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Abstract

Abstract

The present work examines the substrate interaction of the intramembrane protease
y-secretase, or more precisely, a simpler homologue (PSH) from the archaeon
Methanoculleus marisnigri JR1. The y-secretase enzyme cleaves the most extensively
studied substrate amyloid precursor protein (APP) within the transmembrane domain
(TMD), generating a series of AR peptides with varying lengths. This can result in the
formation of aggregations (plaques), which have become increasingly important in the
context of Alzheimer's disease in recent decades. In familial Alzheimer's disease (FAD),
a variety of mutations can result in an altered cleavage mechanism between the enzyme
y-secretase and its substrate APP. This can result in an increased formation of plaques,
which can lead to irreparable brain damage. The precise mechanism of recognition and
processing remains unclear, as there is no substrate consensus sequence. It is known
that the substrate APP is converted within the membrane and is cleaved in several steps
by the y-secretase. This results in two main products, AB40 and AB42. The higher the
amount of Ap42 peptides, the more pathogenic plaques are formed in general.

The initial section of the thesis deals with the production and characterisation of the
proteolytic activity of PSH. The objective was to optimise the expression of PSH with
regard to nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and to perform comparative
studies on various substrates. An established protocol was initially employed and
subsequently modified for this purpose. PSH was successfully produced recombinantly
in TB medium, as a replacement for LB medium. Yield and activity of PSH were
significantly increased in Western Blot-based proteolysis assays. However, the enzyme
was observed to degrade after two to four weeks, resulting in a significant reduction in
proteolytic activity. Consequently, an alternative protocol was sought, whereby resource-
optimised, cell-free protein expression was employed. With cell-free protein expression,
PSH could be successfully expressed in vitro with a significant reduction in the time
required. Various conditions, including the cell extracts used, the magnesium
concentration applied, and the expression temperature, were investigated.

An NMR and a fluorescence polarisation measurement protocol were established to
generate time-resolved data on proteolysis. The NMR data revealed the presence of new
peaks after 24 hours, indicating substrate cleavage by PSH. With regard to parallel
screening applications for testing a variety of conditions, the fluorescence polarisation
assays represented a novel approach to more efficient quantification of proteolysis.
Furthermore, the proteolysis of APP was successfully detected.

To gain a deeper understanding of the mechanism of interaction and substrate selection,
proteolysis assays were conducted on APP and various mutants. The two FAD
mutations, V44M and 145T, as well as the two di-glycine mutations, G38P and G38L,
were employed in this study. These were designed in previous works with the intention
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of destabilising the substrate with G38P and stabilising it with G38L. It was unexpected
that the G38P mutant exhibited an increased cleavage by PSH compared to the wildtype
(WT), in marked contrast to the human y-secretase.

The second part of the thesis focussed on the structural investigation of a range of
y-secretase substrates. In recent years, in addition to APP, a growing number of
y-secretase substrates have been identified that play roles in a diverse range of
physiological functions. These include the homologue APLP2, which is closely related to
APP, the TWEAK receptor Fn14, the tyrosine protein kinase receptor ErbB4, and the
non-substrate ITGB1. The structures of the individual protein TMDs were calculated from
NMR measurements, utilising NOE data. Furthermore, hydrogen-deuterium exchange
measurements were employed to gain insights into the dynamics and flexibility of the
proteins. APLP2 exhibited similarities to APP. Fn14 and ErbB4 revealed increased
dynamics, whereas ITGB1 displayed a markedly rigid, extended a-helical structure.
Conclusions regarding the enzyme-substrate interaction could be drawn from a
comparison of the structural and dynamic data. The presence of one or more motifs,
such as flexibility, the formation of a C-terminal B-sheet, and a basic C-terminal
sequence, appear to be favourable for proteolysis. However, none of the motifs should
be regarded as an exclusive selection criterion.

Furthermore, residual dipolar couplings (RDC) of APP and its mutants were measured
in stretched polyethylene glycol (PEG) gels to narrow down the structural bundles. In the
case of APP and the mutants G38L and G38P, straight structures were observed to be
favoured in the alignment medium employed. This indicates a high adaptability to the
PEG gel and the associated flexibility of the substrates. In contrast, the V44M and 45T
mutants exhibited a pronounced bending motion, indicating a heightened rigidity in their
conformations. This suggests that these mutants have reduced adaptability to the
surrounding environment. Additionally, 45T exhibited a tilt away from the APP structure
at an opposing angle, which may contribute to the observed reduction in proteolytic
efficiency.

In conclusion, the results demonstrate that PSH is highly responsive to a multitude of
variables. This explains the high degree of variability observed in the enzyme, also with
regard to the human y-secretase. The determined substrate structures indicate that a
certain degree of flexibility and the presence of additional structural motifs are positively
associated with cleavage efficiency. Given its extensive range of activity, research into
the interactions between y-secretase and its substrates will remain the subject of
intensive research.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Substratinteraktion der
Intramembranprotease y-Sekretase beziehungsweise genauer mit einem einfacher
aufgebauten Homolog (PSH) aus dem Archaeon Methanoculleus marisnigri JR1. Die
v-Sekretase schneidet das am besten untersuchte Substrat Amyloid-Precursor Protein
(APP) innerhalb der Transmembrandoméane (TMD) und generiert dabei sogenannte ApB-
Peptide in unterschiedlicher Lange. Dabei kénnen sich Aggregationen (Plaques)
ausbilden, welche im Zusammenhang mit der Alzheimer Erkrankung in den letzten
Jahrzehnten zunehmend an Bedeutung erlangten. Bei der sogenannten Familiaren
Alzheimer Erkrankung (FAD), kann es aufgrund von unterschiedlichen Mutationen zu
einem veranderten Schneidemechanismus zwischen dem Enzym y-Sekretase und
dessen Substrat APP kommen. Die Folge kann die verstarkte Ausbildung von Plaques
sein, welche zu irreparablen Hirnschadigungen fihren koénnen. Der genaue
Mechanismus der Erkennung und Prozessierung ist dabei noch nicht vollstandig geklart
worden, da zudem keine Konsensussequenz vorliegt. Bekannt ist, dass das Substrat
APP innerhalb der Membran umgesetzt und dabei in mehreren Schritten von der
v-Sekretase gespalten wird. Im Zusammenhang mit der Alzheimer Erkrankung entstehen
dabei zwei Hauptprodukte, AB40 und AP42, wobei vor allem Ap42-Peptide die
pathogenen Plaques ausbilden kénnen.

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Herstellung sowie der Charakterisierung
der proteolytischen Aktivitat von PSH. Hierbei stand die Optimierung der Expression von
PSH im Hinblick auf Nuklearmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR)- sowie
vergleichende Studien an verschiedenen Substraten im Fokus. Hierfir wurde zunachst
ein etabliertes Protokoll verwendet und verbessert. PSH konnte dabei anstatt in LB-
Medium erfolgreich rekombinant in TB-Medium kultiviert werden. Dabei zeigte PSH eine
deutlich gesteigerte Ausbeute sowie in Western Blot-basierten Proteolyse-Assays eine
erhdhte Aktivitat. Allerdings konnte eine Degradation des Enzyms nach zwei bis vier
Wochen festgestellt werden, wodurch sich die proteolytische Aktivitdt drastisch
reduzierte. Aufgrund dessen wurde nach einem alternativen Protokoll gesucht, wobei auf
die ressourcenoptimierte, zellfreie Proteinexpression zurlickgegriffen wurde. Bei der
zellfreien Proteinexpression konnte PSH erfolgreich in-vitro exprimiert werden. Hierbei
wurden unterschiedliche Bedingungen wie die verwendeten Zellextrakte, die eingesetzte
Magnesiumkonzentration und die Expressionstemperatur untersucht.

Fir das Generieren von zeitaufgeldésten Daten der Proteolyse wurden ein NMR- sowie
ein Fluoreszenzpolarisationsmessungs-Protokoll etabliert. Bei den generierten NMR-
Daten konnte das Aufkommen neuer Peaks nach 24 Stunden beobachtet werden,
welches auf eine Umsetzung durch PSH hindeutete. Insbesondere im Hinblick auf
parallele Screening-Anwendungen zum Testen vieler unterschiedlicher Bedingungen
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stellten die Fluoreszenzpolarisations-Assays einen innovativen Ansatz zur effizienteren
Quantifizierung der Proteolyse dar. Auch hier konnte erfolgreich die Proteolyse von APP
detektiert werden.

Um den Mechanismus der Interaktion und Substratauswahl besser kategorisieren zu
kénnen, wurden darlber hinaus Proteolyse-Assays an APP, sowie unterschiedlichen
Mutanten durchgefuhrt. Verwendet wurden hier die beiden FAD Mutationen V44M und
45T, sowie zwei Di-Glycin Mutationen G38P und G38L. Diese wurden in
vorausgehenden Arbeiten dahingehend entworfen, dass G38P das Substrat
destabilisieren und G38L dieses stabilisieren sollte. Es zeigte sich dabei
Uberraschenderweise eine bevorzugte Umsetzung der G38P Mutante gegentber des
Wildtyps APP von PSH im Gegensatz zur humanen y-Sekretase.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der Strukturuntersuchung unterschiedlicher
y-Sekretase Substrate. In den letzten Jahren wurden neben APP immer mehr Substrate
entdeckt, welche in den unterschiedlichsten physiologischen Funktionen von der
y-Sekretase geschnitten werden. Darunter wurden das mit APP eng verwandte Homolog
APLP2, der TWEAK-Rezeptor Fn14, der Tyrosin-Protein Kinase Rezeptor ErbB4, sowie
das Nicht-Substrat ITGB1 untersucht. Es wurden aus NOE-Daten von NMR-Messungen
Strukturen der einzelnen Protein-TMDs berechnet. Des Weiteren konnten anhand von
Wasserstoff-Deuterium Austauschmessungen Informationen Uber die Dynamik und
Flexibilitat der Proteine gewonnen werden. APLP2 zeigte dabei Ahnlichkeiten zu APP.
Fn14 und ErbB4 wiesen eine erhohte Dynamik auf und ITGB1 wiederum zeigte eine sehr
starre, lange a-helikale Struktur. Aus dem Vergleich von Struktur- und Dynamik-Daten
kénnen Ruckschlisse auf die Enzym-Substrat-Interaktion gezogen werden. Dabei
scheinen das Vorhandensein von einem oder mehrerer Motive wie Flexibilitat, die
Ausbildung eines C-terminalen B-Strangs und eine basische C-terminale Sequenz von
Vorteil fur die Proteolyse zu sein. Dabei ist jedoch keines der Motive als exklusives
Selektionskriterium zu betrachten.

Im Zuge der Strukturuntersuchung wurden zur naheren Eingrenzung der Strukturen
dipolare Restkopplungen (RDC) in gestreckten Polyethylenglykol (PEG)-Gelen von APP
und dessen Mutanten gemessen, welche bereits in den Proteolyse-Assays untersucht
wurden. Dabei zeigten sich fir APP und die Mutanten G38L und G38P bevorzugt gerade
Strukturen im verwendeten Alignmentmedium. Dies deutet auf eine hohe
Anpassungsfahigkeit auf das PEG-Gel und damit einhergehende Flexibilitat der
Substrate hin. V44M sowie 45T zeigten dahingegen eine starkere Biegung, wodurch
sich beide Mutanten starrer in ihren Konformationen erwiesen, da die Anpassung an die
Umgebung reduziert wurde. 145T neigte zudem in einem entgegengesetzten Winkel von
der APP Struktur weg, wodurch die verminderte proteolytische Effizienz erklart werden
konnte.

Vi
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass PSH sehr sensibel auf eine Vielzahl von
Faktoren reagiert. Dies verdeutlicht die hohe Variabilitat des Enzyms, auch in Hinblick
auf die humane y-Sekretase. Die ermittelten Substratstrukturen legen nahe, dass eine
gewisse Flexibilitat sowie das Vorhandensein von weiteren Strukturmotiven von Vorteil
sind, um umgesetzt zu werden. Aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums bleibt die
y-Sekretase und die Substratinteraktion weiterhin Gegenstand intensiver Forschung.

Vii
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1 Einleitung

1 Einleitung

In dieser Arbeit wurde anhand unterschiedlicher biologischer und analytischer Methoden
die Funktionsweise eines Prasenilin-Homolog, kurz PSH, welches eine
Intramembranprotease darstellt, untersucht. In diesem Zusammenhang wurden
bekannte Substrate in Hinblick auf ihre strukturellen Eigenschaften eingehender
betrachtet. Im Folgenden soll zunachst naher auf den allgemeinen Aufbau und die
Funktionen von Intramembranproteinen eingegangen werden, um deren Prozesse
besser verstehen zu kdnnen. Zudem soll ein Uberblick (ber die angewendeten
analytischen Methoden gegeben werden.

1.1 Intramembranproteolyse

Proteasen, auch Peptidasen genannt, sind Enzyme, die Proteine durch katalytische
Prozesse, wie die Hydrolyse von Aminosauren, in klrzere Fragmente umwandeln
kénnen."! Dabei kann je nach Angriffsstelle der Protease zwischen zwei Hauptgruppen,
den Endopeptidasen und Exopeptidasen, unterschieden werden. Eine Endopeptidase
spaltet ein Protein inmitten seiner Polypeptidkette auf, wahrend eine Exopeptidase
einzelne Aminosauren oder kurze Peptidfragmente am Ende der Polypeptidkette
abspaltet.”! Diese Proteasen spielen in der Natur eine Gberaus wichtige Rolle, nicht nur
in der Verdauung von Nahrungsproteinen, sondern auch in der Blutgerinnung, der
Immunabwehr, der Zellregulierung, oder beim programmierten Zelltod.? 3 Derzeit sind
mehr als 500 Gene bekannt, welche flir Proteasen beim Menschen kodieren und mehr
als 2 % aller Gene in Organismen ausmachen.!! Proteasen weisen Bindungstaschen
auf, in denen ihre Substrate umgesetzt werden kdonnen. Dabei spielt der Aufbau der
Bindungstaschen bei der Proteolyse der Substrate eine entscheidende Rolle und
definiert, ob eine spezifische Aminosaureabfolge oder ein weiter Bereich an
Substratarten geschnitten wird.!

Die Hauptfamilien der Proteasen koénnen in vier Klassen unterteilt werden:
Serinproteasen, Cysteinproteasen, Metalloproteasen und Aspartatproteasen.”’ Die
katalytischen Reste von Serinproteasen umfassen Serin, Histidin und Asparaginsaure,
welche in der aktiven Seite des Enzyms nacheinander geschaltet sind und somit auch
als katalytische Triade bezeichnet werden.®! Prominente Vertreter sind hierbei Trypsin
in der Verdauung und Thrombin bei der Blutgerinnung. Die nukleophile Hydroxylgruppe
des Serins ist in der Lage den Carbonylsauerstoff einer Amidbindung anzugreifen und
somit das Peptidrickgrat zu spalten. Das Serin wird Uber eine Esterzwischenstufe
hydrolysiert und der gebildete Carboxy-Terminus freigesetzt.! Cysteinproteasen
durchlaufen einen ahnlichen Mechanismus, allerdings sind hierbei die katalytischen
Reste Cystein und Histidin. Das Cysteinthiol dient als Nukleophil, welches das Amid-
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Carbonyl angreift. Bekannte Vertreter hierfur sind Caspasen, welche Einfluss auf den
programmierten Zelltod haben.[ 8 !

Metalloproteasen bilden hingegen keine kovalenten Zwischenprodukte, sondern
interagieren direkt mit Wasser und aktivieren es fur die Katalyse. Dabei befindet sich im
aktiven Zentrum vorwiegend ein Zink Atom, welches an zwei Histidin- oder
Glutamat/Aspartat-Resten koordiniert ist. Die Carboxypeptidasen der Verdauung sind
hier als Beispiel aufzufiihren.®!

Die letzte Enzymklasse, die Aspartatproteasen, sind bekannt durch ihre prominenten
Vertreter Pepsin (Verdauung) und die HIV-Proteasen viraler Enzyme. Aspartatproteasen
tragen in ihrem katalytischen Zentrum zwei Asparaginsauren, welche mit Wasser und
dem Carbonyl-Sauerstoff der spaltbaren Amidbindung interagieren. Dabei entsteht ein
nicht-kovalentes Enzym-Substrat-Intermediat. Wahrend der Umwandlung der
Carbonylgruppen und des Austritts der Aminogruppen entstehen gleichzeitig neue
N- und C-Termini, wie in Abbildung 1.1 dargestellt ist.!"!
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Abbildung 1.1 Reaktionsgleichung des allgemeinen Ablaufs der Aspartat-Proteolyse. Aspartat aktiviert ein
Wassermolekll, indem es ein Proton entzieht, wodurch das Wasser das Carbonylkohlenstoffatom der
Spaltbindung des Substrates angreift. Infolgedessen entsteht ein tetraedrisches Zwischenprodukt. Durch
anschlieRende Protonierung des Amids kommt es zu Umlagerungen und der Bildung neuer Termini.

Ein wesentlicher Bestandteil der Proteasen ist in intrazellularen Organellen oder an
zellularen Membranen lokalisiert und wird als Intramembranproteasen (engl.
Intramembrane-Cleaving Protease, I-CLiPs) bezeichnet.'” Dazu gehoren unter
anderem die Zink-Protease S2P!U'! sowie die Rhomboid Familiel'> 3], Diese
Intramembranproteasen sind eingebettet in einer hydrophoben Lipiddoppelschicht und
fuhren die Hydrolyse ihrer Substrate, welche Transmembranhelices darstellen, in der
wasserabweisenden Umgebung der Membran durch.[' Aufgrund sterischer Hinderung
kénnen die Amidbindungen des Riickgrats nicht zuganglich gemacht werden, sodass
die Substrate aufgewunden werden miissen, um eine Hydrolyse zu ermdglichen.[® Ein
zunehmend wichtiger Vertreter dieser Klasse stellt die Prasenilin-Aspartatprotease
v-Sekretase dar, welche ihre Bekanntheit durch die Alzheimer-Erkrankung
erlangte."% "¢ Hierbei wird das Substrat APP (engl. Amyloid Precursor Protein)
umgesetzt, wobei Amyloid-f Peptide (AB) geformt werden, welche Alzheimer
charakteristische Plaques ausbilden kénnen.l'"] Trotz intensiver Forschung ist der
genaue Mechanismus dieser Interaktion zwischen y-Sekretase und Substrat noch nicht
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vollstandig geklart. Im Folgenden soll zunachst ndher auf die Struktur und die
Funktionsweise des Enzyms eingegangen werden.

1.1.1 Aufbau und Funktionsweise der y—Sekretase

Katalytische Aspartate

N-Terminus

Extrazellular = C-Terminus

Autoproteolytische Spaltung =—>

Abbildung 1.2 Schematischer Aufbau der y-Sekretase in einer Membranumgebung (PDB: 5A63).
Zusammengesetzt aus den vier Untereinheiten Nicastrin (griin), APH-1 (orange), Prasenilin (tirkis) und
PEN-2 (pink) ergibt sich eine hufeisenférmige Struktur. Das Prasenilin tragt die katalytischen Aspartate (rot)
auf TMD6 und 7 und wird autoproteolytisch in zwei aktive Fragmente geteilt.

Die y-Sekretase ist eine Intramembranprotease, welche fiir die Spaltung von Typ-I-
Transmembranproteinen verantwortlich ist.['®! Diese Klasse von Proteinen wird auch als
»Single-Pass-Proteine” bezeichnet, da der C-Terminus intrazellular und der N-Terminus
extrazellular oder im Lumen von Organellen liegt. Die y-Sekretase ist eine Aspartat-
Protease mit zwei katalytischen Aspartaten an Position 257 und 385, welche das aktive
Zentrum darstellen.l' Dabei bildet die y-Sekretase einen heterotetrameren
Proteinkomplex aus vier Untereinheiten, bestehend aus Prasenilin-1 (mit den Isoformen
PS1 und PS2, 67 % Ubereinstimmung), Nicastrin, Stabilisierungsfaktor (APH-1, mit drei
Isoformen 1as, 1al, und 1b) sowie dem Prasenilin-Enhancer 2 (PEN-2).12% 2"l Prasenilin
ist hierbei das Zentrum der proteolytischen Aktivitdt, bestehend aus neun
Transmembrandomanen (TMD).?? Dieses wird vorwiegend im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) exprimiert und im Golgi-Apparat durch Autoproteolyse in zwei Stlcke
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zwischen der TMD6 und 7 geteilt. Die Autoproteolyse wird hierbei durch limitierende
zellulare Faktoren reguliert,['® 231 wobei ein groReres N-terminales Fragment (NTF),
sowie ein kleineres C-terminales Fragment (CTF) entstehen.?*281 Nicastrin gilt als der
Substrat-Rezeptor der y-Sekretase und stellt ein 110 kDa groRRes GerUstprotein des
Typ-I Transmembranproteins dar, welches im Golgi-Apparat durch N-Glykolisation auf
130 kDa anwachst.?! Nicastrin Uberspannt dabei die Untereinheiten PS1/PS2, APH-1
sowie PEN-2 und bildet eine deckelartige Struktur, welche fur die Substratselektion von
Bedeutung ist. Es unterstitzt die Verankerung des Substrates im Komplex und
verhindert, dass Membranproteine mit einer langen Ektodom&ne hineingelangen
konnen.[?® APH-1 ist fiir die Lokalisation des Nicastrin verantwortlich und PEN-2 fiir die
Formatierung des y-Sekretase-Komplexes.?®! Der Prasenilin Enhancer tiberspannt dabei
die Membran mehrfach, wobei die Termini in das Lumen des ER ragen. Veranschaulicht
ist dies in Abbildung 1.2, welche die Kryo-Elektronenmikroskopie (EM) Struktur der
y-Sekretase, gemessen von der Arbeitsgruppe um Y. Shi®, in einer Membranumgebung
darstellt.

Alle Bestandteile der y-Sekretase zusammen betrachtet ergeben eine hufeisenférmige
Struktur mit insgesamt 19 Transmembrandomanen und einer Gesamtmasse von etwa
230 kDa.B Elektronenmikroskopische Strukturen zeigen eine globulare Struktur mit
mehreren extrazellularen Domanen, sowie einer Kammer im Inneren des Komplexes mit
einer geringen Dichte sowie flir Wasser zugangliche Hohlrdume (apicale- und basale
Poren).’2 Durch die Poren konnen die generierten Substrat-Fragmente nach der
Umsetzung in den extrazelluldaren- und zytosolischen-Bereich gelangen. Die
Komplexbildung und Aktivierung der y-Sekretase erfolgt zunachst durch die
Unterkomplexbildung von Nicastrin und APH-1, an welche sich anschliefiend Prasenilin
anschlief3t. Die Autoproteolyse des Prasenilin in seine zwei Fragmente wird durch die
darauffolgende Interaktion mit PEN-2 katalysiert.?

Im Allgemeinen besitzt ein Substrat mehrere Bindungsstellen fur die Sekretase. Die erste
Interaktion findet dabei zwischen der beweglichen Juxtamembrandomane des
Substrates, welche unmittelbar an der Membran liegt, PEN-2 und der Nicastrin-
Untereinheit statt. Letztere fungiert dabei als Art Torwachter. Veranschaulicht ist dies in
Abbildung 1.3. Die Transmembrandomane der Substrate interagiert weiterhin mit dem
N-terminalen Fragment des Prasenilin. Durch die Zusammenlagerung des Prasenilin mit
der PEN-2 wird diese autokatalytisch in ihre zwei aktiven Domanen proteolysiert. Das
Substrat bewegt sich folglich vom N-terminalen Teil der Sekretase weiter zum
katalytischen Zentrum des N- und C-Terminus der Sekretase, in der sich die beiden
katalytischen Aspartate in der TMD6 (D257) und TMD7 (D385) befinden. Es erfolgt die
Spaltung der Substrate in die jeweiligen Fragmente. Im Fall von APP lassen sich die
folgenden zwei Fragmente unterscheiden: zum einen die C-terminalen AICD (engl. APP
IntraCellular Domain), welche ins Zytosol entlassen werden und zum anderen die
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N-terminalen AB-Fragmente, deren Freisetzung in das extrazellulare Milieu
erfolgen.33 34
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Abbildung 1.3 Schematischer Prozess der Proteolyse durch die y-Sekretase. Erste Erkennung des
Substrates APP (gelb) findet zwischen PEN-2 und Nicastrin statt (a), gefolgt von der Umsetzung in Prasenilin
durch die katalytischen Aspartate (rot) (b). Dabei werden nach der Proteolyse das Ap-Fragment
extrazellular und das AICD intrazellular entlassen (c). In Anlehnung anB4

Der genaue Mechanismus der Erkennung und Prozessierung der einzelnen Substrate
der y-Sekretase ist bislang jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart. Dies liegt unter
anderem daran, dass im Gegensatz zu l6slichen Proteasen keine Konsensussequenz
fur die Substrate bekannt ist.®% Elektronenmikroskopie Studien (PDB: 8K8E) der
y-Sekretase in Verbindung mit einem Substrat zeigten die Ausbildung eines
zweistrangigen pB-Faltblattes am Ende des N-Terminus sowie am Anfang der TMD7 des
C-Terminus des Prasenilin, an welcher das C-terminale Ende des Substrates bindet.
Aulerdem wurde gezeigt, dass der katalytische Spalt hochflexibel ist, wohingegen die
meisten Teile des Komplexes unbeweglich sind. Das Substrat muss flr die Proteolyse
tief in die Enzymstruktur eindringen, wobei Teile der Helix entwunden werden und die
Interaktion zwischen Enzym und Substrat verandert wird. Fur diesen Mechanismus wird
eine gewisse Form an Flexibilitat der Substrate vermutet!'® %38 doch auch andere
strukturelle Signaturen kénnten hierfur von Relevanz sein.
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1.1.2 Substrate der y-Sekretase

Die bekanntesten Substrate der y-Sekretase sind APPP® und Notch®% (engl.
Neurogenic locus notch homolog protein), wobei in der vorliegenden Arbeit der Fokus
auf APP gelegt wird. APP wird vor allem in Neuronen hergestellt und ist an vielen
metabolischen Prozessen beteiligt. Dabei fungiert es unter anderem als Rezeptor flr
den durch Kinesin vermittelten axonalen Transport.*! APP durchlauft bei der Spaltung
durch die y-Sekretase zwei mogliche Wege, veranschaulicht in Abbildung 1.4. Zunachst
wird APP von der B-[*? oder a-Sekretase*?! in 99 beziehungsweise 83 Aminoséaure lange
Fragmente, genannt C99 oder C83, geschnitten. Dabei entsteht der durch die
a-Sekretase ADAM10 hervorgerufene nicht-amyloidogene Weg, wobei das C83
Fragment und darauffolgende kurze p3 Peptide entstehen. Bei ADAM10M“4, sowie den
weiteren Kandidaten ADAM17/TACEM und MDC-9“8), handelt es sich um Disintegrin
und Metalloproteasen. Bei dem amyloidogenen Weg wird durch die p-Sekretase
BACE1"1  (engl. psite APP-Cleaving Enzyme) C99 hergestellt. Der
Schneidemechanismus der y-Sekretase umfasst mehrere Schritte. Der erste Schnitt
erfolgt am C-terminalen Ende der Transmembrandomane, wodurch ein kurzes Fragment
(AICD) resultiert, welches in das Zytosol entlassen wird. Weiterhin entstehen Amyloid-f3
Peptide unterschiedlicher Langen (AB37-Ap49).148]

Amyloid Plaques
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Abbildung 1.4 Veranschaulichung der nicht-amyloidogenen und amyloidogenen Prozessierung vom
Substrat APP durch die y-Sekretase. Voraussetzung ist die Proteolyse des Substrats durch die o~ und -
Sekretasen in C83- bzw. C99-Peptide. Der amyloidogene Weg erzeugt Ap-Fragmente unterschiedlicher
Langen ausgehend von C99 sowie die AICD, welche intrazellular ins Zytosol entlassen wird. Der nicht-
amyloidogene Weg schlieRt die Bildung von AB-Fragmenten aus. In Anlehnung an“® 4%

Der initiale Schnitt erfolgt an der e-Schnittstelle, woraus AB49 resultiert. Dieses wird
sequenziell in die weiteren Tripeptide AB46, ApP43 und AP40 geteilt. Zudem kann
alternativ eine Position weiter N-terminal geschnitten werden, wobei das A48 Fragment
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entsteht.*® Folglich werden nun die Tripeptide AB45 und AP42 prozessiert. Die
Wahrscheinlichkeit fir die Produktionslinie eines Ap40 Fragments, welches nicht toxisch
ist, liegt bei 80 %. Die Produktionslinie fir AB42 hingegen liegt bei 10 %, ebenso die
AB38 Produktion.® Die AB42 Peptide stellen eine pathogene Spezies dar, welche in
einem hohen Malistab aggregieren und in Zusammenhang mit der Plaquebildung bei
Alzheimer stehen B!

Im Laufe der Jahre wurden etliche Mutationen auf Prasenilin und APP entdeckt, welche
diese pathogene Produktionsreihe fordern. Dabei ist insbesondere die familiare
Alzheimer-Variante (engl. Familial Alzheimer Disease, FAD) von Bedeutung. Diese
Form wird autosomal-dominant vererbt, und kann zwischen drei Typen unterschieden
werden. Bei Typ 1 liegt die Mutation auf dem APP-Gen (Chromosom 21 Genort g21.3),
wobei mittlerweile Uber 20 Mutationen®'-%2 bekannt sind, welche auf der
Transmembrandomane von APP lokalisiert sind. Typ 2 ist die am haufigsten auftretende
Form. Hier sind die Mutationen im PS1-Gen verankert (Chromosom 14 Genort q24.2).
Typ 3 hingegen ist auf dem PS2-Gen (Chromosom 1 Genort g42.13) lokalisiert. Die FAD-
Mutationen gehdren zu den seltenen genetischen Veranderungen und sind fur lediglich
5 % der Alzheimer-Krankheitsfalle verantwortlich. Dabei tritt diese Form der Erkrankung
zumeist vor dem 60. Lebensjahr auf.®2-%4

Zu der Typ 1-Variante zahlen beispielsweise die beiden Mutationen V44MP®%571 und
145T860 Die V44M-Mutation (franzésische Mutation) fiihrt dazu, dass die N-terminale
Produktionslinie auf €48 verschoben und somit die Produktion von AB42 erhdht wird.
Insgesamt wird die Herstellung von AP jedoch reduziert. Es wird vermutet, dass die
V44M-Mutation zu einer Destabilisierung des T48 in der Helix fihrt, wodurch diese
Position vermehrt angreifbar gegenlber der L49 Produktionslinie ist.5”) Die 145T-
Mutation ist soweit bekannt nur einmal aufgetreten, wobei der Patient mit 36 Jahren
erkrankte.8"1 Bei dieser Mutation wird der -Schnitt reduziert und die Produktionsline in
Richtung AB42-Produktion verschoben. Eine mogliche Ursache dafur kann die erhdhte
Wasserstoffbrickenbindung an dieser Stelle sein, welche die Flexibilitat herabsetzt und
somit die Schnittposition verschieben kann.[®? Zudem zeigen neueste Studien, dass die
verwandte 145F-Mutante zusatzlich den Sekretase-Substrat-Komplex blockiert.*!

Die G38P und G38L Mutanten, welche wie 145T und V44M in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden (Abbildung 1.5), zeigen keine natlrlichen Mutationen, sondern
wurden in der Forschergruppe FOR 2290 gewahlt, um das sogenannte Di-Glycin-Motiv
naher zu betrachten. Dieses Motiv scheint einen Einfluss auf die Prozessierung des APP
Wildtyp (WT) zu nehmen und aufert sich in einem Knick in der Struktur an der Stelle
G37-G38. G38P sowie G38L produzieren kein Ap42, sondern erhéhen die Ap40 (G38P)
oder die AB37(G38L) Rate.[*6 64 69
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Abbildung 1.5 Schematische Darstellung der Proteolyse der Transmembrandomane (kursiv, grau
hinterlegt) des APP. Des Weiteren sind die hier verwendeten Mutanten V44M (orange), 145T (griin), G38P
(rot) und G38L (blau) mit den bevorzugten AB-Produktlinien aufgefuhrt. Zusatzlich ist die Struktur des APP
(PDB: 6YHF) mit dem charakteristischen Di-Glycin-Motiv sowie den jeweiligen Mutationen dargestellt.

Ein weiteres physiologisch wichtiges Substrat stellt Notch1 dar, welches von der
y-Sekretase wahrend der Entwicklung geschnitten wird. Dadurch entsteht eine
intrazellulare Domane (engl. Notch IntraCellular Domain, NICD) welche im Zellkern
lokalisiert wurde und fir die transkriptionelle Regulation von Genen fur die
Zelldifferenzierung verantwortlich ist.l 671 Weitere bekannte Substrate, welche in dieser
Arbeit naher betrachtet wurden, sind APLP2, ErbB4 und Fn14 sowie das Nicht-Substrat
ITGB1. Diese werden im Folgenden kurz erlautert und in Kapitel 6.1 eingehender
betrachtet.

APLP268 (engl. Amyloid Beta Precursor Like Protein 2) ist wie APLP10° ein nahes
Homolog von APP. APLP2 und APLP1 sind als wichtige Modulatoren beim
Gleichgewichtszustand von Glucose und Insulin (Homoostase) beteiligt’® und konnen
folglich im gesamten Korper gefunden werden. Studien zeigen, dass APLP2 zudem am
perinatalen Uberleben eines Individuums beteiligt ist.”" Die Transmembrandomane ist
nahezu identisch zu APP, wohingegen sich der extrazelluldre Bereich deutlich
unterscheidet. Somit liegt der initiale Schnitt der y-Sekretase an gleicher Position (L713)
wie in APP (L49)"2 (Abbildung 1.6).

Fn14 (Synonyme:TNFRSF12a, CD26 oder TNR12) oder auch TWEAK-Rezeptor (engl.
Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis) genannt, geho6rt zur
Tumornekrosefaktor Rezeptor Superfamilie (TNFSF), welche verantwortlich ist fir
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose.®! Vorwiegend wird Fn14 von Zellen
des Immunsystems gebildet und gehdért mit 129 Aminosauren zum kleinsten Vertreter
seiner Familie. Die Bindung von TWEAK fuhrt zu einer intrazellularen Signalkaskade,
Uberwiegend im NFkB-Pfad.["¥ Der extrazellulare Bereich von Fn14 ist konserviert und
beinhaltet drei Disulfidbriicken, wodurch es zu einer Trimerisierung bei Aktivierung der

8
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Signalkaskade kommt. Fn14 wird von der y-Sekretase in mehreren Schritten
umgesetzt.[®

APP 23DVGSNKG Ay KKKQYTSIHHGVVEVe7

APLP2 687DFSLSSS v RKROQYGTISHGIVEV731

Fn14 72PAPF'RLLWPILG'GALSLTFVLGLLSGFLVWRRCRRREKFTTPIEEUG

ErbB4 646QHARTPLITAAGVIGGLFILVIVGLTFA \!KVVRRKS IKKKRALRRFL690

ITGB1 721PECPTGPD KLLMITHDRREFAKFEKEKMN772

Abbildung 1.6 Sequenzvergleich der Transmembrandomanen (kursiv, farblich hinterlegt) der untersuchten
y-Sekretase Substrate APP (grau), APLP2 (gelb), Fn14 (lila), ErbB4 (flieder) und dem Nicht-Substrat ITGB1
(rosa). Die bekannten y-Schnittstellen (pinker Pfeil) von APP und APLP2 sowie die postulierten
y-Schnittstellen (blauer Pfeil) von Fn14 und ErbB4 sind markiert. Die bekannten initialen e-Schnittstellen von
APP und APLP2 sind mit einem griinen Pfeil dargestellt.

Der Tyrosin-Protein Kinase Rezeptor ErbB4 (engl. Erb-b2 receptor tyrosine kinase 4)
dient als Zelloberflachenrezeptor fur Neureguline und reguliert mit der EGF-Familie
(ErbB1(HER/EGFR), ErbB2(HER2), ErbB3 und ErbB4) unter anderem Zellproliferation,
Differenzierung und Apoptose.l®: 771 Durch Liganden-Bindung wird ErbB4 dimerisiert und
die Signalkaskade gestartet. Die y-Sekretase Schnittstellen sind bisher nicht eindeutig
bestatigt, postuliert werden jedoch als initialen Schnitt die Positionen V673 und V675.78

Bislang sind nur einige wenige Nicht-Substrate der y-Sekretase bekannt. Darunter ist
das Integrin-B-1 (ITGB1, CD29), welches von den Gruppen um D. SelkoeP® und
M. Stoffel” als Nicht-Substrat erstmalig identifiziert wurde. ITGB1 gehort zur Klasse der
Oberflachenproteine und stellt ein Zelladhasionsmolekil dar. Zusammen mit weiteren
Integrinen bildet es einen heterodimeren Rezeptorkomplex fiir unter anderem Kollagen,
Fibronectin oder Laminin aus.>®! |TGB1 ist somit an verschiedensten
Signaltransduktionen beteiligt und auflerdem in Tumorzellen an der Aufrechterhaltung
der Stammzellenfunktion zu finden. Daher spielt es in der Krebsforschung eine
entscheidende Rolle. Die Aminosauresequenz der Integrine ist hoch konserviert und die
Struktur lasst sich in drei Teile eingliedern: eine grolie extrazellulare Doméane, eine kurze
Transmembrandomé&ne und eine kurze zytoplasmatische Doméne.®"!

Mittlerweile sind Uber 149 Substrate der y-Sekretase bekannt, welche ein breites
Spektrum an physiologischen Funktionen abdecken.®? Allerdings besitzen diese, wie
bereits in Kapitel 1.1.1 erwahnt, keine gemeinsame Konsensussequenz und auch
sonstige mogliche Auswahlkriterien sind noch nicht vollstandig untersucht. Daher ist es
umso wichtiger Gemeinsamkeiten der Substrate zu finden, um mdgliche Arzneimittel flr
Krankheiten wie Alzheimer entwickeln zu kdnnen.
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1.1.3 Prasenilin-Homolog PSH

Im Jahr 2013 wurde von der Arbeitsgruppe um Y. Shi die Kristallstruktur eines 34 kDa
grofken Prasenilin-Homologs (PSH) veroffentlicht,® welches erstmalig von der Gruppe
um |. Ubarretxena-Belandia als Prasenilin-ahnliche Protease beschrieben wurde.® Das
Homolog entstammt dem Archaeon Methanoculleus marisnigri JR1T (MCMJR1), weist
wie auch das Prasenilin neun Transmembrandomanen auf und wird ebenfalls zwischen
der TMD6 und TMD7 autoproteolytisch geteilt. Dadurch entstehen ein langeres N-
terminales und ein kirzeres C-terminales Fragment, jeweils mit einem katalytischen
Aspartat auf TMD6 (D162) und TMD7 (D220).18! Fiir die Kristallisation wurde der flexible
Loop zwischen den Resten 182-209 entfernt sowie flinf Punktmutationen (D40N, E42S,
A147E, V148P und A229V) eingefugt, welche keinerlei Auswirkung auf die PSH-Aktivitat
verursachten.83l

PSH (MCMJR1):

¥ “\\, Prasenilin : PDB 61YC

Abbildung 1.7 Vergleich der Kryo-Elektronenmikroskopie-Struktur von Prasenilin (y-Sekretase) in hellblau
(PDB: 61YC) mit der modifizierten Kristallstruktur von PSHI®! in grau (PDB: 4HYG) durch Uberlagerung.
Gezeigt sind zudem die schwach unterschiedlichen Ausrichtungen der katalytischen Aspartate von
Prasenilin (Asp 257 und Asp385) und PSH (Asp162 und Asp220).

Es konnte gezeigt werden, dass PSH einen tetrameren Kristall-Komplex formt, wobei
jedes Monomer neun a-helikale Transmembrandomanen aufweist. Wie auch bei dem
humanen Prasenilin zeigen die TMD1-6 des Homolog eine hufeisenférmige Struktur,
wobei die TMD7-9 zum Teil C-terminal umrundet werden. Die TMD1-6 weisen dabei eine
leichte Neigung von 15-35° gegenuber der Lipidoberflache auf, wahrend die TMD7-9
weniger geneigt sind. Au3erdem ist eine Lucke zu erkennen, die durch die hydrophoben
Reste der TMD2, 3, 5 und 7 gebildet wird und in welcher Wechselwirkungen mit kleinen
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lonen stattfinden kann.®! Bislang unterscheidet sich das humane Prasenilin der
v-Sekretase und das Homolog deutlich von weiteren bekannten Intramembranproteasen
wie Rhomboid, SPP/SPPL (engl. Signal Peptide Peptidase/ peptidase-like) oder S2P
(engl. Site-2-Protease) in der Struktur und Faltung der TMDs, weshalb die ausgebildete
Konformation auch als ,Presenilin fold“ beschrieben wird.!83!

Aufgrund der weiten Entfernung der beiden katalytischen Aspartate von 6,7 A in der
Kristallstruktur kann angenommen werden, dass es zu einer Konformationsanderung bei
der Interaktion mit einem Substrat kommen muss. Diese kdnnte vor ungewollter, nicht-
spezifischer Spaltung schitzen, wie Y. Shi spekuliert.®¥ Des Weiteren zeigt PSH einen
hohen Zugang an Wassermolekillen durch einen groRen Hohlraum auf Seiten des
Zytosols, wodurch die Proteolyse der Peptidbindungen von Substraten ermdglicht
werden kann.

Die Sequenzen von Prasenilin und dem Homolog weisen eine Identitat von 19,3 % und
eine Ahnlichkeit von 52,8 % auf, wobei die fir die Katalyse wichtigen Motive (wie
beispielsweise die Aspartate) konserviert sind.”! Kristallographie- und NMR-Daten
(PDB: 2KR6) zeigten dabei schwache Unterschiede in der Ausrichtung der Aspartate.
Das Asp385 von Prasenilin zeigt zudem in der C-terminalen NMR-Struktur,©® im
Gegensatz zur Kristallstruktur, in die entgegengesetzte Richtung des Asp257.% So
weisen die Aspartate bei Uberlagerung der Strukturen von Prasenilin und PSH (hier
modifizierte Struktur von 4HYG dargestellt)® ebenfalls leicht unterschiedliche raumliche
Ausrichtungen auf, wie aus Abbildung 1.7 entnommen werden kann. Dennoch ist PSH
aufgrund der Ahnlichkeit zu Prasenilin ein gutes Modellprotein fiir das Studium der
Intramembran-Proteolysen. Aufgrund der geringeren Grdfle im Vergleich zum
y-Sekretase-Komplex besteht zudem die Mdoglichkeit das System anhand von
Kernspinresonanzspektroskopie zu untersuchen. Zudem benétigt es keine zusatzlichen
Proteine, um aktiv zu sein. Wie unter anderem S. Dang et al., L. Feilen et al. sowie N.
Clemente et al. zeigen konnten, ist es in der Lage APP umzusetzen.[84 8.87.89 AJlerdings
ist das Substratspektrum des Homologs bis dato unbekannt.
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1.2 Kernspinresonanzspektroskopie

1.2.1 Prinzip der Kernspinresonanzspektroskopie

Die Untersuchung molekularer Strukturen kann durch die Wechselwirkungen des
magnetischen Moments eines Atomkerns mit dem auf’eren magnetischen Feld eines
Magnets sowie Spulen eines Spektrometers verwirklicht werden. Diese Methode der
Kernspinresonanzspektroskopie (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ist seit dem
Nachweis von Kernresonanzsignalen im Jahr 1938 durch |. Rabi®®, welcher 1944 hierfiir
den Nobel-Preis erhielt, sowie 1946 durch die beiden Arbeitsgruppen um F. Bloch und
E. M. Purcell,®"** welche den Nobelpreis 1952 erhielten, ein wichtiges Werkzeug. Die
Weiterentwicklung hingehend zur Anwendung der Fourier-Transformationen durch
R. Ernst und W. Anderson® 1966 bereitete den Weg zu einer schnelleren
Messmethodik mit gesteigerter Empfindlichkeit. Hierfliir gewann R. Ernst 199116 den
Nobel Preis fir Chemie und 2002 ging dieser flr die Weiterentwicklung der
dreidimensionalen Strukturbestimmung an Proteinen in der NMR an K. Withrich.®7l Im
Folgenden soll auf die Grundlagen der Kernspinresonanzspektroskopie!®®-'°l und
dessen Anwendung auf Biomolekiile eingegangen werden.

Im homogenen Magnetfeld eines Spektrometers werden die Energieniveaus der Kerne
der zu untersuchenden Molekule in ihre unterschiedlichen Zustande aufgespalten. Die
Ubergéange der Energiezustédnde in den Kernen werden durch Einstrahlen von
Radiowellen erzeugt. Voraussetzung hierfur ist, dass die Elektronen der Kerne einen
Eigendrehimpuls besitzen. Dies wird als Spin S bezeichnet und muss ungleich Null sein,
da nur solche Kerne ein magnetisches Moment aufweisen. Beispiele fur Kerne, die diese
Eigenschaft erfiillen, sind Wasserstoff 'H, sowie die Isotopenkerne Stickstoff "°N und
Kohlenstoff *C, welche insbesondere in der Untersuchung biologischer Systeme
relevant sind. Ein weiterer wesentlicher Parameter hierbei ist der Drehimpuls 13, welcher
den Eigendrehimpuls des Kernspins widerspiegelt. Dieser ist wie folgt definiert:

|P| = I + Dh [1]

Gegeben sind die Drehimpuls- oder Kernspinquantenzahl I sowie das Planck’sche
Wirkungsquantum # (= %). Wird nun ein aulieres Magnetfeld entlang der z-Achse

angelegt, ergibt sich ein Zusammenhang mit der Magnetquantenzahl m:
I, =1,h =mh [2]

Die Spinquantenzahl von den haufig genutzten Kernen betragt somit %. Wasserstoff 'H
hat hierbei eine naturliche Haufigkeit von 99,99 %, wohingegen Kohlenstoff 3C 1,07 %
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und Stickstoff >N lediglich 0,37 % aufweisen. Der Spin eines Elektrons mit der
Spinquantenzahl 2 kann laut dem Pauli-Prinzip zwei gequantelte Zustéande in einem
magnetischen Feld annehmen.®® Diese werden als Spin up (1 +%2) und Spin down (| -%%)
bezeichnet und liegen somit parallel oder antiparallel zum angelegten Magnetfeld Bo.
Wenn kein aufieres Magnetfeld angelegt ist, liegen die Zustande entartet vor,
wohingegen der parallele Zustand energetisch begunstigt ist. Bei Anlegen eines
magnetischen Feldes kommt es zur Energieaufspaltung der Zustande, welches im
direkten Zusammenhang mit dem Eigendrehimpuls der Kerne steht. Dieser
Eigendrehimpuls ist proportional zum magnetischen Moment und wird als
gyromagnetisches Verhaltnis y ausgedruckt:

y = 3]

ol =

i beschreibt die Richtungsquantelung der prazedierenden Kerndipole und P stellt den
Drehimpulsoperator dar.

Da es sich bei den Kernen in der klassischen Betrachtungsweise um magnetische Dipole
handelt, betragt die Energie eines Kerns in einem homogenen Magnetfeld Bo:

E = —u,By = —myhB, [4]

Hieraus ergeben sich verschiedene Orientierungsmaoglichkeiten der Kerne, welche die
Aufspaltung in unterschiedliche Energieniveaus zufolge hat. Dies wird als Zeemann-
Effekt!'%? beschrieben und erlautert die Aufspaltung der Spektrallinien durch den Einfluss
eines magnetischen Feldes. Hierbei gibt es die Orientierungsmdglichkeit von (21 + 1)
mit der Kernspinquantenzahl I. Der Abstand zwischen den Kern-Zeemann-Niveaus
ergibt sich aus der Larmor-Frequenz w. Mit dieser Frequenz prazediert der Kern um das
magnetische Feld und ist somit abhangig vom angelegten Magnetfeld und dem
Drehimpuls des Kernes:

w = hyBy (3]

Die Larmor-Frequenz entspricht dem Abstand zwischen den einzelnen Niveaus, welche
in der Quantenmechanik auch als Spinfunktion a (+%2) und B (-'2) bezeichnet wird und
ist daher gleichzusetzen mit dem Energieunterschied AE zwischen den benachbarten
Niveaus. Somit ergeben sich beispielsweise flir den Wasserstoff 'H zwei mogliche
Zeemann-Niveaus und fir Kerne wie 2H ergeben sich drei mogliche Niveaus (+1, 0, -1).
Die Besetzungsverteilung auf die verschiedenen Energiezustdnde kann mit der
Bolzmann-Statistik ermittelt werden. N, sind hierbei Kerne in energieniedrigeren Niveaus
und Ng Kerne in energiehdheren:
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N, AE hB
_a:e_AE/kBTzl__=1_y 0

Ng ksT kyT

(6]

kp stellt dabei die Bolzmann-Konstante dar und T die Temperatur in Kelvin. Die
Energieunterschiede der Kerne sind sehr klein im Gegensatz zu der mittleren Energie
der Warmebewegung, woraufhin die Besetzung der Energieniveaus nahezu identisch
ist. Der geringe Uberschuss an energiedrmeren Kernen reicht jedoch aus, um eine
makroskopische Magnetisierung M, in Feldrichtung zu erhalten (siehe Abbildung
1.8).1101

Um die Ubergange zwischen den einzelnen z, B
Energieniveaus sichtbar machen zu kdnnen, l

werden die Kerne mit einer elektromagnetischen Mo
Welle v4, in diesem Fall mit einer Radiofrequenz,
bestrahlt. Hierbei erfolgen Energieabsorption und
Energieemission zu gleichen Teilen, wobei es zu y
Umkehrungen in der Kernspin-Orientierung kommt.
Aufgrund der Bolzmann-Verteilung und dem damit >
verbundenen Uberschuss an energiedrmeren m=-1/

Niveaus, Uberwiegt die Energieabsorption, welche Abbildung 1.8  Darstellung  der
schlussendlich auch als Signal messbar wird. Die Makroskopischen  z-Magnetisierung,
Si lint itat st it direkt i | welche um das Magnetfeld Bo prazediert.
Ignafintensitat ist somi Irext proportional zur- 7, Magnetisierungsvektor Mo addieren
Gesamtzahl an Spins und damit zur Konzentration sich  die  z-Komponenten der
des Analyten. Seit den 60er Jahren wird hierfir das Magnetischen Momente der einzelnen
. Spins auf. Die Besetzung von N ist
Impuls-Verfahren angewendet, wobei alle Kerne g sper weshalb der Vektor in Richtung
gleichzeitig mit einem  Hochfrequenzimpuls +z-Achse zeigt. in Anlehnung ant"
angeregt werden. Durch die auftretende Prazessionsbewegung kommt es zu einer
komplexen Bewegung der Magnetisierung, wobei der Puls eine Rotation der
Magnetisierung um eine bestimmte Achse und Winkel verursacht. Durch Ubertragung
dieser Magnetisierung prazediert eine transversale Magnetisierung um eine Achse,
womit diese Prazessionsbewegung in einer oszillierenden Frequenz resultiert. Die durch
die Pulse angeregte Magnetisierung relaxiert mit der Zeit von selbst, wodurch es zur
Rickkehr in den Gleichgewichtszustand kommt. Hierbei kann zwischen der
longitudinalen- (T1) und transversalen- (T,) Relaxationszeit unterschieden werden. In der
Empfangerspule des Spektrometers wird durch die Anderung des elektromagnetischen
Feldes eine Spannung induziert, welche durch die Relaxation wieder abnimmt. Mit Hilfe
der Fourier-Transformation ist es mdglich aus den vorliegenden Daten, auch als freier
Induktionszerfall (engl. Free induction decay, FID) bezeichnet, ein Signal in ein Spektrum

umzuwandeln.[#8-101
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Bei sogenannten eindimensionalen Experimenten wirkt im simpelsten Fall ein einfacher
90° Puls auf das elektromagnetische Feld der Kerne des zu untersuchenden Molekuls
ein. Es kann grundsatzlich in zwei Phasen unterteilt werden: Der Praparation, wobei alle
Spins in einen definierten Zustand gebracht werden und der Detektion, welche die
Antwort darauf in Form von Quadratursignalen mit Imaginar- und Realteil enthalt. Durch
vielfaches Wiederholen dieser Phasen, genannt Scans, kdnnen die ermittelten
Messwerte aufaddiert und somit das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (engl. Signal-to-Noise
Ratio, SNR) optimiert werden.

SNR~N+/n [71

N stellt die Anzahl an Spins dar und v/n die Anzahl an Scans. SNR ist somit proportional
zur Quadratwurzel der Anzahl an Spins.

Ein weiterer wichtiger Parameter ist die chemische Verschiebung. Ein Kern erfahrt um
sich herum aufgrund der elektromagnetischen Eigenschaften in einem Magnetfeld ein
eigenes schwaches Magnetfeld der Elektronen. Dieses Feld Uberlagert sich geringfiigig
aufgrund der verschiedenen chemischen Umgebungen mit dem Hauptfeld, wodurch eine
Resonanzverschiebung, die sogenannte chemische Verschiebung, entsteht.
Angegeben wird diese Abschirmung zur besseren Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Spektrometern in ppm (engl. parts per million) im Zusammenhang mit
der Larmor-Frequenz:

Wg; —w
5 = Signal Referenz (106ppm) 8]

WpRe ferenz

Wreserenz Steht hierbei flr die Frequenz eines Referenzsignales, wie beispielsweise
Natriumtrimethylsilylpropionat (TSP), dessen Frequenz als O ppm definiert wird. Folglich
fuhrt die elektronische Umgebung eines Kerns zu einer Stérung der Resonanzfrequenz
benachbarter Kerne.

Die elektromagnetischen Felder der Kerne wirken sich jedoch nicht nur auf die
chemischen Verschiebungen aus, sondern interferieren auch innerhalb des Molekuls.
Dabei wird die Magnetisierung von einem Kern auf den nachsten (oder weiter)
Ubertragen, wodurch das jeweilige magnetische Feld erhéht oder abgeschwacht wird.
Dieser Effekt fuhrt zu einer zusatzlichen Abschirmung der einzelnen Kerne, die als
skalare Kopplung bezeichnet wird. Daraus entstehen NMR-charakteristische
Aufspaltungsmuster in Singulett, Dublett, Triplett und so weiter. Wird ein Ubergang durch
die gleiche Energie herbeigeflhrt, entsteht keine Kopplung (Symmetrie-aquivalente
Kerne). Aus der Starke der Kopplung zwischen den einzelnen Kernen kann zudem eine
Aussage uber die elektronische Bindung getroffen werden. Die Multiplizitdt M der
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Signale wird durch M = 2nl + 1 (oder vereinfacht fir I = % 2> M =n + 1) erhalten. I steht

fur den Kernspin und n fir die Anzahl an benachbarten Kernen. Die Multiplizitat und die
Intensitat gehen einher mit dem Prinzip des Pascal‘schen Dreiecks. Die Distanz und die
Aquivalenz der Wechselwirkungen werden durch die Kopplungskonstante bestimmit,
welche unabhangig der magnetischen Flussdichte ist und folglich in Hz angegeben
Wird.[98'101]

1.2.2 Mehrdimensionale Experimente

Praparation | Evolution | Mischzeit | Detektion

: t, t,
I I Mﬂh.
H { FID %

90°y 90°y Uuyv-

Abbildung 1.9 Grafische Darstellung einer einfachen Pulssequenz eines zweidimensionalen NMR-
Experimentes. Im Verlauf der Evolution und Detektion entwickelt sich das System mit den t1- und t2-Zeiten.
Wahrend der Mischzeit kdnnen die Korrelationen zwischen wechselwirkenden Spins aufgebaut werden, wie
hier mit einem einfachen 90° Puls dargestellt ist. Die Detektion erfolgt durch den FID. In Anlehnung an 110"

Zweidimensionale Experimente basieren auf dem gleichen Prinzip wie eindimensionale,
nur, dass hier eine zweite, indirekte Dimension hinzukommt. Gestartet wird mit einer
Praparationszeit, bei welcher die Spins aus der Gleichgewichtsmagnetisierung
angeregt werden, beispielsweise durch einen einfachen 90° Puls. Darauf folgt die
Evolutionszeit, bei welcher die t;-Entwicklungszeit in aufeinanderfolgenden Scans
inkrementiert wird. Dies entspricht den Zeitinkrementen des digitalisierten FIDs der
to-Zeit. In der darauffolgenden Mischzeit werden die Magnetisierungen auf die nachsten
Spins Ubertragen. In der anschlieffenden Detektionszeit wird der FID aufgenommen.
Somit bestehen zweidimensionale Experimente aus einer vielfachen Aneinanderreihung
eindimensionaler Experimente, wobei die ti-Zeit inkrementiert wird. Aus der Fourier-
Transformation nach der t,-Zeit resultiert eine Serie von Einzelspektren, die in einem
weiteren Schritt erneut Fourier-transformiert werden und senkrecht zur Dimension w2
dargestellt werden kénnen. % 101

1.2.2.1 NOESY - Experiment

Das NOESY-Experiment (engl. Nuklear Overhauser Enhancement Spectroscopy,
NOESY) baut auf den Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen Kernen durch den Raum
auf, wodurch die Moglichkeit entsteht, strukturelle Informationen des zu untersuchenden
Molekiils zu erhalten. Die dipolare Kopplung ist dabei nicht nur vom Abstand beider
Spins zueinander abhangig, sondern auch von der Richtung, beziehungsweise dem
Winkel des Abstandsvektors zwischen den Spins in Bezug auf das statische Magnetfeld:
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D;s ~(3cos?6 — 1) [9]

Die Brownsche Molekularbewegung flhrt allerdings dazu, dass die dipolare
Wechselwirkung in isotropen Medien im Mittel Null ist, wodurch keine dipolaren
Kopplungen im  Spektrum beobachtet werden kénnen. Die Dipol-Dipol
Wechselwirkungen fiihren jedoch bei Besetzungsunterschieden der Kernniveaus zu
Kreuzrelaxationen zwischen den Kernen, welche zum Magnetisierungstransfer genutzt
werden koénnen. Die dipolare Wechselwirkung ist folglich abstandsabhangig mit »~¢ und
die Ubertragung der Magnetisierung auf einen oder mehrere Nachbarkerne durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkung wird als Kern-Overhauser-Effekt bezeichnet (engl. Nuclear-
Overhauser-Effect, NOE). Durch anhaltende Einstrahlung auf die Resonanz eines
Protons wird diese gesattigt und die Gleichgewichtspopulation des Kerns gestort. Die
Besetzungsverhaltnisse sind somit nicht mehr im Gleichgewicht und durch Spin-Gitter-
Relaxation wird nun der Gleichgewichtszustand Uber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
wieder versucht herzustellen. Damit sind nicht nur Einquantenubergange mdglich,
welche bei Relaxationsprozessen auftreten, sondern auch Doppel- und
Nullquantenibergange. Dadurch andern sich auch die Signalintensitaten von Kernen in
der Nachbarschaft. Diese Ubergange kdnnen nicht elektromagnetisch angeregt werden
und treten somit vorwiegend bei Dipol-Dipol-Relaxationen auf.® 100

a /\ b

Hv—Cv—Hv Hv Cy — Hy

HB—CB—HB a 1 i 1
t
N—CG—C H d, | t, ‘ T !

|
H cx H

i- 1

Abbildung 1.10 Schematische Darstellung des NOESY-Experiments. (a) Der Magnetisierungstransfer
verdeutlicht die Korrelation Uber den Raum eines Proteinriickgrats, wobei dieser zwischen allen
Wasserstoffatomen ausgetauscht wird. In Anlehnung an® (b) Vereinfachte NOESY-Pulssequenz. Wéhrend
der t1-Zeit entwickelt sich die transversale Magnetisierung, welche durch den zweiten 90° Puls auf die
z-Achse transferiert und in der Mischzeit auf andere Spins Ubertragen werden kann. Wahrend der
anschlieRenden Akquisitionszeit entwickelt sich die chemische Verschiebung. in Anlehnung ant'®

Gerade in der Proteinuntersuchung ist dieser Mechanismus von grof3er Bedeutung. Mit
dem entsprechenden NOESY-Experiment und mithilfe von molekulardynamischen
Simulationen ausgehend von NOESY-Daten kénnen Strukturen des zu untersuchenden
Molekiils berechnet werden. Grund hierfir ist, dass durch die Wechselwirkungen tber
das gesamte Proteinrlickgrat die einzelnen Verbindungen und somit intra- und
intermolekulare Abstandsinformationen erhalten werden.[104 Der
Magnetisierungstransfer, veranschaulicht in Abbildung 1.10 (a), verlauft Uber das
Ruckgrat und die Aminosaure-Seitenketten durch das vollstandige Proteingerust.
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Beim entsprechenden Experiment wird die ti-Zeit inkrementiert und eine verhaltnismafig
lange Mischzeit t (ca. 50-200 ms fur Peptide) eingebracht, damit die Korrelation
zwischen den Kernen erfolgen kann. Eine dabei auftretende restliche
Quermagnetisierung kann mit Gradienten zerstreut werden. In Abbildung 1.10 (b) ist
eine simple NOESY-Pulssequenz dargestellt. Nach einer kurzen Wartezeit d; erfolgt ein
90° Puls, welcher die Protonen vollstandig anregt. In der Evolution der ti-Zeit entwickelt
sich die Spin-Spin-Kopplung. In der darauffolgenden Mischzeit © korrelieren die Kerne
und es kommt zu einer dipolaren Kreuzrelaxation von in der Nahe liegenden Kernen
(~ 5 A). Zuletzt erfolgt der FID und somit die Detektion.['0%]

1.2.2.2 HSQC - Experiment

- y y - t;
T1 T1 H T2 T2
I E AVI\AA
i Entkopplung
S + - - ¥

Abbildung 1.11 HSQC-Pulssequenz fir heteronukleare Korrelationen. Die Gleichgewichtsmagnetisierung
wird von Spin | auf Spin S lbertragen, wobei sich diese wahrend der t1-Zeit entwickelt. Das darauffolgende
Spin-Echo wandelt die Anti-Phasen Signale in In-Phasen Signale um, sodass diese mittels einer Breitband-
Entkopplung (Spins S) detektiert werden kénnen. In Anlehnung an!'®

Das HSQC-Experiment (engl. Heteronuclear Single Quantum Correlation, HSQC) wird
genutzt, um die Magnetisierungsiibertragung (ber einzelne Bindungen ('J-Kopplung)
zwischen Protonen und "*C- oder '*N-Kernen zu detektieren. Somit kann dies vor allem
fur die Zuordnung eines Proteinriickgrates in der Protein-NMR verwendet werden. Die
Gleichgewichtsmagnetisierung wird hierbei von Spin | (Wasserstoff) auf den zweiten
Spin S (C oder 'SN) Ubertragen (sogenannter INEPT (engl. Insensitive Nuclei
Enhancement by Polarization Transfer) Koharenztransfer mittels Anti-phase). Die
chemische Verschiebung des Spins S wird wahrend der ti-Zeit entwickelt und die
Kopplung kann durch einen 180° Puls auf Spin | refokussiert werden. Durch die reverse
INEPT-Sequenz erfolgt somit der Rucktransfer auf das Proton. Wahrend der Aufnahme
des FIDs wird in der Regel eine Breitband Entkopplung des Spins S durchgeflihrt
(Abbildung 1.11).

1.2.2.3 TOCSY - Experiment

Das TOCSY-Experiment (engl. Total Correlation Spectroscopy, TOCSY) ist ein
homonukleares Experiment, wobei der Transfer Uber skalare Kopplungen zwischen
benachbarten Kernen erfolgt. Dabei werden Korrelationen durch das Spinsystem
ermoglicht. Essenziell hierfur ist das isotrope Mischen t,,;,, auch ,Spin-Locking®
genannt, wodurch die z-Magnetisierung von einem Spin auf den nachsten Ubertragen
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wird.l"% Veranschaulicht ist dies in Abbildung 1.12. Wahrend des Spin-Lockings
werden die Kerne durch einen andauernden Puls auf einer Achse fixiert, wodurch die
chemischen Verschiebungsdifferenzen klein werden. Dadurch kdnnen sich die
Spinzustande mischen und die Magnetisierung auf alle anderen Protonen innerhalb
eines Spinsystems (ibertragen werden.[*®

t
_
Tix

Abbildung 1.12 TOCSY-Pulssequenz mit initialem 90°-Puls, welcher die Magnetisierung auf die z-Achse
dreht, gefolgt von einem Spin-Locking (tmix), in welchem die Magnetisierung zwischen den Kernen der
Spinsysteme Ubertragen wird. In Anlehnung an('o

1.2.2.4 Dreidimensionale Triple-Resonanz Experimente

Dreidimensionale Triple-Resonanz NMR-Experimente werden verwendet, um vor allem
von gréfReren Proteinen (> 10 kDa) die Resonanzen des vollstadndigen Proteinrtickgrats
bestimmen zu konnen. Bei kleinen Proteinen reichen zumeist TOCSY-, HSQC- und
NOESY-Spektren aus, allerdings kommt es mit zunehmender Groflie des Molekiils zu
starken  Signallberlagerungen.l'® In  Triple-Resonanz-Experimenten  werden
Magnetisierungen in der Regel ausgehend von Amidprotonen Uber das gesamte
Ruckgrat, folglich Uber Wasserstoff-, Stickstoff- und Kohlenstoffatome, Ubertragen.
Somit basieren dreidimensionale Experimente auf zweidimensionalen Experimenten
(x, y-Ebene), mit dem Unterschied, dass eine dritte Dimension (z-Ebene) hinzukommt,
welche die Zuordnung der Resonanzen vereinfacht. Voraussetzung hierfur ist die
Isotopenmarkierung der Molekiile, damit die Anregung und Ubertragung ausreichend
Signal liefern, da die natirliche Haufigkeit von '*C-Kohlenstoff mit 1,07 % und 'N-
Stickstoff mit 0,37 % nicht ausreicht.[°®!

Vier der bekanntesten Pulssequenzen sind im Folgenden kurz erlautert und der
resultierende Magnetisierungstransfer kann Abbildung 1.13 enthommen werden. Im
HNCAU"%! wird die Magnetisierung vom Amidproton auf den Stickstoff Gbertragen, dann
mittels J-Kopplung zwischen den >N und *Ca. weiter geleitet und schlussendlich auf
den Stickstoff und das Amidproton zuriick transferiert. Im Spektrum ("°N-'H Dimension)
sind dadurch jeweils das eigene Ca und das des Vorgangers (i-1) zu sehen.

Die Magnetisierung beim HN(CO)CA!'%"! wird ausgehend vom Amidproton auf den
Stickstoff und weiter auf das Carbonyl Ubertragen. Hiervon wird die Magnetisierung
weiter auf das Ca transferiert und anschlieRend wieder rickwarts auf das Amidproton.
Die chemischen Verschiebungen von '"HN, "NH und *Ca werden entwickelt, aber nicht
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die des Carbonyls. Im Spektrum ("*N-'H Dimension) ist somit das '*Ca des vorherigen
(i-1) Restes zu sehen.

Das HNCACB!'%! transferiert die Magnetisierung ausgehend vom 'Ho und 'HB zu den
entsprechenden *Ca. und "*CB. Des Weiteren wird vom *Cp die Magnetisierung direkt
auf das Ca Ubertragen, von wo diese weiter auf das '>N" und folglich auf das 'HN
gelangt und detektiert wird. Im Spektrum werden so auf einer ®N-'H Frequenz vier '*C

Peaks sichtbar. Das "*Ca und '*CpB des eigenen Restes, sowie *Ca-1 und "*CB-1 des
Vorgangers.

Die Magnetisierung des HN(CO)CACB!"% wird entsprechend dem HNCACB vom 'Ha
und "HB auf ®Ca und "*Cp Ubertragen und anschlieRend vom "*Cp auf das "*Ca. Von
hier wird allerdings die Magnetisierung auf das Carbonyl (**CO) transferiert, wobei diese
weiter auf das "°N" gelangt und anschlieBend beim 'HN detektiert wird. Im Spektrum sind
somit in der "®N-'H Dimension das "*Ca-1 und "*CB-1 des Vorgéngers zu sehen.

HNCA HN(CO)CA
Hy — Cy —Hy  Hy — Cy — Hy Hy —Cy —Hy  Hy —Cy — Hy
HB —CB—HB  HB — CB— HB HB —CB—HB HB—CB—HB

i
—e—c— ‘ S5 —p o
T ﬁ\"b I T ST

H Ha o] H Ha (0] Ha (0]
i-1 i-1
HNCACB HN(CO)CACB

Hy Hy — Cy — Hy Hy Cy Hy

HB

Abbildung 1.13 Dreidimensionale NMR-Experimente. Dargestellt sind die vier klassischen Experimente
HNCA, HN(CO)CA, HNCACB und HN(CO)CACB, welche haufig fir Strukturbestimmungen verwendet
werden. Gezeigt ist der entsprechende Magnetisierungstransfer (schwarze Pfeile) zwischen den Atomen
der Seitenketten der zu betrachtenden Aminosaure i (griin) und der vorhergehenden Aminosaure i-1 (blau).
Die im Spektrum in der '®N-'H Dimension sichtbaren '3C-Reste sind rot markiert. In Anlehnung anf'®3!
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1.2.3 Sekundarstrukturbestimmung von Proteinen

1.2.3.1 Sekundare chemische Verschiebung

Die chemischen Verschiebungen stellen reproduzierbare Parameter dar, welche durch
verschiedene &ulere Einflisse beeintrachtigt werden koénnen.'"® Nicht nur die
Umgebung der Molekiile, sondern auch die Temperatur oder der pH-Wert kénnen die
chemische Verschiebung verandern.'"1'31 Durch diese Abhangigkeit von der
Umgebung flr einen bestimmten Kern kénnen die chemischen Verschiebungen ideal flr
die Zuordnung einer Proteinstruktur verwendet werden.['"! In Fliissigkeiten tritt zumeist
die isotrope Verschiebung auf, da aufgrund der Molekilbewegung die Proteine eine
zeitabhangige Bewegung vollfiihren. Diamagnetische Materialien, wie zum Beispiel 'H,
3C oder N markierte Proben, zeigen eine Verschiebung aufgrund der Ladung der
Kerne. Anisotrope Verschiebungen treten in Festkérpern auf, welche im nachfolgenden
Kapitel 1.2.4 naher betrachtet werden.["'4

— /\/\/\/\\/\/\

CSlI
B-Faltblatt

a-Helix

Aminosaurereste

Abbildung 1.14 Modellhafte Darstellung der sekundaren chemischen Verschiebung. Die x-Achse
reprasentiert die einzelnen Aminosaurereste eines Proteinrickgrats. Die y-Achse zeigt den entsprechenden
chemischen Verschiebungsindex (CSl), welcher Aussagen uber die Sekundarstruktur liefert.

Die Sekundarstruktur eines Proteins lasst sich in drei Hauptkonformationen unterteilen:
a-Helix, pB-Faltblatt und Random Coil. Eine «-Helix definiert sich durch 3,6
Aminoséaureseitenketten pro Windung mit definierten Léangen von 5,4 A. Die Helix
Struktur wird dabei durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert, welche zwischen
dem Carbonyl-Sauerstoff der n-ten Aminosaure und dem Amidproton (NH) der n+4 ten
Aminosaure ausgebildet werden. Das pB-Faltblatt zeigt eine ziehharmonikadhnliche
Struktur, bedingt durch die Verknipfung der Seitenketten. Entlang des
Polypeptidriickgrats werden Wasserstoffbriickenbindungen im Abstand von 1,8 A
ausgebildet, welche der Struktur Stabilitat verleihen. Random Coil Strukturen weisen im
Gegensatz zur a-Helix und dem p-Faltblatt eine ungeordnete Struktur auf.”! Jede dieser
Strukturen zeigen in der NMR charakteristische chemische Verschiebungsanderungen
und erméglichen dadurch strukturelle Bestimmungen. Anwendung finden hier fir kleine
Proteine (< 70 Aminosauren) und Peptide zumeist das 'H-'H-TOCSY-, 'H-"SN/'*C-
HSQC- und "H-"H-NOESY-Spektrum. Nach erfolgter Zuordnung der Atome im Spektrum
kénnen bekannte Random Coil Werte von den erhaltenen chemischen Verschiebungen
abgezogen werden, wie aus der untenstehenden Gleichung zu entnehmen ist.[''4 1191
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Ad = 5obs - 5rc [10]

Damit ergeben sich aus den sekundaren chemischen Verschiebungen (engl. Secondary
Chemical Shiff, SCS) Informationen Uber die Sekundarstruktur eines Proteins.
Graphische Darstellungen der chemischen Verschiebungen nach dem chemischen
Verschiebungsindex (engl. Chemical Shift Index, CSl) ergeben ein Muster entsprechend
der Struktur des Proteins. So weisen negative Ha-Werte auf eine a-helikale Struktur und
positive auf ein B-Faltblatt hin. Dies gilt in umgekehrter Weise auch flr den Kohlenstoff
Ca.

Zur Quantifizierung einer Strukturanderung in einem Protein, zum Beispiel durch
Ligandenbindung, kann zudem die sogenannte Stérung der chemischen Verschiebung
(engl. Chemical Shift Perturbation, CSP) ermittelt werden. Dabei werden die chemischen
Verschiebungen der 'H- sowie '°N- oder '*C-Kerne aus mehreren gemessenen Spektren
in Abhangigkeit von der Zeit oder der Ligandenkonzentration voneinander subtrahiert
und nach folgender Formel berechnet:

85 = |82+ (Sy * A)? [11]

A stellt einen Faktor dar, welcher die Unterschiede der gyromagnetischen Verhaltnisse
der Kerne ausgleichen soll und hier mit 0,1 gewichtet wird.[''6. 117]

1.2.4 Dipolare Restkopplung

Der Kern-Overhauser-Effekt sowie die 3J-Kopplungskonstante ermdglichen die
Ermittlung struktureller und konformationelle Aussagen Uber ein Molekul. Allerdings
liefern diese Methoden keine Informationen Uber die relative Orientierung der einzelnen
Atome zueinander. Basierend auf der dipolaren Kopplung D, ¢, von welcher ebenfalls der
NOE abhangt (vergleiche Kapitel 1.2.2.1), kdnnen solche Orientierungen mittels
sogenannter dipolarer Restkopplung, kurz RDC (engl. Residual Dipolar Coupling),
zuganglich gemacht werden.l'""® Hierbei handelt es sich um direkte Spin-Spin-
Wechselwirkungen, die vom Winkel 8 zwischen den Kernen (hier | und S), sowie dem
Winkel zwischen dem Verbindungsvektor r;3 und dem angelegten Magnetfeld B,
abhangen und nicht nur vom Abstand r, wie es beim NOE der Fall ist:!'"® 120]

Dys = [12]

UoV1Vsh [3cos?6 — 1
(2mr)3 2

Uo ist hierbei die Vakuum-Permeabilitat, y das gyromagnetische Verhaltnis der Kerne
und h die Planksche Konstante. Im Festkorper ergeben sich grofRe dipolare Kopplungen,

23



1 Einleitung

welche durch die unterschiedlichen Ausrichtungen der Molekile zu einer extremem
Linienverbreiterung in Festkorperspektren fihren (sogenannte Pulverspektren).
Dagegen mitteln die hohen Geschwindigkeiten der Brownschen Molekularbewegungen,
die zu unterschiedlichen Orientierungen der Kernspins im Raum fiihren, in isotropen
Medien die dipolaren Wechselwirkungen zu Null. Die dipolare Restkopplung kann
folglich in sogenannten Alignmentmedien gemessen werden, welche Molekule in Lésung
in eine partielle Ausrichtung zwingen und dabei kleinere dipolare Kopplungen als in den
Festkorpern erzeugt werden.'?"! Verwirklicht wird dies mit Hilfe von organischen
Flussigkristallen('?2,  Pf1  Phagenl('? 124 orientierten Bizellen!'>>'2"1  oder auch
gestreckten Polymergelen!'?8 129 g|s Alignmentmedien. Dabei kann in Abhangigkeit des
Ausmalies der Richtung die restliche dipolare Kopplung gemessen werden. Eine
Kombination von dipolar gekoppelten Spinpaaren erzeugt eine eindeutige Orientierung
dieser zueinander. Daraus lassen sich unter anderem die raumliche Anordnung und
Konformation eines Moleklils ableiten.

Isotrop *N-HSQC-IPAP 15N-HSQC-IPAP Anisotrop
Isotrop Anisotrop
) ©
= [N UNH £1DNH B,
OM
s’
S A Py '//
, 1JNH 1JNH +1DNH 5 Ix /s
_ 0 %
0- E
. 1JNH & f/‘ I 1JNH +1DNH
(O z
H [ppm]

Dis~(3 cos?6 — 1)

Abbildung 1.15 Ermittlung von dipolaren Restkopplungen anhand isotroper und anisotroper Proben. Die
resultierenden totalen Kopplungen 'JNH+1DN" sind in der anisotropen Probe dargestellt, wobei die dipolaren
Restkopplungen positive oder negative Werte annehmen kénnen. Zusatzlich ist die Winkelabhangigkeit der
Kernspins zum Magnetfeld veranschaulicht. In Anlehnung anl’3

Hierfir werden Messungen sowohl in isotroper als auch in anisotroper Umgebung
durchgefiihrt (Abbildung 1.15). Aus den isotropen Spekiren werden die skalaren
Kopplungen ] erhalten und aus den anisotropen die totale Kopplung T. Aus diesen
beiden Werten wird die dipolare Restkopplung berechnet, welche sowohl positive als
auch negative Werte annehmen kann:

D=T-] [13]

Aus diesen kann der sogenannte Alignmenttensor bestimmt werden und damit die
Ausrichtung des Molekiils im zeitlichen Mittel.['®]

Die Analyse der RDCs kann anschlie3end mittels eines Programmes, wie beispielsweise
PALES (engl. Prediction of AlignmEnt from Structure) von M. Zweckstetter!'3"], erfolgen.
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Zur Validierung der ermittelten RDCs werden dabei zusatzlich theoretische, aus der 3D-
Struktur des Molekils berechnete RDCs herangezogen und mit den experimentellen
Daten verglichen. Die daraus erhaltenen Glitefaktoren wie der Q-Faktor (Saupe) und der
R-Korrelationsfaktor (Pearson’s Linearkorrelations Koeffizient) geben Riickschlisse auf
die Qualitat der ermittelten Daten.!132 13

1.2.5 Proteindynamik Ermittlung mittels Wasserstoff-
Deuterium-Austausch-Messungen

Mobilitat, Flexibilitat und damit die Dynamik eines Proteins sind zeitabhangige
Mechanismen. Das Brechen von Wasserstoffbricken, Rotationen sowie translationale
Diffusionen liegen im 1-10 ps Bereich. Relaxationen in Wasser liegen bei 10-100 ps und
Fluktuationen von Seitenketten bei 10-100 ns. GroRere Proteinbewegungen und
konformationelle Ubergénge liegen zwischen 10-100 ns bis hin zu wenigen ms.['34-136]
Die Mdglichkeit, den Austausch von zumeist gut zuganglichen Amidprotonen zu
ermitteln (ms-h)l"37- 1381 eroffnet die Chance, diesen als gut messbaren Parameter als
MaR der Dynamik eines Proteins zu nutzen.!"3"

Mittels dem Wasserstoff-Deuterium-Austausch (engl. Hydrogen-Deuterium eXchange,
HDX) ist dies seit Ende der 80iger Jahre des letzten Jahrhunderts!'4% 141! gine etablierte
Methode, welcher auch anhand von Massenspektrometrie messbar ist.['4?]
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Abbildung 1.16 Schematische Darstellung des Wasserstoff-Deuterium-Austauschs, bei welchem die frei
zuganglichen Amidprotonen gegen Deuteriumionen ausgetauscht werden kénnen. Aus den abnehmenden
Peak-Volumina uber die Zeit werden die Austauschraten kex ermittelt, welche als Maf fir die Flexibilitat
eines Proteins gewertet werden kdnnen.

Beim Wasserstoff-Deuterium-Austausch werden die Amidprotonen durch die im
Losemittel enthaltenen Deuteriumionen ausgetauscht. Dies gleicht einer Austausch-
Rate pseudo-erster-Ordnung, wobei leicht zugangliche Amid-Wasserstoffe, wie solche
an den C- oder N-Termini, schneller ausgetauscht werden koénnen als sterisch
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gehinderte Wasserstoffe oder solche, die Wasserstoffbriicken ausbilden. Die daraus
ermittelte Austauschrate gibt Ruckschlisse auf die Zuganglichkeit und somit die
Dynamik eines Proteins. Abbildung 1.16 veranschaulicht dieses Prinzip und zeigt eine
schematische Abnahme der Volumenintensitaten eines Aminosaurerestes und dessen
exponentielle Abnahme mit der Zeit. Je schneller ein Wasserstoffatom im
Proteinrickgrat austauscht, desto grof3er ist die Wahrscheinlichkeit fur eine gesteigerte
Dynamik in diesem Bereich und umgekehrt. Aus den ermittelten Austauschkonstanten
kex kann somit die Flexibilitdt eines Proteins grafisch abgebildet werden.

1.2.6 Strukturberechnung

a-Helix 340-Helix B-Faltblatt Turn |

dan (1i%1) I N

dy (ii+1) — — _ —

dan (,1+3) —_ _—— E—

A (i+3) | o | _———

dan (bi+4) | _———

din (1,i+2) —— el _—

o (1,i+2) e -

i i+3
CLz Agi#3), CHip.vvonomorvrs Cle CH,

N — C|u —cl—N c— N—Ca—C' — N— cla —C—N —Ca—C
IL . Hlu\du Ho O H Ha O I!i chx <|l H Ha O
“\m__/‘ Ay (iyi+2) anii+2) Ad(ii+3) don(ii+4)

Abbildung 1.17 Charakteristische NOEs der Sekundarstrukturverschiebung. Die Balkenstarke reprasentiert
die Peakintensitat des zugehdrigen Spektrums. Zudem sind die messbaren Abstinde (bis ~5 A im NOESY)

zwischen den einzelnen Aminosaureseitenketten in einem Peptidrickgrat farblich hervorgehoben. In
Anlehnung anl'#

Seit Ende des letzten Jahrhunderts existieren verschiedene Programme zur
automatisierten  Zuordnung und  Strukturberechnung von Molekilen, wie
CANDID/CYANA"4  oder AUTOSTRUCTURE!'#®.  Ausgehend von intra- und
intermolekularen Abstanden einzelner Atome in einem Molekul kann mit dem Python-
basierten Programm ARIA2'“®! (engl. Ambigious Restraints for Iterative Assignment),
ausgehend von NOESY Spektren, eine Strukturermittlung ermdglicht werden. ARIA2
verwendet hierbei ein iteratives Protokoll und besitzt die Moglichkeit durch das Konzept
der ,mehrdeutigen Abstandsbeschrankung® (engl. Ambiguous Distance Restraints,
ADRI"*"]) NOE-Peaks automatisch sowie mehrfach bei Uberlagerung zuzuordnen. Die
Abstande zwischen einzelnen Atomen in einem Proteinrtickgrat sind abhangig von der
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Sekundarstruktur. Hierbei gibt es unterschiedliche charakteristische
Abstandsinformationen. Bei einer a-Helix sind vor allem Korrelationen zwischen Ha und
Amidproton (don (i,i+4)), Ha und HpB (deg (i,i+3)), Ho und Amidproton (don (i,i+3)) sowie
den Amidprotonen (dwn (i,i+2)) zu nennen. Dies wird in einem p-Faltblatt nicht
beobachtet, wodurch aus charakteristischen NOEs und den bekannten chemischen
Verschiebungen Rickschlisse auf die Sekundarstrukturen gezogen werden kénnen
(Abbildung 1.17).

Die NOE-Kreuzpeaks werden von ARIA2 nun mit einer Liste von chemischen
Verschiebungen abgeglichen. In dieser Arbeit wurden die einzelnen Zuordnungen
manuell getatigt, doch ARIAZ2 bietet auch die Moglichkeit der automatisierten Zuordnung
an. Die Abstandsrestriktionen werden aus den jeweiligen Peak-Volumina generiert,
indem mit Hilfe einer Naherung fir isolierte Spinpaare die Volumina mit dem

Zusammenhang rie des Abstandes in Distanzen umgerechnet werden. Nicht-eindeutige

Zuordnungen werden hierbei in ADRs umgewandelt. ARIA2 errechnet aus den so
erstellten zugeordneten Distanzen ein anféngliches Ensemble an Strukturen
(Strukturbiindel) und vergleicht in einem zweiten Schritt, wie gut die experimentellen
Distanzen mit diesem Strukturblndel Ubereinstimmen. Daraus ergibt sich eine
verbesserte Zuordnungsliste, welche in der nachsten Iteration fir eine erneute
Strukturrechnung genutzt wird. Die Strukturen der berechneten Bindel werden in
Hinblick auf die niedrigste totale Energie geordnet und dienen als Ausgangsstrukturen
fur die nachfolgende Rechnung. Dieser Schritt wird insgesamt noch weitere siebenmal
wiederholt.

Aus dem Programm CCPN!"#8! (engl. Collaborative Computing Project for NMR) kénnen
die Informationen der ausgewerteten Spektren direkt in ARIA2 Ubertragen werden.
Zusatzlich kdnnen mit TALOS+ (engl. Torsion Angle Likeliness Obtained from Shift and
Sequence Similarity) die Torsionswinkel zwischen den einzelnen Atomen des
Proteinriickgrats abgeschatzt werden, wobei TALOS+ auf eine Datenbank mit Gber 200
Proteinen sowie auf ein kinstliches neuronales Netzwerk mit einer
Vorhersagewahrscheinlichkeit von 88,0 % + 2,5 % zurlickgreift.['4]
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1.3 Zellfreie Proteinexpression

DNA

Energie Lieferanten
Aminosauren o
Nukleotide
Kofaktoren  Ho

Salze NH,
N
- ® 0

R

Zell Extrakt aus
z.B. E.coli

Transkription und
Translation

Abbildung 1.18 Graphische Darstellung der zellfreien Proteinexpression. Bendtigt werden die drei Haupt-
komponenten: Zellextrakte, Plasmid-DNA und Energielieferanten; sowie zuséatzlich Aminoséuren,
Nukleotide, Kofaktoren, Salze und weitere Komponenten zur Expression. Die Transkription und Translation
laufen dabei parallel ab. In Anlehnung ant's

Die zellfreie Proteinexpression hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer etablierten
Methode entwickelt, nachdem sie 1961 durch die Arbeit von M.W. Nirenberg und
J. H. Matthaei erstmals ihren Durchbruch in der in-vitro-Translation erlangte.'s"! Sie
bietet einige Vorteile gegenuber der klassischen rekombinanten Expression, wie eine
deutlich schnellere Expression von zwei versus flinf Tagen bis zum vollstandig
aufgereinigten Protein, das einfache Einbringen von nicht proteinogenen und gelabelten
Aminosauren oder sogar das Herstellen Zell-toxischer Proteine.['®21%5 Des Weiteren
bietet das System optimale Bedingungen fiir Screening-Assays!’®®, da im kleinen
Mafstab von wenigen Mikrolitern gearbeitet werden kann, wodurch Material und Kosten
gespart werden. Durch die fehlenden Zellwande ist zudem die chemische Umgebung
direkt beeinflussbar und einzelne Konzentrationen, wie exemplarisch die der
zugefihrten Salze, sind einfach zu kontrollieren. Zudem ist es mdéglich dem System
Metallionen oder Kofaktoren zuzufiigen, wodurch sich die Methodik hervorragend fir
schwierig zu exprimierende Systeme wie Membranproteine eignet.['%7-159

Das in-vitro System besteht aus vielen einzelnen Komponenten, wobei diese wiederum
in drei Hauptkomponenten, Zellextrakte, Plasmid-DNA sowie Energielieferanten,
unterschieden werden kdnnen. Die Zellextrakte sind hierbei ein zentraler Bestandteil.
Diese kdnnen aus verschiedenen Organismen wie dem Bakterium Escherichia coli aber
auch aus Weizenkeimen!'® 161 Kaninchenretikulozyten!'®?l oder Insektenzellen('®!
gewonnen werden. Die enthaltenen Bestandteile wie Ribosomen, biologisch aktive
Organellen oder Membranteile werden fir die Proteinsynthese bendtigt. Dadurch
kénnen Transkription und Translation miteinander gekoppelt ablaufen, wobei als
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Template fiir die Expressionen zirkuléare oder lineare Plasmidvektoren!'®4 dienen. Die
Translation stellt einen energetisch aufwendigen Prozess dar, bei dem ATP in einem
hohen Mal} verbraucht wird. Zur Regenerierung werden der zellfreien Proteinexpression
Energielieferanten wie Phosphatverbindungen (Bsp. Phosphoenolpyruvat) und Kinasen
(Bsp. Pyruvatkinase) beigesetzt, doch auch andere Regenerationssysteme sind
moglich.[®% Zusatzlich werden Enzyme und Substrate zugegeben, da die Extrakte
ebenfalls ATP hydrolysieren. Des Weiteren spielen Salze wie Kalium und Magnesium[¢®]
eine entscheidende Rolle, da die meisten Enzyme nur in der Lage sind Komplexe aus
Nukleotid und Magnesiumionen zu erkennen. Somit sind die Zellextrakte, die DNA und
die Energielieferanten essenziell fur die zellfreie Proteinexpression.

Weiterhin werden fir die Transkription RNA-Polymerase sowie Nukleotide bendtigt. Zum
Bau des Proteingeristes mussen auflerdem Aminosauren zur Verfugung gestellt
werden. Aminoacyl-tRNAs stellen die Substrate der Proteinsynthese dar, wobei das
Ganze durch einen Puffer im Gleichgewicht gehalten wird. Die in den Extrakten
enthaltene Glutaminsaure kann sehr schnell zu Glutamat oder auch dem zelltoxischen
Ammoniak abgebaut werden, weshalb zusatzlich Kalium- und Ammoniumacetate als
Energiequelle zugegeben werden.['%: 1671 Zyr Stabilisierung des Systems werden neben
dem Puffer auch Polyethylenglycol (PEG) und RNase-Inhibitoren integriert. PEG wird
zur Simulierung der Dichte der Biomolekdile in-vitro verwendet!'®® und Folsaure dient als
wichtiger Lieferant fir Methylgruppen und ist an der Herstellung von Purin-Basen sowie
der DNA-Replikation beteiligt.l'®®! Zur Unterdriickung der Ausbildung von Disulfidbriicken
kann Dithiotreitol'"® verwendet werden und Natriumazid sollte zur Verhinderung des
Wachstums von Mikroorganismen hinzugefiigt werden.

Das System kann somit individuell fir das zu exprimierende Protein variiert und optimiert
werden. Als Reaktionsformate sind zwei Hauptaufbauten gegeben: das Batch-Verfahren
sowie der kontinuierliche Austausch (engl. Continous Exchange Cell Free, CECF). Ein
schematischer Aufbau ist Abbildung 1.19 zu entnehmen. Beim Batch-Verfahren werden
alle bendtigten Komponenten zusammen in ein Gefald gegeben. Dies wird gerne fur
Screenings verwendet, da hier in einem sehr geringen yL Malstab gearbeitet werden
kann. Die Expressionen laufen zwischen 1-8 h mit Ausbeuten im niedrigen mg/mL
Bereich ab,['"" haben allerdings den Nachteil, dass es zur Bildung von toxischen
Nebenprodukten kommen kann, welche die Reaktion beeintrachtigen kénnen.['5” 172
Eine Weiterentwicklung gab es durch die Vergrélierung der Kontaktoberflache zwischen
der Reaktionslésung und der Oberflache des Reaktionsgefalies. Dies ist mit dem CECF-
Verfahren durch die Abtrennung mittels einer Dialyse Membran gegeben. Hierbei sind
der sogenannte Reaktionsmix (engl. Reaction Mix, RM) und die N&hrldsung (engl.
Feeding Mix, FM) durch eine semipermeable Membran voneinander getrennt.['”3 174 Die
Nahrldésung beinhaltet alle fir die Synthese benétigten Substanzen, welche wahrend der
Expression verbraucht werden. Durch die Membran besteht die Moglichkeit in das
Innere, zur Reaktionslésung, zu gelangen und den kontinuierlichen Fortlauf der
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Synthese zu gewahrleisten. Gleichzeitig besteht die Moglichkeit, dass toxische
Nebenprodukte aus dem Reaktionsgemisch diffundieren. Die Reaktionslésung
beinhaltet die Zellextrakte, wodurch in diesem Bereich das Protein synthetisiert wird. Im
Vergleich zum Batch-Verfahren kénnen hier bis zu zehnfach héhere Proteinausbeuten
erzielt werden.['75 1761

Kontinuierlicher Balch leratien
Austausch

Nahrlésung
(FM)

/ Reaktionslésung
(RM)

Dialyse
Membran

E

Transkription und
Translation

Préazipitat-basiert Lipid-basiert

P-CF -
N Detergens-basie

/ !{ D-CF R

> .
. ~ °
“f S, 2929,

Abbildung 1.19 Vergleich zwischen kontinuierlichem Austausch und dem Batch-Verfahren, sowie den
unterschiedlichen Expressions-Modi. GroRer Vorteil beim kontinuierlichen Austausch ist die Unterteilung in
zwei Kompartimente. Dadurch erfolgt ein optimierter Austausch zwischen der Nahrlésung und der
Reaktionslésung. Die Batch-Verfahren sind gut geeignet fir Screening-Anwendungen im niedrigen pL
Bereich. Bei der Expression kann zudem zwischen Prazipitat-basierter, Detergens-basierter oder Lipid-
basierter Methode unterschieden werden. In Anlehnung an 158

Neben der Auswahl des passenden Expressionssystems ist die Wahl des
Reaktionsmodus ein entscheidender Faktor der zellfreien Membranproteinexpression.
Es kann dabei zwischen drei Modi unterschieden werden, wie in Abbildung 1.19
dargestellt ist. Die Prazipitat-basierte Methode verzichtet auf die Zugabe von
hydrophoben Umgebungen, wodurch es im Anschluss der Translation zur Bildung von
Prazipitaten kommt. Diese koénnen dann gewaschen und nach Bedarf in
unterschiedlichen Reagenzien geldst werden. Die Detergenzien-basierte Methode
verhindert eine Prazipitation, indem direkt ein gewilnschtes Detergens in den
Reaktionsmix zugeflgt wird. Dabei wird wahrend der Expression das hydrophobe
Membranprotein in das Detergens eingebaut, wodurch zudem die sterisch korrekte
Faltung des Proteins unterstutzt wird. Die dritte Variante beruht auf der Verwendung von
Lipiden. Hier wird ebenfalls das gewlinschte Lipid direkt in die Reaktionslésung
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eingefiigt. Dieser Modus ist vor allem flir Membranproteine gerne gesehen, da sie die
realen Umgebungen der Proteine am besten widerspiegeln.['57 158 177-179]

1.4 UV-Vis-Spektroskopie

Die UV-Vis-Spektroskopie stellt eine gangige Methode der
Konzentrationsbestimmungen von Proteinen dar, bei welcher Licht einer bestimmten
Wellenlange (elektromagnetisches Spektrum von etwa 200 nm bis 800 nm) auf eine
Probe eingestrahlt und durch diese absorbiert wird. Das austretende Licht, genauer die
Extinktion von sichtbarem Licht, wird von einem Detektor empfangen und ausgewertet.
Dabei gilt das Lambert-Beer‘sche-Gesetz fur die Extinktion E;, sprich die Absorbanz der
Probe fur Licht einer bestimmten Wellenlange:

1
E, =logqo (70> =¢c-c-d [14]

d [cm] ist dabei die Schichtdicke des durchstrahlten Korpers, ¢ stellt den
Extinktionskoeffizenten dar, welcher eine wellenlangenabhangige Stoffkonstante ist
[M'em™] und ¢ steht flr die Konzentration der Probe [mol L']. Die Messmethode weist
einige limitierende Faktoren in der Genauigkeit der Analyse auf. Streulicht (engl. stray
light), welches durch nicht perfekte Wellenlangenselektoren hindurchgelassen werden
kann, stellt dabei einen stérenden Faktor dar, welcher zu Messfehlern fihrt. Auch
Lichtstreuung (engl. light scattering) kann durch suspendierende Feststoffe in fliissigen
Proben verursacht werden. Diese kdnnen durch Kontaminationen oder Aggregationen
auftreten und ebenfalls Messungenauigkeiten verursachen. Die Ausbildung von
Blaschen in den Proben fiuhrt zu Streuung und nicht reproduzierbaren Ergebnissen.
Nichtsdestotrotz bietet die UV-Vis-Absorption grof3e Vorteile als Analysemethode wie
die schnelle Anwendung, das einfache Prozessieren und die Moglichkeit des
Wiederverwendens der Proben. Infolgedessen hat sich diese Methode in der
wissenschaftlichen Praxis etabliert.!'8% 18]
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1.5 Proteolytische Untersuchungsmethoden

Der Mechanismus der Interaktion von Substrat und Prasenilin ist wie bereits erldutert
nicht vollstandig geklart. Umso wichtiger ist es daher, den Proteolyse-Vorgang der
Substrate nachvollziehen zu kénnen. Neben den klassischen molekularbiologischen
Verfahren wie Gelelektrophorese (SDS-PAGE, engl. Sodium Dodecyl Sulfate-
PolyAcrylamid Gel Electrophoresis) und Immunoblotting (Western Blot Analyse) kdnnen
auch die NMR wund andere spektroskopische Methoden, wie zum Beispiel
Fluoreszenzpolarisation zur Analyse von molekularen Anderungen eines Proteins
herangezogen werden. Im Folgenden soll daher ein kurzer Uberblick (ber die
Funktionsweise sowie die Anwendung in der vorliegenden Arbeit gegeben werden.

1.5.1 Nachweis uber Immunoblotting

C99-Fragment

V4 % AICD
+ ‘;
A 2

SDS-PAGE & Western-Blot-Analyse [HrP jCECLD

= 9 Sekundar-!
f antikérper
{ 4
Y
B UN
(%
L M\,

kDa PSH C99 Proteolyse
N
=AICD/FLAG-Tag 35
— [ —]
Primar-
~an
— —

= FLAG-Tag 25
antikorper
AlCD 4
—
10

Schema 1 Aligemeiner Ablauf des Proteolyse-Assays mit anschlieRender Immundetektion. Das Substrat
C99 (blaue Helix) ist mit einem C-terminalen FLAG-Tag und der AICD-Sequenz (griin) versehen; PSH (grau)
entsprechend mit einem C-terminalen FLAG-Tag (ocker). Nach elektrophoretischer Auftrennung (SDS-
PAGE) erfolgt die Immunoblot-Analyse mittels Chemilumineszenz (ECL-Substrat), wobei entweder die AICD
des APP oder der FLAG-Tag detektiert wird. Die Zweitantikdrper sind dabei HRP konjugiert.

Immunoblot
Chemilumineszenz

Substrat

Beim Immunoblotting, hier speziell die Western Blot Analyse, welche erstmals als
Proteinnachweis im Jahre 1979!'8] von H. Towbin eingefiihrt wurde, werden die zuvor
elektrophoretisch nach dem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine auf eine Membran
ubertragen und anschlieBend je nach Sequenz/ Tag beziehungsweise Antigenen mit
einem entsprechenden Antikorper (AK) sichtbar gemacht.? 91 VVorteil bei dieser Art der
Immundetektion ist die hohe Empfindlichkeit und die breite Palette an photostabilen
Fluorophoren, die zur Detektion der Antikorper verwendet werden. Je nach
Detektionsmethode kénnen Konzentrationen im piko- bis femtomol!'83 Bereich detektiert
werden. Neben kolorimetrischer Detektion (zum Beispiel mit dem Enzym Alkalische
Phosphatase in Verbindung mit Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) und Fluoreszenz-
Detektion (wie Alexa Fluor oder Cyanine Dye) wird gerne auf das Luminol basierte
Chemilumineszenz-Verfahren zuriickgegriffen.l'8¥ Hierbei wird in Gegenwart von HRP
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(Meerrettichperoxidase, engl. HorseRadish Peroxidase) sowie einem Peroxidpuffer
Luminol oxidiert, welches ein Produkt in einem angeregten Zustand ausbildet und beim
Zerfall folglich Licht emittiert.['84]

Zur Veranschaulichung ist in Schema 1 der hier angewendete Proteolyse-Assay
basierend auf Elektrophorese sowie Immunoblotting® und die Auswertung am Beispiel
von der Interaktion von APP-C99 und PSH zusammengefasst dargestellt. Das APP-C99
Substrat tragt C-terminal einen His- sowie FLAG-Tag, an welchen spezifische Antikdrper
binden kénnen. Ebenfalls konnte hier ein sequenzspezifischer Tag gegen das AICD
(C-terminal) verwendet werden. Auch PSH ist mit einem FLAG-Tag versehen. Dadurch
ist dies eine indirekte Immunoblot-Methode, wobei der Zweitantikérper mit HRP
konjugiert ist, welches die Detektion ermoglicht. Bei erfolgreicher Proteolyse kann das
geschnittene C-terminale Fragment des APP als molekular niedrigste Bande auf der
Membran sichtbar gemacht werden.

1.5.2 Nachweis liber Kernspinresonanzspektroskopie

PSH + APP in Zeitlicher Verlauf im SN-HSQC
NMR DPC-Mizellen

© 06 0 o o

Veranderung der Peakintensitat

Peak-Shift

Schema 2 Schematische Darstellung der NMR-proteolytischen Untersuchung. Zur Detektion von
Peakintensitaten sowie Peak-Shifts werden hier '®N-HSQC-Spektren verwendet, welche bei erfolgreicher
Enzym-Substrat-Interaktion Veranderungen aufzeigen. Die kleineren AICD-Fragmente weisen
unterschiedliche chemische Verschiebungen aufgrund der verdnderten Relaxationszeiten sowie der
chemischen Umgebung auf.

Wie in Kapitel 1.2 ausfuhrlicher erlautert, bietet die NMR eine hervorragende
Messmethode, um strukturelle Veranderungen verfolgen zu konnen. Auf Basis der
chemischen Verschiebungsanderungen (Kapitel 1.2.3) konnen wahrend des Ablaufs der
Proteolyse chemische Verschiebungen gemessen werden, insbesondere sogenannte
Peak-Shifts, welche aufgrund von Modifikationen in der Umgebung des Kernes durch
beispielsweise einer Konformationsanderung auftreten, sowie Intensitatsanderungen.
Zurlckgegriffen wird hier auf das '’N-HSQC, welches die 'H-'SN-Signale einer
volimarkierten ('°C, '®N) APP-Probe detektiert, wie in Schema 2 skizziert ist. Bei
Substrat-Enzym-Interaktionen, hier in einer DPC-Mizellen-Umgebung, kénnen folglich
die Peaks der involvierten Aminosauren betrachtet werden, um Anderungen in der
Struktur und der réumlichen Anordnung sowie der Bildung des C-terminalen Fragmentes
(AICD) nachzuvollziehen.
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1.5.3 Nachweis uber Fluoreszenzpolarisation

Hohe f

Fluoreszenz-

Polarisation
Depolarisiertes Polarisations-  Polarisiertes
Anregungslicht Filter Licht /

Polarisierte
Emission

Niedrige .

I Fluoreszenz-

\ Polarisation
- / Depolarisierte

CtF-APP-DMA Emission

Schema 3 Vereinfachte Darstellung von Fluoreszenzpolarisationsmessungen der Proteolyse des APP
mittels PSH. Das depolarisierte Anregungslicht wird durch einen Polarisationsfilter polarisiert und trifft
anschlieRend auf die zu untersuchende Probe. Bei erfolgreicher Proteolyse entsteht ein kurzes C-terminales
Fragment, welches mit einem Fluorophor (hier DMA) gekoppelt ist. Die Emission des Fragments ist
depolarisiert und die Fluoreszenzpolarisation somit niedrig. In Anlehnung ant's!

Das Prinzip der Fluoreszenzpolarisation beruht auf der Tatsache, dass Molekile in
Lésung frei beweglich sind und aufgrund von Grofienunterschieden langsamere oder
schnellere Rotationsbewegungen vollfiihren. Das eingestrahlte, depolarisierte Licht wird
dabei durch einen Polarisationsfilter polarisiert. Dieses polarisierte Licht strahlt auf die
Probenmolekile, wobei ein Fluorophor angeregt wird, welcher an einem der zu
untersuchenden Molekllen (meist der Ligand) fusioniert ist. Freie Moleklle emittieren
das eingestrahlte Licht in depolarisierter Weise aufgrund ihrer schnellen
Rotationsdiffusion und zeigen dadurch eine niedrige Fluoreszenzpolarisation. Die
fluoreszierenden Molekiile/ Liganden, welche mit einem grofieren Protein interagieren,
vollfihren eine langsamere Bewegung und emittieren somit polarisiertes Licht mit hoher
Fluoreszenzpolarisation. Dies ist anhand der Interaktion zwischen APP und PSH in
Schema 3 vereinfacht dargestellt. Dabei hat die Lebensdauer des verwendeten
Fluorophors einen entscheidenden Einfluss auf die Fluoreszenzpolarisation, wobei diese
abhangig ist von der Anderung der Rotationskorrelationszeiten und folglich der Grolke
des Molekiils.["89]

Die physikalische Grundlage fir die Fluoreszenzpolarisation beschrieb erstmals
F. Perrin im Jahre 1926,['%! wobei er die Fluoreszenzpolarisation in Abhangigkeit des
fluoreszierenden Molekuls wie folgt annahert.

1 1_(1 1)(1+1> 15
FP~ 3 \Frp,” 3 0" 5]
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FP, stellt dabei die intrinsische Fluoreszenzpolarisation dar, 7 die
Fluoreszenzlebensdauer und 8 die Rotationskorrelationszeit, welche definiert ist durch:

_n

0 =
RT

[16]

n ist die Viskositat der Probe, VV das molare Volumen, R die universelle Gaskonstante
und T die absolute Temperatur in Kelvin. Die Fluoreszenzpolarisation ist damit direkt
proportional zum molaren Volumen der Molekiile, wobei der fluoreszenzmarkierte
Ligand die Rotationskorrelationszeit bestimmt. Die emittierte Fluoreszenzintensitat wird
dabei parallel (I;) und senkrecht (I, ) zum Vektor des Anregungslichtes gemessen.

L =1

FP =
I+ 1,

(17]

Durch Auftragung der Fluoreszenzpolarisation gegen die Zeit kann somit eine Interaktion
zwischen Enzym und Substrat verfolgt werden.['8"]
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2 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Hauptteile und befasst sich tGbergreifend mit
der Charakterisierung der Substratwechselwirkungen der y-Sekretase mit
verschiedenen Substraten.

Zur genaueren Aufklarung der Wechselwirkung zwischen Prasenilin und seinen
Substraten sollten unterschiedliche Methoden eigesetzt werden. Die zellfreie
Proteinexpression von PSH und dessen Optimierung stehen dabei im Fokus des ersten
Teils der Arbeit. Um eine schnellere und effizientere proteolytische Analyse, auch im
Hinblick auf Screening-Anwendungen zu erreichen, wurde PSH im direkten Vergleich
zur herkdbmmlichen rekombinanten Methode zellfrei hergestellt und mit verschiedenen
rekombinanten Substraten mittels Proteolyse-Assays getestet. Verwendet wurde hierbei
ein Fragment des Amyloid-Precursor Proteins C99 und dessen Mutanten V44M, 45T,
G38P und G38L. Auch eine Weiterentwicklung des Proteolyse-Assays zu NMR-
Messungen wurde untersucht, sowie auf Fluoreszenzpolarisationsmessungen zur
effizienteren und zeitaufgeldsten Untersuchung der Proteolyse ausgeweitet.

Der zweite Teil konzentriert sich auf strukturelle und dynamische Untersuchungen
einiger Substrate mittels Kernspinresonanzspektroskopie, um Rickschlisse auf die
Substrat Spezifikationen der y-Sekretase ziehen zu kdénnen. Untersucht wurden
verschiedene bekannte Substrate APLP2, ErbB4 und Fn14 sowie ein Nicht-Substrat
ITGB1 der y-Sekretase. Mit Hilfe von Wasserstoff-Deuterium-Austauschmessungen
sollten Informationen Uber die Dynamik der Substrate gewonnen werden. Die
Untersuchung der Flexibilitdt und der Konformationen der Substrate stand hierbei im
Vordergrund. Dies sollte durch Messung von dipolaren Restkopplungen an zellfrei
hergestellten APP und seinen Mutanten V44M, 45T, G38P und G38L weiter erganzt
werden. Im Anschluss sollten diese mit den bereits bekannten Strukturbindeln der
Substrate verglichen werden, um daraus Ruickschlisse auf die Konformation zu ziehen.

37






3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Klonierung

Die nachfolgenden Klonierungen wurden unter Verwendung der Gibson
Assemblierung!'®! mit 30 bp (Basenpaaren) Uberhang durchgefiihrt. In Tabelle 3.1 sind
alle hierflr verwendeten Primer aufgelistet.

Tabelle 3.1 Verwendete Oligomere fiir die Polymerase-Kettenreaktionen.

Nr. | Primer
P1| CGGATTTGGCTACCACCACCACCATGATGGTGGTGATGATGCATGTATATCTCCTTC
P2 CACCACCATCATGGTGGTGGTGGTAGCCAAATCCGTGACTGGCTGCCGCTGC

P3 GGTGGTAGCGATTATAAAGATGATGATGATAAATAATGAGATCCGGCTGCTAACAAA
GCCCG

P4 | CATCTTTATAATCGCTACCACCACCACCGAACGGCAGCCAGGAAAATGAACCCG

P5 GATTATAAAGATGATGATGATAAAGGTGGTGGTGGTAGCCATCACCATCACCATCAC
TAAGCTTAATTAG

P6 | TTTATCATCATCATCTTTATAATCTCCGTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTTGTA

P7 | GGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC

P8 | TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCATCATCACCACCATCATGGT

P9 | TGAAAGGGCGAATTCCAGCACACTG

P10| GTGTGCTGGAATTCGCCCTTTCATTATTTATCATCATCATCTTTATAATCGCTACC

P11| CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGG

P12| TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGATGCAGAATTCCGACATGAC

P13| ATGATGATGATGATGATGAGAACCCCCCCCAGATCTGGATCCGTTCTGCAT

P14| GGGGGGGGTTCTCATCATCATCATC

P15 TTTATCATCATCATCTTTATAATCTCCGTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTTGTA

P16 GATTATAAAGATGATGATGATAAAGGTGGTGGTGGTAGCCATCACCATCACCATCAC
TAATAAAAGGGCG

P17, CTC ATG GTG GGC CTT GTT GTC ATA GCG

P18 GCC CAC CAT GAG TCC AAT GAT TGC

P19 CTC ATG GTG GGC CCT GTT GTC ATA GCG

P20, GTC ATA GCG ACA GTG ACG GTC ATC ACC TTG

P21| CAC TGT CGC TAT GAC AAC ACC GCC

P22| GTT GTC ATA GCG ACA ATG ATC GTC ATC ACC

P23| TGT CGC TAT GAC AAC ACC GCC CAC

Die Polymerase-Kettenreaktionen (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) wurden
entsprechend der Vektoren und Primer mit einer Elongationszeit von 30 s pro 1000 bp
und einer Temperatur von 65 °C-60 °C durchgefuhrt. Verwendet wurde die Phusion
Polymerase und es erfolgte ein Screening von 0-3 yL DMSO (Dimethylsulfoxid) fur alle
Klonierungen (siehe Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2 Aligemeines Pipettierschema der Polymerase-Kettenreaktion.

Volumen Substanz Konzentration

66 pL ddH20

20 yL GC/HF Phusion 5x
Reaktionspuffer

2 uL dNTPs 10 mM

5uL Forward Primer 10 uM

5uL Reverse Primer 10 uM

1L Template 1ng

Die Verifizierung der PCR erfolgte durch 1 %-ige Agarose Gele mit 0,5 TAE-Puffer als
Laufmittel (Stock 50x: 2 M Tris, 1 M Essigsaure, 0,05 M EDTA, pH 8). Die erfolgreichen
Klonierungen wurden mit einem Clean and Concentrator Kit von Zymo Research
aufgereinigt.

AnschlieRend folgte die Gibson Assemblierung mit einem dreifachen Uberschuss an
einzufugendem DNA-Strang (Insert) zu Vektor. Die eingesetzte DNA-Menge betrug
100 ng und die Reaktion wurde fiir 1 h bei 50 °C auf dem Thermoschuttler durchgefihrt.
Der DPNI -Verdau erfolgte mit 20 yL der Gibson Assemblierung, 2 yL Cut Smart Buffer
und 1 uL DPNI. Dies wurde fir 1h bei 37 °C inkubiert. Die Konstrukte wurden
anschlieend in DH5a mit den entsprechenden Antibiotika Resistenzen transformiert.
Einzelne Kolonien konnten gepickt und vervielfaltigt sowie mittels einer MiniPrep
(Quiagen) aufgereinigt werden. Die erfolgreiche Klonierung wurde durch LGC Genomics
sowie Eurofins sequenziert und verifiziert.

3.1.1 Prasenilin-Homolog (PSH)

Das Prasenilin-Homolog (MCMJR1, Uniprot: A3CWV0), kurz PSH, wurde ausgehend
eines pET21 Vektors vom Shi Labor®! (mit funf Punktmutationen D40N, E42S, A147E,
V148P, A229V) in einen pET22b+ Vektor mit einem N-terminalen His-Tag und einem
C-terminalen FLAG-Tag fur rekombinante Expression kloniert. Das Ruckgrat wurde mit
den Primern 1 und 3 linearisiert und mit den Primern 2 und 4 amplifiziert.

Fur die zellfreie PSH-Proteinexpression wurde dieser in einen Pivex2.3d Vektor mit
einem N-terminalen FLAG-Tag sowie einem C-terminalen His-Tag subkloniert. Der leere
Pivex2.3d Vektor wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Daniel Huster zur Verfigung
gestellt. Fur die Linearisierung des Backbones wurden Primer 7 und 9 verwendet und
fur die Amplifizierung des Inserts die Primer 8 und 10. Die Sequenz mit eingefiigten Tags
sowie den vorhandenen Mutationen ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
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His-Tag 10 20 30 40
M GGGGSQIRDWLPLLGMPLMLLFVQIIAIVLVMPMOQAAGLVAFENPSSVANPLI
50 60 70 80 90 100

FIGMLLAFTLVLLVLLRTGGRRFIAAFIGFALFMTFLYIFGALSLLALGPTTAAAAGTLI

110 120 130 140 150 160
GAVAVTALLYLYPEWYVIDILGVLISAGVASIFGISLEPLPVLVLLVLLAVYDAISVYRT

170 180 190 200 210 220
KHMITLAEGVLETKAPIMVVVPKRADYSFRKEGLNISEGEERGAFVMGMGDLIMPSILV

230 240 250 260 270 280
SSHVFVDAPAVLWTLSAPTLGAMVGSLVGLAVLLYFVNKGNPOQAGLPPLNGGAILGFLVG

290 300
AALAGSFSWLPFGGGGSDYKDDDDK

: D40N, E42S, A147E, V148P, A229V

Abbildung 3.1 Verwendete Proteinsequenz von PSH mit His- (griin) und FLAG-Tag (rot) (Uniprot: ASCWVO0)
sowie den vorhandenen Mutationen (orange).

3.1.2 C99 und Mutanten

Der originale pQEG0 Vektor, welcher die Sequenz des C99 (Uniprot: P05067) mit einem
C-terminalen His-Tag beinhaltetet, wurde freundlicherweise vom Steiner Labor zur
Verfugung gestellt.? Fiur die Proteolyse-Assays wurde ein zusatzlicher C-terminaler
FLAG-Tag angefugt. Dies erfolgte mit Primer 5 und Primer 6.

Fur die zellfreie Proteinexpression wurde das Backbone mit den Primern 11 und 14
geoffnet und mit den Primern 12 und 13 amplifiziert. Ein zusatzlicher FLAG-Tag wurde
Uber die Primer 15 und 16 eingefiigt. Fur die Einfihrung der Punktmutationen wurden
die Primer 17 und 18 (G38L), Primer 18 und 19 (G38P), Primer 20 und 21 (145T) und
Primer 22 und 23 (V44M) verwendet. Die Sequenz mit Tags ist in Abbildung 3.2
dargestellt.

1 10 20 30 40 50
MDAEFRHDSGYEVHHQKLVEFAEDVGSNKGAI IGLMVGGYVIATVIVITLVMLKKKQYTS
538
60 70 80 90 100 110
IHHGVVEVDAAVTPEERHLSKMQQONGYENPTYKFFEQMONGDYKDDDDK S|
FLAG-Tag || Linker || His-Tag |

Abbildung 3.2 Verwendete Proteinsequenz der APP Domane C99 mit FLAG- (rot) und His-Tag (grin)
(Uniprot: P05067), sowie den entsprechenden Mutationen G38P (rot), G38L (blau), V44M (orange) und 145T
(gran).

3.1.3 APP Transmembrandomane und Mutanten

Der bereits aus vorhergehenden Arbeiten!® vorhandene Vektor der kiirzeren APP
Transmembrandomane-Sequenz  (Uniprot: P05067) in Pivex2.3d mit einem
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C-terminalen His-Tag wurde fiir die gewlinschten Mutationen subkloniert. Zur Einfliihrung
der Punktmutationen konnten ebenfalls die Primer 17 und 18 (G38L), Primer 18 und 19
(G38P), Primer 20 und 21 (145T) und Primer 22 und 23 (V44M) verwendet werden. Die
Sequenz mit Tag ist in Abbildung 3.3 dargestellt.

1 10 20 30 40
MDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAII GLMVGGys\/IATVIVI TL
P
38
50 60 L
VMLKKKPGGGS

His-Tag

Abbildung 3.3 Verwendete Proteinsequenz der APP Transmembrandomane mit His-Tag (griin) (Uniprot:
P05067), sowie den entsprechenden Mutationen G38P (rot), G38L (blau), V44M (orange) und 145T (griin).

3.2 Rekombinante Proteinexpression und
Aufreinigung

Bei den rekombinant hergestellten Proteinen handelte es sich um PSH, C99 und dessen
Mutanten (G38P, G38L, 45T, V44M). Im Folgenden werden die einzelnen Schritte
erlautert, wobei in Tabelle 3.3 alle verwendeten Puffer gesammelt aufgelistet sind.

Die BL21 DE3 E. coli Bakterien mit dem fir PSH codierenden Plasmid wurden in 1 L TB-
(engl. Terrific Broth!'®) oder LB-Medium (engl. Lysogeny Broth!’®%) bis zu einem OD
von 1-1,5 beziehungsweise 0,6-0,8 kultiviert. Die Expression wurde mit 0,1 mM IPTG
induziert und tber Nacht bei 25 °C durchgeflihrt. AnschlieRend konnten die Zellen im
entsprechenden Puffer resuspendiert und mittels einer Ultraschallsonde (67 % duty
cycle, 30 s on/off, 3x) lysiert werden. Die PSH-Lysate wurden zunachst flr 10 min bei
23.000 g und 4 °C abzentrifugiert sowie anschlieBend der Uberstand bei 45.000 g fiir
1 h bei 4 °C erneut zentrifugiert. Die unldsliche Membranfraktion wurde fur 1 h bei 4 °C
unter leichtem Schwenken inkubiert und anschlie3end erneut fir 1 h bei 45.000g und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Filtration (0,45 yM Durapore PVDF
Membran, Steriflip Milipore) gesaubert und anschlieBend Uber eine Nickel
Affinitatschromatographie aufgereinigt (Akta pure liquid chromatography system; GE
Healthcare, Germany). Bei der verwendeten Saule handelte es sich um eine 5 mL His-
trap FF Ni-NTA Saule (GE Healthcare, Germany). Aufgereinigtes PSH konnte flir einen
gewissen Zeitraum bei 4 °C im Elutions-Puffer gelagert werden.

Die BL21 DES3 E. coli Bakterien mit dem fiir die C99 (und Mutanten V44M, 145T, G38P
und G38L) codierenden Plasmid wurden in LB-Medium bis OD 0,6-0,8 hochgezogen.
Die Expression wurde mit 0,1 mM IPTG induziert und die Zellen ber Nacht bei 25 °C
inkubiert. Nach der Zellernte und dem anschlielenden Resuspendieren des Pellets
wurden die Zellen fir 1 h bei 45.000 g und 4 °C zentrifugiert und die unldsliche
Membranfraktion anschliefend nochmals geldst, sowie erneut zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde analog zu PSH filtriert und Uber die Akta aufgereinigt. Die Lagerung
erfolgte im Lager Puffer bei -20 °C.

Tabelle 3.3 Verwendete Puffersubstanzen der rekombinanten Proteinexpressionen von PSH und C99.

PSH Substanz Konzentration pH-Wert
Resuspendierungs- Tris 25 mM pH 8,0
Puffer 1 NaCl 150 mM
Protease Inhibitor
(cOmplete™)
Resuspendierungs- Tris 25 mM pH 8,0
Puffer 2 NaCl 150 mM
DDM 2 % (wiv)
Protease Inhibitor
(cOmplete™)
Wasch Puffer Tris 25 mM pH 8,0
NaCl 150 mM
DDM 0,6 %(w/v)
Imidazol 20 mM
Elution Puffer Tris 25 mM pH 8,0
NaCl 150 mM
DDM 0,6 Y%(w/v)
Imidazol 250 mM
C99 Substanz Konzentration pH-Wert
Resuspendierungs- Tris 75 mM pH 7,8
Puffer 1 NaCl 300 mM
EDTA 0,3mM
Resuspendierungs- Tris 20 mM pH 7,8
Puffer 2 NaCl 150 mM
Harnstoff 8 M
SDS 0,2 % (w/v)
Wasch Puffer Tris 20 mM pH 7,8
NaCl 150 mM
SDS 0,2 % (wlv)
Imidazol 20 mM
Elution Puffer Tris 20 mM pH 7,8
NaCl 150 mM
SDS 0,2 % (w/v)
Imidazol 250 mM
Lager Puffer Tris 25 mM pH 8,0
NaC 150 mM
SDS 0,2 % (w/v)
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3.3 Zellfreie Proteinexpression und Aufreinigung

3.3.1 S12 Extrakt Praparation

Die Herstellung der S12-Extrakte erfolgte ausgehend von Rosetta- oder BL21 DE3-
Zellen, welche in Ubernachtkulturen bei 37 °C in TB-Medium angezogen wurden. Es
wurde anschlieRend die Hauptkultur in 2 L TB-Medium inokuliert und bei 37 °C bis OD
2-3 kultiviert. Die Zellen wurden bei 5000 g fiir 15 min und 4 °C abzentrifugiert sowie in
S30 Puffer resuspendiert (sieche Tabelle 3.4). Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
bei 4000 g flir 15 min bei 4 °C und eine erneute Resuspendierung mit S30 Puffer.
AnschlieBend konnten die Zellen Uber Nacht bei 4 °C gelagert werden und am
darauffolgenden Tag erfolgte die Zugabe von EDTA sowie 1 mM DTT bevor die Zellen
geschallt wurden (67 % duty cycle, 30 s on/off, 3 x). Die Zellen wurden daraufhin fur
30 min bei 12.000 g und 4 °C abzentrifugiert und an diesem Punkt in den R- und P-
Extrakt unterteilt. Der R-Extrakt wurde fir 2 h bei 150 rpm und 30 °C inkubiert sowie
anschliefiend gegen S30 Puffer mit 250 mM Mercaptoethanol dialysiert (4 °C, 12 kDa
CutOff). Der P-Extrakt wurde ein weiteres Mal zentrifugiert, danach mit 400 mM NaCl fur
45 min bei 42 °C prazipitiert und folgend gegen S30 Puffer mit 0,5 mM DTT bei 4 °C Uber
Nacht dialysiert (12 kDa CutOff). Die Extrakte konnten schockgefroren und bei -80 °C
gelagert werden.[191. 192]

Die R- und P-Extrakte wurden jeweils fir PSH getestet. Fir die C99 und APP Konstrukte
wurden lediglich die P-Extrakte gewahlt.

Tabelle 3.4 Pufferkomponenten des S30-Puffers.

$12 Extrakte Substanz Konzentration pH-Wert
S30 Puffer 10x Tris 100 mM pH 8,2
Magnesiumacetat 140 mM
Natriumacetat 600 mM

3.3.2 Zellfreie Proteinexpression

Die zellfreien Proteinexpressionen wurden fur die jeweiligen Proteine sequenzspezifisch
angepasst. Verwendung fanden die in Abbildung 3.4 dargestellten, selbstentworfenen
Reaktionscontainer, bereits beschrieben in der Dissertation von Dr. Mara Silber®], mit
150 yL, 650 yL oder 1 mL Reaktionsvolumen. Bei der dritten Variante (Abbildung
3.4 (c¢)) wurde das Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis durch die Verwendung von zwei
Dialysemembranen optimiert.
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Abbildung 3.4 Fotographische Darstellung der Reaktionscontainer zur zellfreien Proteinexpression fiir
einen Reaktionsansatz von 150 pL (a), 650 pL (b) beziehungsweise fir 1 mL mit optimiertem Oberflachen-
zu-Volumen-Verhaltnis (c).

Das Verhaltnis von Nahrldsung (engl. FeedingMix, FM) zu Reaktionslésung (engl.
ReactionMix, RM) betrug 12:1 in allen durchgefihrten Reaktionen. Abbildung 3.5 zeigt
eine allgemeine Ubersicht tiber die verwendeten Substanzen und den entsprechenden
finalen Konzentrationen. Fir PSH wurden die Magnesiumkonzentrationen zwischen
10 MM und 30 mM variiert. Die Reaktionszeiten wurden auf 20 h angesetzt, bei
Temperaturen zwischen 20 °C und 37 °C. Die fur die Reaktion verwendeten
Aminosauren wurden entsprechend dem zu exprimierenden Protein angepasst. Die
einzelnen, finalen Konzentrationen lagen zwischen 0,25 mM und 2 mM, je nach
Haufigkeit der Aminosaure in der Proteinsequenz.

Zellfreie Protein Expression FM:RM 12:1 -
Stock Finale Aminosaure Mix
Substanz Konzentration | Konzentration MM (bL) | FM (L) | RM (uL)
ddH20 APP C99 PSH
HEPES (pH 8.4) 2510 mM 100,00 mM 518 AA | Finale Konz. | Finale Konz. | Finale Konz.
Mg(OAc)2 2021 mM 563 mM 36 Ala 1,00 mM 1,00 mM 2,00 mM
KOAc 4002 mM 94,78 mM 308 Arg 050 mM 025 mM 1,00 mM
PEG 8000 40,03 % m/V 2,00 % m/V| 649 Asn 0,25 mM 0,75 mM 0,25 mM
NaN3 10,25 % m/V 0,05 % m/V 63 Asp 1,50 mM 1,50 mM 1,00 mM
Folinic acid 20,00 mg/mL 0,10 mg/mL 65 Cys 0,00 mMm 0,00 mM 0,00 mM
DTT 515 mM 2,00 mMm 50 GIn 0,25 mM 1,00 mM 0,25 mM
NTP 75,00 X 1,00 X 173 Glu 1,50 mMm 1,50 mM 1,00 mM
Complete 50,00 x 1,00  x 260 Gly 2,00 mM 2,00 mM 2,00 mM
PEP 1016 mM 20,00 mM 256 His 2,00 mM 2,00 mM 0,50 mM
AcP 1000 mM 20,00 mM 260 ‘ lle 1,00 mMm 1,00 mM 1,00 mM
aa-Mix 4,00 mM 1,00 mM 1625 1625 Leu 1,00 mMm 1,00 mM 2,25 mM
Mastermix 4028 237 Lys 1,00 mM 1,50 mM 025 mM
S30 C Puffer 1,00 X 035 x 4200 Met 1,50 mM 1,00 mM 1,50 mM
PK 2,40 mg/mL 0,04 mg/mL 17 Phe 0,75 mMm 1,00 mM 1,00 mM
tRNA 40,00 mg/mL 0,50 mg/mL 13 Pro 025 mMm 025 mM 1,00 mM
T7RNAP 200,00 U/pL 6,00 U/uL 30 Ser 075 mM 1,00 mM 1,00 mM
RiboLock 40,00 U/uL 0,30 U/uL 8 Thr 0,50 mM 1,00 mM 0,75 mM
DNA 1000,00 pg/mL| 26,00 pg/mL 26 Trp 0,00 mM 0,00 mM 0,50 mM
S30-Extrakt 100,00 % 40,00 % 400 Tyr 025 mM 1,00 mM 0,50 mM
ddH20 2147 270 Val 2,00 mM 2,00 mM 150 mM
Total (uL) 4265 | 12000 [ 1000
Mg2+ 14  mM
K+ 280 mM
Plasmid 1000 pg/mL

Abbildung 3.5 Schematisches Pipettierschema der zellfreien Proteinexpression mit entsprechenden finalen
Konzentrationen der eingesetzten Substanzen sowie des Aminosaure Mix fir APP (und Mutanten), C99
(und Mutanten) und PSH.
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Da es sich bei den Ansatzen um eine Prazipitat-basierte Methode handelte, wurde nach
der Expression das Pellet mehrfach mit einem entsprechenden Puffer gewaschen, fir
20 min ins Ultraschallbad gelegt und anschlieend bei 16.060 rpm fir 20 min bei 20 °C
abzentrifugiert. Das PSH-Pellet wurde in einem Puffer mit 2 % DDM resuspendiert und
bei 4 °C gelagert. C99 und Mutanten wurden nach der Aufreinigung in einem Puffer mit
0,2 % SDS bei -20 °C gelagert.

Tabelle 3.5 Wasch- und Resuspendierungs-Puffer fur die zellfrei exprimierten Proteine PSH, C99 und APP
(und Mutanten).

PSH Substanz Konzentration pH-Wert
Wasch Puffer Tris 25 mM pH 8,0
NaCl 150 mM
Resuspendierungs- Tris 25 mM pH 8,0
Puffer NaCl 150 mM
DDM 2%
C99 Substanz Konzentration pH-Wert
Wasch Puffer Tris 25 mM pH 8,0
NaCl 150 mM
Resuspendierungs- Tris 25 mM pH 8,0
Puffer NaCl 150 mM
SDS 0,2 %
APP Substanz Konzentration pH-Wert
Wasch Puffer HEPES 0,1M pH 7,4

Das Pellet der kurzen APP Konstrukte (und dessen Mutanten) wurde mehrfach mit
einem 0,1 M Na-HEPES Puffer sowohl einmal mit destilliertem Wasser gewaschen und
nach der Zentrifugation in HFIP/H20 80:20 aufgenommen, lyophilisiert, in Cyclohexan
gelést und erneut lyophilisiert. Je nach Anwendungsgebiet wurde das Protein
anschlief’end in dem entsprechenden Puffer resuspendiert. Fir die NMR-Messungen
der Proteolyse wurde DPC oberhalb der kritischen Mizellenkonzentration zum
Lyophilisations-Schritt hinzugefugt (30 mM).

3.4 UV-Vis Spektroskopie

Die Konzentrationen der hergestellten Membranproteine (sowohl der rekombinanten als
auch der zellfreien Expressionen) wurden mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt.
Verwendet wurde hierbei der NanoDrop™ One/OneC von Thermofischer, wobei 2,5 uL
Probenvolumen aufgetragen wurden. Als Blank dienten die jeweiligen Puffer der
Proteine. Die Absorptionen der Proben wurden dabei mehrfach vermessen (n=3) und
die erhaltenen Werte gemittelt. Ausgehend des Lambert-Beer'schen-Gesetz konnten
folglich die Konzentrationen [Mol/L] berechnet werden:
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c=— (18]

Die Schichtdicke d betrug bei allen Messungen 10 mm. Die Extinktionskoeffizienten sind
Tabelle 3.6 zu entnehmen.

Tabelle 3.6 Extinktionskoeffizienten der rekombinant und zellfrei hergestellten Proteine PSH, C99 und APP.

Protein Extinktionskoeffizient [M-'cm-"]
PSH 35410

APP 1490

C99 7450

3.5 Proteolyse-Assays mittels Inmunoblot

Tabelle 3.7 Zusammensetzung der Pufferkomponenten fir den Proteolyse-Assay.

Proteolyse-Assay Substanz Konzentration pH-Wert
Puffer POPC SUV Natriumcitrat 5 mM pH 6,4
Glycerol 3,5%

Proteolyse Puffer Bicin 0,2M pH 7,0
10 x HEPES 02M
MES 02M
NaCl 1,5M
4x SDS-Probenpuffer | Tris 0,2M pH 6,8
DTT 04 M
SDS 8 % (wW/v)
Bromphenolblau 6 mM
Glycerol 43 M

Die Proteolyse-Assays wurden basierend auf dem Protokoll vom Steiner Labor
durchgefuihrt®l. In Tabelle 3.7 sind die verwendeten Puffer aufgelistet. Zur Herstellung
der POPC-Vesikel wurden 10 mg/mL POPC in Wasser fir 1h inkubiert und
anschlieflend geschallt. (20 % duty cycle, 15 min on/off, 4x). Die Suspension wurde
daraufhin abzentrifugiert und die PartikelgroRe mittels DLS-Messungen (engl. Dynamic
Light Scattering) bestimmt (siehe Anhang Abbildung A. 1, auch fir DDM- und SDS-
Messungen). Die erhaltenen POPC-Vesikel (engl. Small Unilamellar Vesicles, SUV)
wiesen im Durchschnitt einen Durchmesser von 70-80 nm auf und wurden im Puffer
POPC SUV auf 3,45 mg/mL verdunnt. Fir die Proteolyse-Assays wurden die POPC-
Vesikel um das 2,5-fache mit zusatzlich 30 mM DTT weiter verdlnnt.
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‘ Gesamtvolumen | 25 | uL |
PSH (ist) 4,0 uM
PSH (soll) 20 uM
C99 (ist) 12 uM
C99 (soll) 0,5 uM
Inhibitor L-685,458 (ist) 200 uM
Inhibitor L-685,458 (soll) 20 uM
Bezeichnung PSH [pL] [C99 [pL] |Inhibitor [uL]|PI 25 x [uL]|{10 x Puffer [uL]| H20 [pL]
PSH Kontrolle 12,5 0 0 1,0 2,5 9,0
C99 Kontrolle 0 1,0 0 1,0 2,5 20,5
PSH + C99 12,5 1,0 0 1,0 2,5 8
PSH + C99 + Inhibitor 12,5 1,0 2,5 1,0 2,5 5,5

Abbildung 3.6 Schematisches Pipettierschema des Proteolyse-Assays am Beispiel von PSH (2 yM) und
C99 (0,5 yM) mit den jeweiligen Kontrollen von PSH und C99, sowie der Zugabe des Inhibitors L-685,458.

Abbildung 3.6 zeigt ein vereinfachtes Pipettierschema fir den Proteolyse-Assay. In den
Assays wurden 2-4 yM PSH und 0,5-1 yM C99 eingesetzt. Bei der Proteolyse in POPC-
Vesikeln wurde zusatzlich 0,17 mM DDM zu den Reaktionen hinzugeben. Als Inhibitor
wurde L-685,458['%1 (Aspartylprotease-Ubergangszustand-Imitat, Merck) verwendet.
Die Reaktion lief Uber 18 h bei 40 °C unter kontinuierlichem Schitteln ab, wurde mit 4x
SDS-Proben Puffer abgestoppt und anschlieflend mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert.

3.5.1 SDS-PAGE und Western Blot

Fir die durchgeflhrten SDS-PAGEs wurden 4-14 % Mini-PROTEAN TGX Gele (Biorad)
verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 25 mA pro vorhandenem Gel durchgeflhrt.
Die verwendeten Puffer sind in der nachfolgenden Tabelle 3.8 aufgelistet.

Der Western Blot wurde direkt im Anschluss mittels Sandwich-Methode bei 300 mA flr
2 h bei 4 °C durchgefihrt. Der Blot wurde anschlie®end kurz in PBS aufgekocht und fiir
1 h mit Blockier-Losung (Tropix® I-Block™, ThermoFischer) fixiert. Bei den verwendeten
Primarantikorpern handelte es sich um FLAG-Tag Antikorper (DYKDDDDK tag, Mouse,
Clone: FG4R, (Abnova)) oder um einen APP-Antikdrper, welcher sich spezifisch gegen
den C-Terminus vom APP-Protein (C31, C80, C83, C99) richtet (Amyloid-Precursor
Protein antibody [Y188] ab32136 (Abcam)). Diese wurden Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Am Folgetag wurde der Blot 3x 10 min in TTBS gewaschen. Die Zweitantikbrper waren
beide HRP-konjugiert: entweder ein Anti-Maus- (IgG (H+L) HRP-Antikérper (Promega)),
oder ein Ziege-Anti-Kaninchen-Antikérper (IgG H&L HRP preabsorbed ab7090
(Abcam)). Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei RT mit anschlieRendem dreimaligem
Waschen mit TTBS fir 5 min. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 3.9 aufgelistet.
Nach Anfarbung mit einem Pierce® ECL Substrat (ThermoFischer) konnten die Western
Blots mittels eines Imagers (VILBER Fusion FX) visualisiert und mit dem Programm
ImageJ'®¥ ausgewertet werden.
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Tabelle 3.8 Pufferkomponenten der SDS-PAGE Analyse.

SDS-PAGE Substanz Konzentration pH-Wert
Anodenpuffer Tris 0,2M pH 8,9
Kathodenpuffer Tris 0,1M pH 8,8
Tricin 0,1 M
SDS 3,5mM
Fixierlésung Ethanol 50 %
Eisessig 7%
Farbeldsung Coomassie R250 2 % (wiv)
Eisessig 10 %
Entfarber Ethanol 5%
Eisessig 75 %

Tabelle 3.9 Pufferkomponenten der Western Blot Analyse.

Western Blot Substanz Konzentration pH-Wert

10 x Transfer Puffer Tris 250 mM pH 8,3
Glycin 2 M

10 x TBS Tris 200 mM pH 7,6
NaCl 150 mM

1xTTBS 10 x TBS 100 mL/L pH 7,6
Tween 20 2 mL/L

10 x PBS NaCl 1,4 M pH 7,4
Naz2HPO4 100 mM
KH2PO4 17,5 mM
KCL 27 mM

Blockier-Lésung PBS 1x pH 7,4
Tropix® I-Block™ 0,2 %
Tween20 0,1 %

3.6 Fluoreszenzspolarisationsmessungen

Die Fluoreszenzpolarisationsmessungen erfolgten am SPARK Multimode-Mikroplatten-
Reader von Tecan in Corning 96-well Half Area Black/Clear Flat Bottom Polystyrene
NBS Mikrotiterplatten. Zur Minimierung der Evaporation der Proben wurden
lichtdurchlassige Klebefolien von Th. Geyer verwendet. Die Fluoreszenz- und
Absorptionsmessungen der Kontrollproben wurden bei 30 °C durchgeflhrt und die
optimale Anregungswellenlange auf 402 nm eingestellt. Die Fluoreszenzpolarisation der
Proteolyse wurde bei einer Anregungswellenlange von 430nm und einer
Emissionswellenlange von 595 nm bei 40 °C gemessen. Die Messdauer betrug 19 h, mit
einem Kinetik-Intervall von 2 min (fir 1 h) sowie 5 min (fur 18 h). Die Zusammensetzung
der Komponenten wurde identisch gewahlt wie in Abschnitt 3.5.1. Hierbei wurde PSH
rekombinant exprimiert eingesetzt, sowie synthetische mit einem Fluorophor DMA (3-(2-
[4-(Dimethylamino)-phenyl]-3-hydroxy-4-oxo-4H-chromen-6-yl)-L-Alanin)  gekoppelte
APP-Peptide, welcher in einer betreuten Masterarbeit durch M. Sc. Julia Flum unter
Anleitung von Dr. Serhii Koniev und Dr. Sergii Afonin hergestellt wurden. Die
synthetischen Peptide wurden mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl.
Reversed-Phase-HPLC) (Jason-HPLC-System, C4-Séule/ Gradient: 35 %-60 %/ 1,7 %
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Eluent B-min™/ A: 95 % H.0; 3 % IP; 2 % AcN; 0,1 % TFA/ B: 80 % IP; 15 % AcN; 5 %
H20; 0,1 % TFA/ 1 mL x min~/ RT) analysiert, sowie durch mehrmaliges Waschen mit
Diethylether (5 min Schitteln, danach 10.000 rpm, 5 min, 4 °C Zentrifugation, 6x WDH)
aufgereinigt. Die Auswertung des Assays erfolgte mit dem Programm Origin!'®!, wobei
die parallelen und senkrechten Intensitatswerte verwendet und mit Formel [17] die
Polarisationswerte berechnet wurden.

_hi—L
Iy +1,

FP

Die zusatzliche Massenspektrometrische Analyse erfolgte anhand der Dried-Droplet-
Methode mit einer 1:3 Verdinnung, wobei zuvor bereits der Analyt 1:20 in der Matrix
verdunnt wurde. Diese bestand aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure. Gemessen wurde in
einem Autoflex Ill Smartbeam Vertical MALDI-TOF-Massenspektrometer von Bruker.

3.7 Synthetische Peptide und NMR-Messungen

Die synthetischen Peptide Fn14, APLP2 und ITGB-1 wurden von Core Unit Peptid-
technologien, Universitat Leipzig, Deutschland erworben. Das Peptid ErbB4 wurde von
Prof. Dr. Dieter Langosch zur Verfligung gestelit.['%!

Die NMR-Messungen fanden an einem 600 MHz Bruker Avance Il Spektrometer mit 'H,
3C, "N CPTCI heliumgekihiten Probenkopf fiir hochauflosende NMR-Spektroskopie
statt. Die genutzten Pulsprogramme sind untenstehend in Tabelle 3.10 aufgelistet. Die
Prozessierung wurde mit TopSpin 4.2.0, Bruker BioSpin GmbH sowie MestReNova
v14.1.0-24037 durchgefihrt. Die Visualisierung und Zuordnung der einzelnen Spektren
erfolgte mit dem Programm CcpNmri’48,

Tabelle 3.10 Verwendete Topspin Pulsprogramme.

Pulsprogramm Bezeichnung Dimension

Zggpw5b "H mit Wasserunterdriickung 1D (1971
(Watergate)

hsqcetgp 1H-13C HSQC 2D [198-200]

hsqcetf3gpsi 1H-15N HSQC 2D [198-200]

b-hsqcetf3gpsi Best 'H->N HSQC 2D [198-200]

hsqcf3gpiaphwg.2 'H-"N  HSQC-IPAP  (H-1X | 2D (201]
Korrelation)

dispi2gpphpr/ dipsi2gpph19 | 'H-"H TOCSY 2D 202, 203]

noesygpphpr/ noesygpph19 | 'H-'H NOESY 2D [202-205]

b-hncagp3d.2 HNCA 3D [206-210]

b-hncacbgp3d.2 HNCACB 3D [206-210]

b-hncocagp3d.2 HN(CO)CA 3D [206-210]

b-hncocacbgp3d.2 HN(CO)CACB 3D [206-210]
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3.7.1 Proteolyse-Messungen mittels NMR-Spektroskopie

Die Untersuchungen der proteolytischen Aktivitat mittels NMR erfolgte mit rekombinant
exprimierten PSH, welches nach der Aufreinigung durch Affinitatschromatographie in
Puffer 1 mit Zugabe von 60 mM DPC umgepuffert wurde. Der pH-Wert mit DPC betrug
6,65. Das Substrat APP wurde zellfrei (Kapitel 3.3.2) hergestellt, mit 30 mM DPCgss in
HFIP/H20 sowie Cyclohexan lyophilisiert und in Puffer 2 resuspendiert. Der pH-Wert mit
DPCyss lag bei 6,40. Gemessen wurde uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei 313 K
(39,85 °C) mit einem Best 'H-">SN HSQC (F1 800 Punkte, F2 256 Punkte, 20/40 Scans).
Die Datenanalyse erfolgte mittels Exponentieller-Anpassung der Punkte durch das
Programm Origin!'%!,

Tabelle 3.11 Pufferkomponenten fir die Proteolyse-Messung von PSH mit APP mittels NMR.

NMR-Proteolyse Substanz Konzentration pH-Wert
Puffer 1 Tris 25 mM pH 8,0
NaCl 150 mM
Puffer 2 MES 20 mM pH 5,25
HEPES 20 mM
Bicin 20 mM
NaCl 150 mM

3.7.2 Sekundare chemische Verschiebung

Die sekundare chemische Verschiebung der Ha, Ca und Cp aller synthetischer TMDs
wurde ausgehend der TOCSY- und 'H-"C-HSQC Experimente ermittelt. Die
synthetischen Peptide wurden hierflr in TFE-d,/H20 80:20, pH 7 aufgenommen. Durch
den Einfluss der benachbarten Aminosauren wurde ein Korrekturfaktor fir Random-Coll
Werte miteinbezogen!''¥l. Die sekundare chemische Verschiebung ergibt sich somit aus
der Differenz der chemischen Verschiebung d.,s und der Random-Coil Werte .

AS = 8yps — O [19]

Die Aminosaurereste wurden anschlieRend gegen die chemischen Verschiebungen Aé
aufgetragen.

3.7.3 Wasserstoff-Deuterium-Austausch

Der Wasserstoff-Deuterium-Austausch (HDX) wurde ausgehend von 'H-'H-TOCSY-
Spektren bei 303 K (29,85 °C) von den synthetischen Peptiden bestimmt. Hierflir wurden
diese in TFE-ds/D20O 80:20 (oder Acetat d4) geldst und der pH-Wert ermittelt. Dieser
unterscheidet sich in 0,4 Einheiten zum tatsachlichen pD-Wert der Proben, worauf in den
anschlieflenden Berechnungen Riicksicht genommen werden musste. Die Auswertung
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erfolgte mit CcoNmr und die Datenanalyse mit dem Programm Origin. Um die
Geschwindigkeitskonstante kex zu ermitteln, wurden die Peakvolumina Uber die Zeit
exponentiell angepasst. Der verwendete Iterationsalgorithmus war Levenberg-
Marquardt,?'" 22 wobei a den theoretischen ersten Wert bei t,, c den Endwert und t die
Zeit in Minuten darstellt:

y=c+a- e Fext [20]

Als Grenzen wurden einige Bedingungen ausgewahlt, sodass der Endwert ¢ niemals
unter Null fallen durfte und der Endwert ¢ nicht gréRer als der Anfangswert a werden
konnte.

a>c>0 [21]
Die gemessenen Werte wurden zur Vergleichbarkeit auf pD 5 skaliert.
kex,s = Key * 10G-»P) [22]

Zusatzlich wurde eine Fehlerbetrachtung mit einbezogen:

2 2
log(k 1
AIOg(kex,S‘) — \/<a Og( ex,s)> * Akexz + <_a Og(k—ex'5)> * ApDZ

Okoy apD

ex

112 [23]
= (k—) % Akgy” + (—=In (10))2 * ApD?

Hierbei wurden die Ak,, Fehler fur die Geschwindigkeitskonstanten aus dem
berechneten Fit erhalten und die Ungenauigkeiten der pH-Elektrode mit ApD = 0,09
einbezogen.

3.7.4 Strukturrechnungen mit ARIA2

Mit Hilfe der Linux basierten Software ARIA2,['4¢l beruhend auf CNS, "% konnten die aus
den NMR Spektren generierten Daten fur Strukturrechnungen verwendet werden.
Hierbei wurden die 'H-'H-NOESY-Kreuzpeaks der Transmembrandomianen sowie
weitere  essenzielle  chemische  Verschiebungen zur  Generierung  von
Abstandsinformationen der Sekundarstruktur der Proteine genutzt. ARIA2 berechnet aus
folgenden gegebenen Daten dreidimensionale mdgliche Strukturen:

e .seq enthalt die Sequenz des Proteins und folglich die Aminosaurereste
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.prot enthalt die nummerierte Liste der chemischen Verschiebungen der N, C,,

Cp und H,, sowie die dazugehdrigen Standardabweichungen

o .peaks enthalt eine fortlaufend nummerierte Peakliste der
Aminosdureseitenketten, welche die Informationen Uber chemische
Verschiebungen in beiden Dimensionen, Peakvolumen sowie die Zuordnung zu
den jeweiligen Resonanzen beinhaltet

o .assign verknupft die Peaknummern aus .peaks mit den Nummern der
Resonanzen

o .tbl enthalt die Zuordnung der Aminosaurereste zu den jeweiligen Nachbarn mit

den chemischen Verschiebungen aller Stickstoff-, Kohlenstoff- und

Wasserstoffatomen. Daraus konnen mittels TALOS+ in einer .tab Datei

Diederwinkel berechnet werden.

¢ Die Diederwinkel (Abbildung 3.7) wurden mit

#Xl TALOSH9.211  generiert. Mit den gegebenen
\% ﬁ"’/c\w& /“’)/N#\ chemischen Verschiebungen kénnen somit die ¢ und
N C

¥ Winkel des Proteinriickgrates berechnet werden.

Das schlussendlich generierte .xml File enthalt alle

A gegebenen Informationen sowie Parameter fur die
Abbildung 3.7 Schematische Berechnungen. Fur Fn14, ErbB4, APLP2 und ITGB1
Darstellung der Diederwinkel im Wurden in sieben Iterationen 200 Strukturen
Proteinrlickgrat. berechnet und in der letzten Iteration 400 Strukturen,
wovon die 40 Strukturen mit der niedrigsten Energie erhalten wurden. Die Visualisierung
erfolgte mit dem Programm Pymol.2"9]

Die berechneten Strukturen von APLP2 und ITGB1 wurden in der Protein Daten Bank
PDB (https://www.rcsb.org) hinterlegt:

APLP2 PDB ID: 8RQ6

ITGB1 PDB ID: 8RPQ

3.7.5 Anisotrope Messungen

Die Polyethylenglykol-Gele (genauer PEG-DA 35 k, fortlaufend als PEG bezeichnet),
welche als Alignment-Medium verwendet wurden, konnten auf Basis der Doktorarbeit
von Dr. Thomas Gloge!'?® von B. Sc. Franziska Krause sowie von M. Sc. Yannik
Woordes hergestellt werden.

Die 14 %-igen PEG-Gele wurden ausgehend von PEG 35 k Diacrylat durch radikalische
Polymerisation erstellt, wobei Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator diente
(Reaktionsmechanismus siehe Anhang Abbildung A. 2). Die Suspension wurde fiir 30 s
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zentrifugiert, daraufhin mit Argon (mittels ,Schlenk-Line*) gespult und erneut fur 30 s
zentrifugiert. Mit Zugabe des Radikalbildners Ammoniumperoxodisulfat (APS) wurde
erneut gevortext und das Gel in einen Teflonschlauch gezogen. Dieses wurde Uber
Nacht bei 40 °C in einem Wasserbad inkubiert.['?%

Tabelle 3.12 Mengenangaben fir die PEG-Gel Herstellung von 14 % Gelen.

Massenprozent | Gesamtmasse H20 PEG 35k | TEMED1% APS1%
[%] [a] [mL] [d] [mL] [mL]
14 1 0,76 0,14 0,05 0,05

Nach erfolgter Polymerisation konnte das Gel in ~ 2 cm lange Teile geschnitten und
anschlieRend fur die Trocknung einen Tag in den Trockenschrank bei 40 °C gelegt
werden. Die getrockneten Gele sind anschlieRend bei Raumtemperatur zu lagern.

Die zellfrei hergestellten Proteine wurden vor der Verwendung angesauert, in HFIP/H,O
80:20 (v/v) sowie in Cyclohexan lyophilisiert und anschliefend in TFE-d./H>O/D>O
80:10:10 (v/v/v) aufgenommen. Die Proben wurden zun&chst isotrop vermessen,
anschlief’end erfolgte eine zweitagige Inkubation mit dem PEG-GEL bei 4 °C. Nachdem
die L6sung vollstandig in das Gel aufgenommen wurde, konnte dieses in einen Kalrez®-
Schlauch uberflihrt werden. Dadurch wurde das Gel um etwa das Zweifache gestreckt.
Daraufhin wurden die anisotropen NMR-Messungen durchgefuhrt und die Spektren
mittels TopSpin 4.2.0, Bruker BioSpin GmbH analysiert.

Die Analyse der residualen Restkopplungen (RDC) erfolgte mit dem Programm
PALES!"3", Hierfur wurden die ermittelten Kopplungen der anisotropen Probe T von der
skalaren Kopplung der isotropen Probe | abgezogen.

D=T-] [24]

Die ermittelten RDCs wurden PALES als Input Datei (.tab) geliefert, sowie die
dazugehodrigen Strukturdaten (.pdb) mit Informationen (ber die jeweiligen
Aminosaurereste. Daraus ergaben sich Qualitats-Faktoren, welche die Gite der
Strukturen widerspiegelten.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In den folgenden Kapiteln wird die proteolytische Aktivitat des Prasenilin-Homologs PSH
aus dem Organismus Methanoculleus marisnigri JR1 (MCMJR1) anhand durchgefuhrter
Proteolyse-Assays untersucht. Diese basierten auf dem von Dr. Lukas Feilen
entwickelten Assay, welcher im Rahmen der Forschergruppe FOR 2290 auf das hier
verwendete PSH-System Ubertragen wurde.®® Die zu untersuchenden Substrate
wurden dabei zusammen mit PSH bei 40 °C Gber 18 h inkubiert. AnschlieRend erfolgte
eine Auftrennung der Proben nach den Molekulargewichten mittels SDS-PAGE sowie
die Detektion der Ergebnisse des Proteolyse-Assays mittels Immunoblot. Bei
erfolgreicher Proteolyse konnte somit das geschnittene AICD-Fragment ermittelt werden
(siehe Kapitel 1.5.1). Zur Kontrolle der erfolgreichen proteolytischen Spaltung wurde der
Protease Inhibitor L-685,458'% verwendet. Im Rahmen der Untersuchungen wurde
deutlich, dass sowohl PSH als auch die Substrate aufgrund ihrer Eigenschaften als
Membranproteine eine signifikante Variabilitat in der Expression und Aktivitat aufweisen.
Infolgedessen wurden diese Prozesse auch im Hinblick auf Screening-Anwendungen
optimiert.

Zunachst wird dies ausgehend von rekombinant exprimierten PSH (fortlaufend als
rekPSH bezeichnet) erlautert. Als Substrat diente das sowohl rekombinant als auch
zellfrei generierte Amyloid-Precoursor-Fragment C99 in Verbindung mit einem
C-terminalen His- und FLAG-Tag. Im Rahmen dessen gelang es erstmalig PSH in einer
zellfreien Umgebung zu exprimieren (fortlaufend als zfPSH bezeichnet) und somit eine
schnellere und effizientere Proteinexpression zu erreichen. Des Weiteren erfolgten
proteolytische  Untersuchungen mittels Kernspinresonanzspektroskopie sowie
Fluoreszenzpolarisation mit der kirzeren Transmembrandomane, hier als APP TMD
bezeichnet, wobei eine zeitaufgeléste Analyse des Proteolyse-Mechanismus das Ziel
war (siehe Kapitel 1.5.2 sowie 1.5.3)

4.1 Optimierung des in-vitro Proteolyse-Assays mit
rekPSH

4.1.1 Zellmedium und Proteinumgebung

Zunachst galt es den bereits entwickelten Proteolyse-Assay von L. Feilen et al.® fiir die
hier verwendeten Systeme in Hinblick auf die PSH-Expressionskonzentration und
folgender erfolgreicher Proteolyse anzupassen und zu optimieren. Hierflir wurde PSH
mit den eingefiihrten Punktmutationen D40N, E42S, A147E, V148P und A229V®I von
Dr. Yigong Shi verwendet. Um die nachfolgende Analyse anhand von Antikérpern (AK)
zu erleichtern, wurde zunachst das Plasmid aus einem pET21b+-Vektor in einen
pET22b+-Vektor subkloniert. Ziel war hierbei die Einflihrung eines C-terminalen
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FLAG-Tags, welcher als Epitop-Tag fur die Immundetektion benutzt wird. Der Vorteil des
FLAG-Tags gegenuber des His-Tags in der Immundetektion ist die vielfach gesteigerte
Intensitat, welche bendtigt wird, um die geringen Mengen an proteolytischem Produkt
detektieren zu kdnnen. Auch ist er aufgrund der geringen GroRe und der erhdhten
Hydrophilizitadt hervorragend als Tag geeignet, da er zu keiner Inaktivierung oder
Denaturierung der angeknipften Proteine fiihrt.2'®! Dieser wird aufgrund seiner
Aminosaureabfolge (DYKDDDDK) im Vergleich zu den Aminosauren des His-Tags
(HHHHHH) zudem als selektiver betrachtet, da die gegen den His-Tag gerichteten
Antikérper auch andere Sequenzen, welche dem Poly-Histidin ahnlich sind, binden
kénnen. Der bereits vorhandene N-terminale His-Tag in der Proteinsequenz konnte flr
die Aufreinigung mittels Affinitatschromatographie beibehalten werden.

* 4h ® 16h
3,0
2,8 e ©
[ ]

264
24
©22-
3 o o
n 2,04 N
o
1,8 X xk

[ ]
1,64 )
1,41
1,2 x X %

T T T T T T T 1
30 30 25 25 15 15 10 10 Expressionstemperatur [C°]
0,1 0,5 0,1 0,5 0,1 0,5 0,1 0,5 IPTG [mM]

Abbildung 4.1 Bestimmung der Optischen Dichte von rekPSH in LB-Medium bei unterschiedlichen
Temperaturen und IPTG-Konzentrationen an zwei Zeitpunkten nach der Induktion (4 h, grauer Stern und
16 h, griiner Kreis).

Fur die Expressionen wurden das LB- (engl. Lysogeny Broth!’*”)) und TB- (engl. Terrific
Broth!'8%) Medium als Nahrmedium zur Kultivierung der Bakterien verwendet. Zunachst
wurde das herkdmmliche LB-Medium genutzt und verschiedene IPTG-Konzentrationen
(Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) sowie Temperaturen nach der Induktion getestet,
um das optimale Bakterienwachstum zu gewahrleisten. Die Expression von Proteinen
kann durch Anpassung der IPTG-Konzentrationen reguliert werden, wodurch bei
niedrigeren Expressionen die Loéslichkeit und Aktivitat einiger Proteine erhdht werden
kann. Die IPTG-Induktion wird dabei zur Induktion von lac-Repressor-regulierten
Promotoren verwendet, wobei die eingesetzten Konzentrationen einen drastischen
Einfluss auf die Expression zeigen.?'! Zur Induktion wurden 0,1 mM und 0,5 mM IPTG-
Konzentrationen bei Temperaturen von 10 °C, 15°C, 25°C und 30 °C Uber Nacht
getestet. Die optische Dichte (OD600) wurde zu zwei Zeitpunkten bestimmt und
zusatzlich erfolgte eine Gelelektrophorese zur Quantifizierung der hergestellten
Proteinkonzentrationen (Anhang Abbildung A. 3). Wie der Abbildung 4.1 zu
entnehmen ist, zeigt die OD-Messung das beste Wachstum bei 25 °C. Bei héheren oder
niedrigeren Temperaturen konnten deutlich geringere OD-Werte bestimmt werden. Die
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eingesetzte IPTG-Menge hatte dabei keinen nennenswerten Einfluss auf die Ausbeute,
weshalb eine Expressionstemperatur von 25 °C fir alle nachfolgenden rekPSH-
Expressionen sowie 0,1 mM IPTG gewahlt wurden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde das TB-Medium zur Anzucht der Bakterien getestet,
da sich im direkten Vergleich mit dem LB-Medium eine deutlich erhéhte Expressionsrate
zeigte (Abbildung 4.2 (a)). Die durchschnittliche Ausbeute fur rekPSH liegt im TB-
Medium bei 5 mg/mL im Gegensatz zu 2 mg/mL im LB-Medium. TB-Medium weist
gegenuber dem herkdmmlichen LB-Medium eine gesteigerte Pufferkapazitat auf,
wodurch héhere Zelldichten erzielt werden kénnen. Die anschlieRende Aufreinigung von
rekPSH erfolgte Uber eine Ni-NTA Affinitdtschromatographie. Hierbei ist anzumerken,
dass bereits ein grofier Teil rekPSH bei einem Waschschritt mit 20 mM Imidazol eluiert
wird (siehe Anhang Abbildung A. 4). Dieser Schritt soll Verunreinigungen sowie nur
schwach gebundene Produkte von der Saule eluieren, welche keine intakte
Konformation aufgrund der Unzuganglichkeit des Tags aufweisen. Die Vermutung liegt
nahe, dass es sich bei rekPSH daher um fehlgefaltete und somit inaktive Varianten des
Enzyms handelt, und der N-terminale His-Tag aufgrund dessen nicht vollstandig
zuganglich ist. Die Ausbeute an aktivem rekPSH reduziert sich dadurch drastisch.

a b "
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w
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Abbildung 4.2 Vergleich der Expressionsmedien. (a) rekPSH-Ausbeute aus TB- oder LB-Medium in mg/mL
(n=3 technische Replikate). (b) Western Blot (APP-AK) veranschaulicht den Proteolyse-Assay mit in TB-
und LB-Medium exprimierten rekPSH; mit Protease-Inhibitor (L-685,458) zur Kontrolle der erfolgten
Spaltung (AICD blauer Pfeil) sowie reines C99 als Kontrolle (K, schwarzer Pfeil). (c) Gegeniiberstellung der
proteolytischen Effizienz in TB- und LB-Medium (n=3 technische Replikate).

Proteolyse-Assays zeigten, dass die Umsetzung des rekombinanten Substrates C99 mit
rekPSH, hergestellt in TB-Medium, im Vergleich zu rekPSH aus LB-Medium deutlich
erhoht ist (Abbildung 4.2 (b)). Fur alle Analysen ist dabei zu berlicksichtigen, dass die
Molekulargewichte von PSH und C99 in den SDS-Gelen und Western Blots verschoben
sind. Es wird angenommen, dass die Transmembranproteine trotz Zugabe von SDS
nicht vollstdndig denaturieren und somit entfaltet werden kdnnen. Fur alle nachfolgenden
Assays gilt somit, dass PSH knapp Uber 25 kDa (anstatt 34,3 kDa) erscheint, C99 bei
ca. 16 kDa (anstatt 13,5 kDa) und das AICD-Fragment Uber 10 kDa (anstatt 8,1 kDa).
Dabei ist ebenfalls zu beachten, dass die Analysen mittels Immundetektion rein
qualitative Ergebnisse zeigen, da jeder Western Blot unterschiedliche Expositionszeiten
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bendtigt. Somit sind die erhaltenen proteolytischen Effizienzen nur relativ zueinander zu
betrachten und nicht als Absolutwert. Zur Verifizierung der erfolgreichen Proteolyse ist
zudem auf jedem Western Blot eine reine C99 (7 pmol) Probe (mit K gekennzeichnet)
aufgetragen.

Wie Abbildung 4.2 (c) entnommen werden kann, liegt die ermittelte proteolytische
Effizienz des in TB-Medium hergestellten rekPSH bei 45 % und des in LB-Medium
lediglich bei 5 %. Daraufhin wurde beschlossen, dass TB-Medium als Kulturmedium flr
rekPSH in allen nachfolgenden Expressionen zu verwenden ist, um die Ausbeute zu
maximieren sowie eine hohere Aktivitat zu erlangen. Bislang konnte allerdings nicht
geklart werden, wie genau die Diskrepanzen der PSH-Aktivitaten bei den
unterschiedlichen Kultivierungsmedien zustande kommen. In den Proteolyse-Assays
wurden fUr jede Probe die identische finale Konzentration an rekPSH aus TB- und LB-
Medium eingesetzt, wodurch die Vermutung zustande kommt, dass PSH in den Medien
unterschiedlich gut gefaltet wird. Durch unterschiedliche Konformationen kann sich
sowohl der Zugang zum aktiven Zentrum als auch die mdgliche Antikérperbindung
verandern, welches zu einer verminderten Detektion fihren kann. Dies zeigt, dass PSH
sehr sensibel auf die Umgebung sowie auf andere Faktoren zu reagieren scheint, worauf
im Folgenden naher eingegangen wird.

Ein weiterer wichtiger Aspekt flir die erfolgreiche Proteolyse stellte folglich nicht nur das
Expressions-Medium dar, sondern auch die Umgebung, in welcher die Protease nach
der Expression rekonstruiert wird. PSH ist ein Transmembranprotein mit neun TMDs,
welches hydrophob und daher nicht wasserloslich ist. Wahrend und nach der Expression
muss daher ein geeignetes Milieu geschaffen werden, um eine Aggregation zu
verhindern und somit die Aktivitdt der Protease zu gewahrleisten. Fir die Expression
wurde das milde, nicht-ionische Detergens DDM (n-Dodecyl-3-D-Maltosid) verwendet,
welches eine kritische Mizellbildungskonzentration von 0,17 mM aufweist, bei welcher
Tenside beginnen Mizellen auszubilden. Es wird haufig zur Expression, Aufreinigung
oder Kristallisation von Membranproteinen verwendet, da in zahlreichen Studien gezeigt
werden konnte, dass die Aktivitit des Membranproteins intakt bleibt.2'8-2201 Wie
allerdings aus L. Feilen et al. hervorgeht, zeigten die Proteolyse-Assays im Detergens
DDM, dass es zu einer erhohten Produktion des toxischen AB42 Fragments kommt.[8¢]
Daher wurde ebenfalls das in biologischen Membranen haufig auftretende Phospholipid
POPC (1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin) als Umgebung getestet. Wie
die Gruppen um Prof. Dr. Harald Steiner und Prof. Dr. Martin Zacharias® in
molekulardynamischen  Simulationen  zeigen  konnten, ist die  wichtige
B-Faltblatt Interaktion des Substrates (in diesem Fall C83) mit PSH in beiden
Umgebungen identisch. Allerdings zeigten sich Unterschiede in der Fluktuation des
beweglichen Loops1 zwischen TMD1 und 2, welches in DDM erhéht war. Zudem konnte
gesehen werden, dass die TMD6, welche eines der katalytisch aktiven Aspartate
beinhaltet, in DDM aufgewundener ist als in POPC. Diese Erkenntnisse lassen darauf
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schlief3en, dass eine Lipid Umgebung wie POPC-Vesikel die Enzym-Substrat-Interaktion
stabilisieren kann.

Aufgrund dieser Tatsachen wurde PSH in POPC-Vesikeln rekonstruiert, wodurch sich
eine gesteigerte Aktivitat zeigte (Abbildung 4.3 (a)). Dies bestatigte die Vermutung,
dass PSH in der POPC-Umgebung eine vermehrt geordnete Struktur annehmen kann,
wobei das aktive Zentrum stabilisiert und die Zuganglichkeit fur die Substrate erhoht
wird. Die proteolytische Effizienz liegt in POPC-Vesikeln somit Uber 50 %, im Vergleich
zu ca. 20 % im Detergens DDM. Die Inhibition (L-685,458) erfolgte zu gleichen Mal3en.
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Abbildung 4.3 Vergleich der proteolytischen Effizienz von rekPSH in POPC und DDM sowie DMPC.
(a) Western Blot mit FLAG-Tag AK, und die daraus resultierende proteolytische Effizienz mit rekonstruiertem
rekPSH in POPC oder DDM (n=3 technische Replikate). Die AICD ist mit einem blauen Pfeil, rekPSH mit
einem grunen Pfeil und C99 mit einem schwarzen Pfeil markiert. Zusatzlich sind rekPSH Kontrollen in POPC
und DDM sowie die C99 Kontrolle aufgetragen (K). (b) Western-Blot mit APP-AK und der direkte Vergleich
der proteolytischen Aktivitdt in DMPC und POPC (n=2 technische Replikate). Die AICD ist mit einem blauen
Pfeil und C99 (K) mit einem schwarzen Pfeil markiert.

Im Hinblick auf zukinftige proteolytische Untersuchungen mittels NMR- oder
Fluoreszenzpolarisationsmessungen (Vergleich Kapitel 4.3 und 4.4) wurde PSH zudem
in Lipid DMPC-Vesikeln (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin) testweise
rekonstruiert. Hierbei wurden zwei verschiedene Konzentrationen von 0,80 mg/mL
(1,18 mM) und 0,32mg/mL (0,47 mM) eingesetzt, wobei die kritische
Mizellbildungskonzentration von DMPC bei 6 nM?2"! liegt. Aus DLS-Messungen ergab
sich eine durchschnittliche Partikelgrofe von 82 nm (pers. Kommunikation M. Sc. Julia
Flum, Daten nicht abgebildet). Die POPC-Vesikel hingegen hatten hier eine
Konzentration von 0,55 mg/mL (0,72 mM) und eine durchschnittliche PartikelgréRe von
82 nm (siehe Anhang Abbildung A. 1). DMPC wird gerne in Verbindung mit dem
Detergens DHPC (Dihexanoylphosphatidylcholin) fir die Rekonstruktion von
Membranproteinen verwendet, wobei sich sogenannte Disk-ahnliche Bizellen
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ausbilden’???], Dies wird vor allem in der Festkdrper-NMR angewandt, da diese Bizellen
magnetisch ausrichtbar sind®?®! und es dadurch ermoglicht wird, Strukturstudien in
Membran-Mimetika durchzuflihren. Um das System zunachst so einfach wie moglich zu
halten, wurde DMPC allein getestet, welches eine Lipiddoppelschicht ausbildet. Wie hier
in Abbildung 4.3 (b) gezeigt werden kann, weist rekPSH eine ahnlich gute Aktivitat in
DMPC wie in POPC auf. Die proteolytische Effizienz liegt bei einer Konzentration von
0,32 mg/mL bei ca. 30 % im Vergleich zu 37 % in POPC. Der Einfluss von Bizellen auf
die PSH-Aktivitat stellt jedoch einen Aspekt dar, den es im Rahmen zukiinftiger Studien
noch zu untersuchen gilt.

4.1.2 Einfluss des pH-Wertes

Nachdem die rekombinante Expression und die PSH-Umgebung optimiert wurden, galt
es weitere Faktoren in Hinblick auf die rekPSH-Aktivitat und somit einer erfolgreichen
Proteolyse anzupassen. Die korrekte Faltung eines Proteins und die damit
einhergehende Aktivitat wird mafRgeblich vom pH-Wert beeinflusst.??*l Wie gezeigt
werden konnte, ist die humane y-Sekretase bei einem pH-Wert von 6,5 am aktivsten.[?2]
PSH weist hingegen einen leicht verschobenen Trend zu einem neutralen pH-Wert von
7,0 auf, wie aus L. Feilen et al.[®¥ entnommen werden kann. Experimentell wurden in der
hier vorliegenden Arbeit die Puffer Komponenten MES, HEPES und Bicin sowohl einzeln
als auch in Kombination getestet, um einen breiten pH-Bereich abdecken zu kdnnen.
MES besitzt eine Pufferkapazitat im Bereich von pH 5,5-6,5, HEPES von pH 7,0-8,0 und
Bicin von pH 8,5-9,0. Wie in Abbildung 4.4 (a) zu sehen ist, zeigt rekPSH wie erwartet
bei einem pH-Wert von 7,0 die hdchste Aktivitat. Bei einem sauren pH-Wert von 5,5
sowie bei einem leicht basischen pH-Wert von 8 liegen die proteolytischen Effizienzen
lediglich um die 5-15 % (Abbildung 4.4 (b)).
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Abbildung 4.4 Vergleich der proteolytischen Effizienz in unterschiedlichen Puffern. (a) Gezeigt ist ein
Western Blot der Proteolyse mit APP-AK flr verschiedene Pufferzusammensetzungen und pH-Werten,
sowie C99 als Kontrolle. Die AICD ist mit einem blauen Pfeil markiert, C99 (K) mit einem schwarzen Pfeil.
(b) Zusammenfassende Darstellung der proteolytischen Effizienz bei unterschiedlichen Pufferkomponenten
(M=MES, H=HEPES, B=Bicin) (n=2 technische Replikate).
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Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass aus Zeitgriinden nur zwei Messpunkte
herangezogen werden konnten, sodass eine exaktere Effizienzberechnung auf Basis
einer grélteren Datenmenge erforderlich ware. Es zeigte sich hier deutlich, dass PSH
wie bereits erwahnt, nicht nur sensibel auf die Umgebung sowie den pH-Wert reagiert,
sondern auch, dass die Aktivitaten zum Teil grof3en, bislang ungeklarten Schwankungen
unterliegen. Somit weisen die vorliegenden Daten eine gewisse Unsicherheit und zum
Teil groRe Abweichungen in den Aktivitdtsstudien auf. Nichtsdestotrotz kann der
vorliegende Trend des pH-Wertes auf die Assays angewendet werden. Fir alle weiteren
proteolytischen Untersuchungen wurde somit die Kombination aus allen drei
Pufferkomponenten mit einer Konzentration von jeweils 20 mM sowie einer
Salzkonzentration (NaCl) von 150 mM bei pH 7 verwendet, da diese im Zuge der
Zusammenarbeit ebenfalls in der Forschergruppe FOR 2290 fur das System gewahlt
wurden.

4.1.3 Degradation

Die humane y-Sekretase wird durch die Assemblierung ihrer vier Untereinheiten
autoproteolytisch am beweglichen Loop zwischen TMD6 und 7 in ein aktives N- und
C-terminales Fragment gespalten. Diese Art der Autoproteolyse konnte ebenfalls flr
PSH beobachtet werden.®9 Allerdings ist weiterhin bekannt, dass PSH keine
Hilfsproteine bendtigt, um katalytisch aktiv zu sein. Daher kann vermutet werden, dass
das untersuchte Enzym die Fahigkeit besitzt, sich selbst zu schneiden. Im Folgenden
wird diese Hypothese naher erlautert.

C99 C99 C99
kDa Tag1 Kontrolle Tag 10 Kontrolle Tag 14 Kontrolle
40
35
25 -_— -— PSH
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Abbildung 4.5 Veranschaulichung der rekPSH-Degradation. Vergleich der Proteolyse nach unterschiedlich
langen Lagerzeiten (1, 10 und 14 Tage), visualisiert mit APP- und FLAG-AK. Die vollstandige Degradation
von rekPSH nach 10 Wochen Lagerung ist in Rot dargestellt. Jeweils mit Pfeilen markiert sind C99
(schwarz), PSH (grtin), AICD (blau) und die PSH-Degradation (orange).

Abbildung 4.5 (aufierdem Anhang Abbildung A. 5) zeigt, dass in einem Zeitraum von
zweiwdchiger Lagerung des Enzyms in den Proteolyse-Assays eine Abnahme der PSH-
Bande von 25 kDa (gruner Pfeil) hin zu einer Bande bei 15 kDa (oranger Pfeil) zu sehen
ist. Abgebildet sind hier sowohl ein Western Blot mit einem FLAG-Tag-Antikorper,
welcher PSH detektiert, als auch ein Blot mit einem sequenzspezifischen APP-
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Antikdrper (ausschlief3lich gegen den C-Terminus von C99 gerichtet), welcher an das
AICD (blauer Pfeil) bindet. Die proteolytische Effizienz nimmt mit Zunahme der zweiten
PSH-Bande ab, bis nach insgesamt zehn Wochen Lagerung ein vollstandiger PSH-
Abbau zu sehen ist. Die ursprungliche PSH-Bande bei knapp uber 25 kDa ist vollstéandig
verschwunden und nur ein Produkt bei 15 kDa ist sichtbar (roter Kasten). Dieses konnte
dem C-terminalen PSH-Fragment entsprechen, das den FLAG-Tag enthalt. Dabei
kénnte davon ausgegangen werden, dass PSH von Beginn in zwei Fragmenten, ahnlich
zu der y-Sekretase, vorliegt. Das N-terminale Fragment kann aufgrund des hier
fehlenden Tags folglich nicht detektiert werden. Allerdings stellt sich dann die Frage,
weshalb nicht von Beginn an ausschliel3lich die niedrigere Bande des C-Terminus zu
sehen ist. Durch Zugabe von SDS besteht die Moglichkeit, dass die beiden Fragmente
nicht getrennt voneinander vorliegen, wodurch das C-terminale Fragment als einzelnes
nicht erkennbar ware. Dies erklart jedoch nicht die Tatsache, dass sich die PSH-Aktivitat
stark reduziert und folglich die AICD-Produktion herabsetzt. Bei Vorliegen der beiden
-aktiven“ Fragmente ware eine fortlaufende PSH-Aktivitadt zu erwarten. Aufgrund dieser
Tatsachen kann angenommen werden, dass es sich hierbei um eine Art der
Degradierung handeln kdnnte, welche nach zwei- bis vierwdchiger Lagerung bei 4 °C
auftritt. Der Ausléser der Degradation sowie der Mechanismus ist bislang nicht naher
bekannt. Durch Einfrieren und Auftauen nahm die Aktivitdt des Enzyms zusatzlich
deutlich ab (persénliche Kommunikation Dr. Lukas Feilen, Stand 2021). Die Detektion
der PSH-Degradations-Bande bei 15 kDa fuhrt neben der Inaktivitat von rekPSH zu einer
starken Beeintrachtigung der Auswertung des Proteolyse-Assays, da die geschnittenen
AICD-Fragmente an ebendieser Position auftreten. Somit beschrankte sich die Lagerzeit
des aktiven rekPSH bislang auf maximal zwei bis vier Wochen bei 4 °C.

4.1.4 Umsatzrate

Die y-Sekretase ist wie das Rhomboid eine sehr langsame Intramembranprotease in der
Umsetzung der Substrate. Wie F. Kamp et al. und andere!?® 228! zeigen konnten, liegt die
Umsatzrate ket in Proteoliposomen bei 4,33 h'. Damit ist die y-Sekretase 10°-mal
langsamer als Chymosin,??”! welches eine weitere Aspartatprotease darstellt. Die
katalytische Effizienz kea/Km der y-Sekretase liegt somit bei 5,6 s'M™ im Vergleich zu
2,9-106 "M bei Chymosin. F. Kamp et al. konnten auRerdem zeigen, dass die
y-Sekretase nur zu etwa 11 % in einer aktiven Konformation vorliegt, wobei lediglich
~ 35 % des eingesetzten Substrates prozessiert werden.??®! L. Feilen et al.[’®! zeigten
zudem, dass die Enzym-Substrat-Affinitdt von PSH wie auch die der humanen
y-Sekretase sehr gering ist.

In Studien von Y. Wu et al.[??! aus dem Jahr 2023, sowie von S. Naing et al.?*! von 2018
wurden katalytische Daten Uber PSH mittels FRET (Forster-Resonanz-Energie-
Transfer) erhoben. Verwendet wurde dabei das Homolog ohne eingebaute Mutationen.
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Es wurden verschiedene Substrate in DDM- sowie in Bizellen- (DMPC-CHAPSO)
Umgebung untersucht. Fur die Umsetzung des Substrates C99 ergab sich dabei ein kcat
von 1,34 h”' sowie eine katalytische Effizienz Kca/Km von 49,6 s'M'. Zudem wurde
aufgefuhrt, dass PSH andere Substrate wie ErbB4 oder Notch langsamer umsetzen
kann als APP und dass die PSH-Aktivitat in DDM-Mizellen im Vergleich zur humanen
y-Sekretase in POPC-Vesikeln erhoht ist (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1 Vergleich der katalytischen Aktivitdten aus der Literatur zwischen humaner y-Sekretase in
POPC-Vesikeln und PSH in DDM-Mizellen.

Protease Substrat Km(mM) | Keat(s™) kcat/Km (s7'M-)

v-Sekretase in POPC C100-Hiss 0,216 0,00120 5,6 (226]
PSH in DDM C100FRET 0,0075 0,00037 49,6 (228]
PSH in DDM ErbB4FRET 0,0049 0,000047 9,6 (228]
PSH in DDM NotchFRET 0,0042 0,000033 7,9 (228]

In dieser Arbeit wurden proteolytische Assays in POPC (ber einen Zeitraum von 65 h
erhoben und mit den Ergebnissen nach 18 h (Standard Assay Dauer) verglichen. Geman
Abbildung 4.6 (a) verdoppelt sich das AICD-Produkt nahezu, wenn die Proteolyse-
Dauer erhéht wird. So zeigt rekPSH nach 65 Stunden einen prozentualen Umsatz von
etwa 40 %. Diese Daten stimmen mit den bekannten Ergebnissen der humanen
v-Sekretase sowie PSH in DDM Uberein. Dabei wird angenommen, dass sowohl Substrat
als auch Enzym zufallig in der Membran ausgerichtet sind. Die Wahrscheinlichkeit, dass
sich diese in der richtigen Konformation treffen, liegt bei weniger als 50 %. Eine
erfolgreiche Interaktion ist daher stark reduziert, und Aggregationen oder
Dimerisierungen der Transmembranproteine kénnen dies ebenfalls behindern. Somit
zeigt die Umsatzrate nach 65 h vermutlich einen nahezu vollstdndigen mdglichen
Umsatz. Die Schneideeffizienz in Hinblick auf den Wildtyp (WT) C99 ist fir humane
y-Sekretase und PSH dabei nahezu identisch (persénliche Kommunikation Prof. Dr.
Harald Steiner und Dr. Nadine Werner, Stand 2022), wobei PSH eine schwache
Erhdhung der Prozessivitat zeigte.

Fraglich ist, warum die y-Sekretase und auch PSH vergleichsweise langsame und
schlechte Effizienzen in der Umsetzung der Substrate zeigen. Eine mdgliche Ursache
kann dem Western Blot mit FLAG-Antikorper in Abbildung 4.6 (b) entnommen werden.
Bei der abgebildeten PSH-Kontrollprobe nach 65 h ist eine schwache Bande bei 15 kDa
zu erkennen. Diese stimmt mit den zuvor in Kapitel 4.1.3 beschriebenen Banden der
PSH-Degradation Uberein, wobei die proteolytische Effizienz mit zunehmender
Degradation abnahm. Da dieser Prozess bei einer Reaktionstemperatur von 40 °C im
Gegensatz zur Lagerungstemperatur von 4 °C schneller einzutreten scheint, kdnnte dies
einen gesteigerten negativen Einfluss auf die PSH-Aktivitdt haben. Somit ist nicht
auszuschlie3en, dass sowohl PSH als auch die humane y-Sekretase eine zunehmende
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Inaktivierung durch Alterungsprozesse erfahren. Fur eine weitere Klassifizierung dessen
sollten in zukunftigen Messungen kinetische Studien, wie beispielsweise Michaelis-
Menten, durchgefiihrt werden. Dabei kénnten sowohl FRET-basierte Studien als auch
Immunoblots eingesetzt werden, um weitere Anhaltspunkte fur die Aktivitaten zu
erhalten.
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Abbildung 4.6 Veranschaulichung der Umsatzrate der Protolyse mit der Zeit. Vergleich der Standard
Proteolyse Dauer von 18 h zu 65 h mittels APP- (a) und FLAG-Tag-AK Farbung (b), sowie die vereinfachte
Darstellung der proteolytischen Effizienz als Balkendiagramm (n=3 technische Replikate). Jeweils mit
Pfeilen markiert sind C99 (schwarz), PSH (griin), AICD (blau) und die vermutliche PSH-Degradation
(orange). Kontrollen von PSH und C99 sind mit K gekennzeichnet.

4.1.5 In-vitro Proteolyse-Assay des Amyloid-Precursor
Fragments C99 und vier Mutanten mittels rekPSH

Im Zuge der Zusammenarbeit mit der Forschergruppe FOR 2290 wurden von Dr. Mara
Silber unter anderem vier APP Mutanten in Hinblick auf ihre Konformation und
Schneidfahigkeit analysiert.’®®! Im Folgenden wird die Proteolyse von ebendiesen zwei
FAD Mutanten V44MB' 571 ynd 145T36 62,2301 gowie zwei Di-Glycin Mutanten G38P und
G38L® durch rekPSH untersucht. Zur spezifischeren Analyse wurde ein FLAG-Tag
eingebaut und die Substrate entsprechend subkloniert. Zur Aufreinigung mittels
Affinitadtschromatographie enthielten diese ebenfalls einen His-Tag (siehe Kapitel 3.1.2).

4.1.5.1 Proteolyse-Assay mit rekombinanten C99 und Mutanten

Abbildung 4.7 (a) zeigt wie effizient rekPSH die verschiedenen Substrate schneidet,
wobei die produzierte AICD-Menge sich dabei stark unterscheidet. Die Mutanten 145T
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und G38P weisen eine erhdhte AICD-Produktion auf im Vergleich zum WT C99,
wohingegen V44M und G38L weniger gut umgesetzt werden.
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Abbildung 4.7 Proteolyse-Assays mit APP Fragment C99, sowie den Mutanten V44M, 145T, G38P und
G38L. (a) Western Blot des Proteolyse-Assays mit APP-AK; AICD ist mit einem blauen und C99 mit einem
schwarzen Pfeil markiert. (b) SDS-PAGE der rekombinant exprimierten und aufgereinigten Substrate
inklusive der Markierung der mdéglichen Multimerisierungen. (c) Ausbeute der rekombinanten Expression
der Substrate im Vergleich (ausgehend von 1 L Zellmedium) (n=3 technische Replikate). (d) Vergleich der
rekPSH-proteolytischen Effizienz mit den einzelnen Substraten, jeweils mit und ohne Zugabe des Inhibitors
L-685,458 (n=3 technische Replikate).

Die rekombinant exprimierten Substrate zeigen nach der Aufreinigung neben der
gewilinschten monomeren Form auch Oligomere (Abbildung 4.7 (b)). C99 neigt zur
Homodimerisierung, welche die proteolytische Effizienz beeintrachtigt und
gegebenenfalls herabsetzen kann, wie E. Winkler et al. zeigen konnten.?3" Dabei weisen
in etwa 65 % der Proteine in der hier vorliegenden SDS-PAGE keine monomere Form
auf. Des Weiteren ist unterhalb der monomeren Bande bei allen Substraten, abgesehen
von der G38L Mutante, eine zweite Bande zu erkennen, welche in etwa 36 % der
monomeren Form darstellt. Eine mdgliche Ursache hierflir kbnnten Verunreinigungen
durch andere Proteasen sein, welche die Proteine zersetzt haben kénnten. Auffallig sind
ebenfalls die sichtbaren Konzentrationsunterschiede der Mutanten im SDS-Gel im
Vergleich zum Western Blot. Die Konzentrationen (Abbildung 4.7 (c)) wurden mittels
UV-Vis-Spektrometrie bestimmt (vergleiche Kapitel 1.4), wobei es durch die SDS-
Mizellenumgebung zu Beeintrachtigungen der Messungen kommen kann. Diese
verursachen Streulicht, welches die gemessene Absorption Uberlagert. Dadurch
weichen die gemessenen Konzentrationen von den tatsachlichen ab. Des Weiteren kann
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es durch Fehlfaltungen der Proteine ebenfalls zu Diskrepanzen zwischen den SDS-
PAGEs und den Western Blots kommen. Die Detektion mittels Antikorper setzt den
vollstandigen Zugang zur Epitop-Bindestelle voraus. Bei Fehlfaltung kann dieser Zugang
blockiert sein, wodurch eine vollstandige Bindung der Antikorper nicht moglich ist. Auch
Aggregationen und Dimerisierungen koénnen dies negativ beeintrachtigen. Fir die
Anfarbung in der SDS-PAGE wird keine korrekte Faltung vorausgesetzt, da das
Coomassie™ nicht-kovalente Komplexe Uber Van-der-Waals sowie elektrostatische
Wechselwirkungen mit dem Protein ausbildet.[?32]

In der Western Blot Analyse zeigt vor allem G38L eine niedrigere Konzentration als die
anderen Mutanten. In der Annahme, dass die relativen Konzentrationen der Substrate
zueinander unabhangig der Tatsachlichen sind, weisen 145T und G38P mit etwa 40 %
proteolytischer Effizienz eine gesteigerte Umsatzrate zum C99 WT mit nur 30 % auf
(Abbildung 4.7 (d)). Auffallig ist hierbei, dass der verwendete Inhibitor L-685,458 bei
G38P weniger effizient zu sein scheint. Reduzierungen der Inhibition sind ebenfalls bei
V44M sowie G38L zu beobachten, wobei die allgemeine Proteolyse-Effizienz hier
lediglich bei 20-25 % liegt. In Bezug auf die G38L Mutante zeigt sich, dass diese am
wenigsten effizient durch den Inhibitor vor der proteolytischen Spaltung geschitzt wird.

Die proteolytische Effizienz der G38L und G38P Mutanten wurde bereits in HEK239
Membran-Fraktionen mit y-Sekretase getestet, wobei G38L effizienter umgesetzt wurde
als G38P.154 Ebenfalls ergibt sich ein veranderter Mechanismus fiir V44M und 145T. Laut
Studien von S. Devkota et al.®" werden beide Mutanten schlechter geschnitten als der
WT, wobei V44M besser prozessiert wird als 145T. Auch hierflir wurde die humane
v-Sekretase aus HEK-Zellen verwendet. Fir 145T stimmt dies mit rekPSH Uberein, wobei
die Effizienz bei ca. 45 % liegt. V44M hingegen weist mit 20 % eine deutlich verringerte
AICD-Produktion auf. Die Vermutung liegt nahe, dass die Substrate in der hier
getesteten Umgebung aufgrund ihrer Neigung zur Dimerisierung ein anderes
Proteolyseverhalten zeigen wie in der humanen y-Sekretase, wie ebenfalls K. Nadhezin
et al.?® postulierten. Aufgrund von Fehlfaltungen oder Dimerisierungen kénnen die
Substrate nicht korrekt in das aktive Zentrum binden. Zusatzlich kann die notwendige
Ausbildung eines B-Stranges der C99 Mutanten aufgrund von unterschiedlichen
Konformationen vermindert sein, wodurch die Schneideeffizienz herabgesetzt ist.

Damit lasst sich auch die verminderte Inhibition der Mutanten erklaren. Der Inhibitor
L-685,458['%1 welcher einen Hydroxyethylen-Dipeptid-Isostere darstellt, reduziert die
AB40 und AB42 Produktion. Hierbei kommt es zur Bildung von Wasserstoffbricken
ausgehend von der isosteren Hydroxylgruppe im Ubergangszustand des Inhibitors,
welche die helikale Konformation der Substrate stabilisieren. M. Hitzenberger und
M. Zacharias zeigten mittels molekulardynamischer Simulationen, dass die
Bindungsgeometrie des Inhibitors zu den C99 Resten L49-L52 passt und somit die
B-Strang Formierung widerspiegelt.?* Dadurch ist nicht die Enzym-Substrat-Interaktion
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per se inhibiert, jedoch die Ausbildung der B-Faltblatter der Substrate, welche fir die
erfolgreiche Proteolyse bendtigt werden. Somit zeigen die Mutationen der Substrate
Einfluss auf die raumliche Ausrichtung, wie im nachsten Absatz naher erlautert wird,
sowie auf die Helizitat. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass die Konformation des
rekPSH fiir eine erfolgreiche Inhibition verantwortlich ist. Eine PSH-Kristallstruktur (PDB:
4Y6K) konnte zeigen, dass der verwandte Inhibitor L-682,679 die beiden katalytischen
Aspartate mit einer hohen Elektronendichte durch eine Phenol-Gruppe separiert.®’ Bei
mdglicher Fehlfaltung kénnte folglich der Inhibitor nicht passend in die Tasche zwischen
TMDG6 und TMDS9 eingelagert werden und somit eine verminderte Inhibition stattfinden.
Zudem zeigten die Kristallstrukturen eine hohe Variabilitdt der TMDs, sowie des
beweglichen Loops. Dies deutet zusatzlich auf eine hohe Mobilitat des Enzyms hin.

Basierend auf den experimentellen Ergebnissen der Proteolyse-Assays wurden
bekannte Strukturdaten von humanen Prasenilin und PSH in Zusammenhang mit den
vorliegenden Mutanten hinsichtlich ihres Einbaus in das katalytische Zentrum
untersucht. Dabei wurde eine modifizierte PSH-Kristallstruktur®! verwendet, sowie die
Kryo-Elektronenmikroskopie Struktur des humanen Prasenilin (PDB: 61YC). Das
verwendete PSH-Modell wurde von L. Feilen et al. ausgehend der bekannten
Kristallstruktur (4HYG) so modifiziert, sodass die Reste H171-E177 und A213-G217
zusatzlich modelliert wurden. AuRerdem wurde eine C83-Struktur wahrend der Enzym-
Substrat-Interaktion simuliert. Diese Struktur wurde mit der Prasenilin-Struktur
superpositioniert. Die katalytischen Aspartate zeigen dabei leicht veranderte
Ausrichtungen, wie bereits in Kapitel 1.1.3 aufgefiihrt wurde. In Zusammenhang mit
dreidimensionalen NMR-Substratdaten®® von Dr. M. Silber zeigen sich flr die APP-
Mutanten ebenfalls unterschiedliche raumliche Ausrichtungen der Strukturblindel
(Abbildung 4.8). Verwendet wurden hierfur die PDB-Daten des Wildtyps und der
Mutanten der Transmembrandomane von APP (WT 6YHF, G38L 6YHI, G38P 6YHO,
V44M 6YHP, 145T 6YHX), welche auf die C83 Struktur in den Proteasen
superpositioniert wurden. Dadurch ergibt sich eine grobe Modellierung der Substrate mit
den Enzymen, wobei zu beachten ist, dass die Flexibilitdt von Prasenilin und PSH hier
nicht berlcksichtigt wurde.

Wie M. Silber et al.®®l anhand von Abstandsabhangigkeiten durch NOESY-Spektren
sowie Torsionswinkel zeigen konnten, weisen APP und die untersuchten Mutanten
unterschiedliche Biege- und Drehwinkel auf. Dabei neigt sich vor allem G38P um fast
90°entgegen des APP WT. Bei naherer Betrachtung des Modells kollidieren einige
Strukturen bei einem Abstand unter 3 A mit den Strukturen des Prasenilin und PSH.
G38P kollidiert mit PSH weniger oft im Vergleich zur Prasenilin-Struktur, wahrend G38L
dafur eine hohere Kollisionsrate aufweist. Dieses Verhalten wirde zu den
aufgenommenen Western Blot Analysen passen, wobei PSH die G38P Mutante deutlich
effizienter umsetzt als die G38L Mutante, umgekehrt zu dem Verhalten der y- Sekretase.
In vorhergehenden Studien konnte zudem gezeigt werden, dass PSH vermehrt Ap40
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anstatt Ap42 produziert, was ebenfalls zur Bevorzugung der G38P Mutante passt. Die
unterschiedlichen strukturellen Gegebenheiten und die damit verbundene Interaktion mit
der Protease scheinen einen Einfluss auf die Prozessivitat zu haben, wie im folgenden
Kapitel sowie in Kapitel 6.2.2 weitergehend erdrtert wird.

PSH

Prasenilin

APP
T™MD

V44M
TMD

145T
TMD

G38P
TMD
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Abbildung 4.8 Hypothetischer Vergleich des Enzym-Substrat-Komplexes der APP Transmembrandomane
des Wildtyps und der Mutanten (PDB: WT 6YHF (schwarz), V44M 6YHP (orange), 145T 6YHX (griin), G38P
6YHO (rot), G38L 6YHI (blau)) in einer modifizierten PSH-Struktur (PDB: 4HYG) von L. Feilen et al.[® sowie
der y-Sekretase Prasenilin-Struktur (PDB: 61YC). Die Strukturen wurden auf den N-Terminus von den
vorhandenen APP 131-141 Uberlagert (dunkelblau, K53-K55 des p-Strangs in hellblau). Die initiale
Schnittstelle L49 (Ca) ist als Kugel dargestellt.
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4.1.5.2 Proteolyse-Assay mit zellfreiem C99 und Mutanten

Die Herstellung der rekombinanten Substrate ist verhaltnismaRig zeitaufwandig und flhrt
zu partieller Oligomerisierung und Aggregation. Infolgedessen wurde ein schnelleres
und vereinfachtes Verfahren gesucht. Dabei wurde auf das zellfreie System
zurlckgegriffen, bei welchem Zellextrakte und weitere wichtige Komponenten wie
Aminosauren und Energielieferanten mit einem Vektor kombiniert werden. Hierfur wurde
der urspriingliche pQE60 Vektor in einen Pivex2.3d?*! Vektor subkloniert. Die
Expression erfolgte durch eine Prazipitat-basierte Methode (in P-Extrakten) mit
kontinuierlichem Austausch zwischen Reaktions- und Nahrlésung. Nach der Expression
wurden die Substrate mehrfach mit Puffer und Wasser gewaschen und anschlieend in
einem Puffer mit 0,2 % SDS aufgenommen.
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Abbildung 4.9 Proteolyse-Assays mit zellfrei exprimierten APP Fragment C99 sowie den Mutanten V44M,
145T, G38P und G38L. (a) Gezeigt sind die Reaktionscontainer der zellfreien Proteinexpression von C99
sowie den Mutanten V44M, 145T, G38P und G38L. (b) SDS-PAGE der zellfrei exprimierten und
aufgereinigten Substrate im Vergleich mit rekombinanten C99. (c) Ausbeuten der zellfreien Expression der
Substrate in mg/mL (hochskaliert von 150 yL Reaktionsvolumen auf 1L zur Vergleichbarkeit mit
rekombinanter Expression) (n=3 technische Replikate). (d) Western Blot des Proteolyse-Assays mit APP-
AK; jeweils mit und ohne Zugabe des Inhibitors L-685,458. Die AICD ist mit einem blauen und C99 mit einem

schwarzen Pfeil markiert. (e) Balkendiagramm der rekPSH proteolytischen Effizienzen der Substrate (n=3
technische Replikate).
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Abbildung 4.9 (a) zeigt die zellfrei exprimierten Proteine (C99 und dessen Mutanten) in
den Expressionskapseln. Die Reinheit wurde mittels SDS-PAGE (Abbildung 4.9 (b))
analysiert, wobei die Konzentrationen mittels UV-Vis Absorption ermittelt wurden. Die
Probenkonzentrationen wurden hierbei identisch gewahlt und der rekombinant
exprimierte C99 WT zur Gegeniberstellung mit aufgetragen. Konzentrationsmessungen
ergaben, dass alle Substrate mit £ 3,5 mg/mL Ausbeute exprimiert werden kdnnen,
abgesehen von G38P. Hier liegt die Ausbeute bei ca. 2,5 mg/mL (Abbildung 4.9 (c)).
Zu beachten ist, dass die ermittelten Ausbeuten ausgehend dem kleinen
Reaktionsvolumen von 150 uL auf ein groReres Reaktionsvolumen linear hochskaliert
wurden, um die Expressionen mit den rekombinant exprimierten Proteinen vergleichen
zu konnen. Die zellfrei exprimierten Proteine weisen dabei eine deutlich geringere
Konzentration an Dimeren, Tetrameren und Oligomeren im SDS-Gel auf. Im Western
Blot der Proteolyse (Abbildung 4.9 (d)) sind fir die zellfrei hergestellten Substrate
allerdings ebenfalls Dimer-Banden zu erkennen. Diese scheinen im Vergleich zu den
rekombinanten Substraten im Western Blot starker vorhanden zu sein. Dies konnte
allerdings auf die Zuganglichkeit des C-Terminus zurlickzufuhren sein, an welcher sich
der Epitop-Tag befindet. Méglicherweise ist dieser bei den zellfreien Peptiden besser
zuganglich, wodurch die erhdhten Dimer-Banden erklart werden kdnnten. Wie
nachfolgend aufgefiihrt, scheint die Dimerisierung der Substrate die Proteolyse
allerdings nur bedingt zu beeinflussen. Die Vermutung liegt nahe, dass die Dimere bei
Interaktion mit rekPSH zum Groliteil aufgeldst werden, da ansonsten keine Proteolyse
moglich ist. Dadurch koénnten die Oligomer-Banden im SDS-Gel jedoch vermehrt
sichtbar sein. Die Dimerisierung der zellfreien Proteine ist insgesamt zu etwa 30 %
ausgepragt und somit geringer gegeniber der rekombinanten Expression. Durch die
Aufreinigung mittels Affinitatschromatographie zeigt die rekombinante Probe allerdings
eine insgesamt héhere Reinheit und weniger unspezifische Banden im Hintergrund. Die
zellfrei hergestellten Substrate weisen dahingegen prozentual gesehen 15 % mehr
Verunreinigungen auf, da fir diese lediglich das gebildete Prazipitat gewaschen und
resuspendiert wurde, wodurch dies eine mogliche Erklarung fir die Unreinheiten
darstellen konnte. Die rekombinante Aufreinigungsmethode beinhaltet einen
Waschschritt mit Imidazol, wobei ungewtlinschte Fragmente, welche eine fehlerhafte
Konformation und somit keinen intakten His-Tag aufweisen, herausgewaschen werden
kénnen. Auffallig ist auBerdem, dass die zweite unspezifische Bande unterhalb des
Monomers, wie es bei den rekombinanten Proben der Fall war, bei den zellfreien
Substraten nicht zu sehen ist. Dies kénnte die Proteolyse der rekombinanten Proteine
durch unerwinschte Proteasen im vorherigen Kapitel bestatigen.

Die zellfrei hergestellte V44M-Mutante wird mit etwa 30 % nahezu identisch zum C99
WT umgesetzt (siehe Abbildung 4.9 (d) und (e)). Laut S. Devkota et al.®"! produziert
V44M abhangig von den Produktionslinien unterschiedlich viel AB-Fragmente. Das
AB49->Ap46 ITL-Tripeptid wird ausgehend der Literatur deutlich haufiger generiert als
es beim WT der Fall ist, wohingegen die anderen Produktionslinien der Tripeptide
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herabgesetzt sind. Bei dem AICD-Produktionslevel wurde zudem eine gesteigerte
Proteolyse an der e-Schnittstelle im Vergleich zum WT festgestellt. Nach S. Devkota ist
die AICD aus den Produktionslinien der AB49 Produktion niedriger als die des WT,
wohingegen die AICD-Produktion der AB48 Produktion stark erhoht ist. Demgegenuber
wird 45T mit 35 % im hier vorliegenden Western Blot Assay sogar besser proteolytisch
gespalten als der WT. In der Literatur wird jedoch eine allgemeine Abnahme der
Generierung von AB-Tripeptiden wie auch der AICD unter Verwendung der y-Sekretase
bei dieser Mutante verzeichnet. Die zellfrei hergestellte Mutante G38P zeigt einen
experimentellen Umsatz von 41 % und die G38L Mutante von 13 %. Dabei ist die
Umsatzrate der zellfreien G38L Mutante im Vergleich zur rekombinant generierten um
einen Faktor 2 geringer. Allerdings weisen die Replikate eine grof3e Diskrepanz auf. In
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Harald Steiner in der Forschergruppe FOR 2290
(unverdffentlichte Daten, Stand 2022) konnte gezeigt werden, dass die AB-Produktionen
der G38 Mutanten im Vergleich zum WT in der humanen y-Sekretase herabgesetzt, in
der Proteolyse mit PSH fir G38L jedoch um das Dreifache erhéht sind. Auch flr die
generierten AICD zeigte H. Steiner fur die humane y-Sekretase niedrigere Werte,
wohingegen die Proteolyse mit PSH fur G38P im Vergleich zum WT gesteigert war. Dies
konnte in dieser Arbeit ebenfalls fiir die rekombinant sowie flir die zellfrei exprimierten
Mutanten bestatigt werden. Aullerdem verschieben sich laut H. Steiner die
Produktionslinien hingehend zu 49 fir beide Mutanten. Die G38P Mutante sollte
urspringlich die Proteolyse Effizienz der y-Sekretase erniedrigen, wohingegen die G38L
Mutante diese erhohen sollte.® Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnten
die Annahmen fur rekPSH allerdings nicht bestatigt werden, wobei weitere
Analysemethoden wie die massenspektrometrischen Analysen der Proteolyse Produkte
noch ausstehen.

APP TMD V44M TMD 145T TMD G38P TMD G38L TMD

N-Terminus

C-Terminus

PSH vs.
Prasenilin

Abbildung 4.10 Proteolytische Effizienz von rekPSH im Vergleich zu humaner y-Sekretase in Hinblick auf
AICD-Produktion. Nach oben gerichtete Pfeile (grin=stark) deuten auf eine Zunahme und nach unten

gerichtete Pfeile (gelb=schwach, orange=stark) entsprechend auf eine Abnahme der Effizienz hin (PDB-
Dateien: WT 6YHF, V44M 6YHP, 145T 6YHX, G38P 6YHO, G38L 6YHI).
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Die Ergebnisse der rekombinanten und zellfrei hergestellten Substrate des Proteolyse-
Assays deuten zusammengefasst darauf hin, dass die y-Sekretase und PSH veranderte
Produktionslinien oder méglicherweise bevorzugte Substratkonformationen aufweisen.
Somit prozessiert PSH V44M und G38L schlechter, und 145T sowie G38P besser als die
humane y-Sekretase in Hinblick auf den WT, wie in Abbildung 4.10 grafisch dargestellt
ist. Eine nahere Betrachtung der Konformationen von Substraten und dessen etwaigen
Einfluss auf die Proteolyse erfolgt in Teil zwei der vorliegenden Arbeit.
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4.2 Zellfreie Proteinexpression von PSH und
proteolytische Untersuchungen

Da rekPSH durch Degradation an Reaktivitdt verliert und sich nicht lange flr
Aktivitatsstudien lagern lasst, wurde eine alternative Expression getestet. Die zellfreie
Proteinexpression hat den Vorteil, dass schwer zu exprimierende Membranproteine wie
APP und PSH in kleinem MaRstab und in kurzer Zeit hergestellt werden kénnen. Dies ist
von besonderem Interesse im Hinblick auf Screenings, welche fir die Aufklarung des
Schneidemechanismus der y-Sekretase Verwendung finden. Auflerdem stellt die
zellfreie Expression ein sehr variables System dar, welches insbesondere fur die
sensible Protease von groRem Vorteil ist. Teile dieser Arbeit sind in der Publikation ,Cell-
free protein production of a gamma secretase homolog” von C. Moser und C. Muhle-Goll
(2024) veroffentlicht.i236!

Fur die zellfreie Proteinexpression von PSH wurde der vorhandene Vektor in einen
Pivex2.3d-Vektor?® subkloniert. Dieser ist optimiert fir His-markierte Proteine im
sogenannten Rapid Translation System (RTS). Zusatzlich wurde ein C-terminaler FLAG-
Tag angefligt. Die Expressionen fanden anfanglich unter Standardbedingungen von 20 h
bei 34 °C statt. Dabei wurde zunachst getestet, ob PSH zellfrei hergestellt und
anschlief’end in einem passenden Reagenz geldst werden kann. Die Ergebnisse der
SDS-PAGE und Western Blot Analyse sind dem Anhang, Abbildung A. 6, zu
entnehmen. Dabei kann gesehen werden, dass die Prazipitat-basierte Expression und
die anschlielRende Resuspension in den Detergenzien DDM sowie SDS erfolgreich war.
Das Prazipitat-basierte System wurde zur schnellen und unkomplizierten Herstellung
des Membranproteins gewahlt, wobei dieses im Anschluss in einer gewlnschten
Umgebung resuspendiert werden kann und es keiner aufwendigen Aufreinigung mittels
Affinitdtschromatographie bedarf. Als Kontrolle wurden identische, zellfreie
Expressionen ohne Zugabe des entsprechenden Vektors durchgefiihrt. Diese zeigen in
der Western Blot Analyse wie erwartet kein Produkt. Im SDS-Gel ist jedoch zu erkennen,
dass die zellfrei hergestellten Proteine verglichen mit den zellularen Proteinen eine
starkere Verunreinigung aufweisen, bedingt durch die reduzierte Waschung des
Prazipitats und folglich keiner vollstandigen Aufreinigung. Dies beeintrachtigt im
Folgenden die Konzentrationsbestimmung mittels UV-Vis-Spektroskopie, wie bereits in
Kapitel 4.1.5.1 fir C99 erlautert. Aus diesem Grund wurden stellenweise zusatzlich
Western Blots mit FLAG-Antikdrper als Kontrolle zur Verifizierung der relativen PSH-
Konzentrationen herangezogen.

4.2.1 Zellextrakte und Zellmedium

Die Ergebnisse der rekombinanten Expression zeigten, dass im TB-Medium eine hdhere
Zelldichte erzielt werden konnte als im LB-Medium (Vergleich Kapitel 4.1.1). Aufgrund
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dessen wurden die bendtigten Zellextrakte zur Herstellung des zfPSH ebenfalls in
diesem Medium kultiviert. Hierbei muss angemerkt werden, dass fir die Herstellung der
Extrakte meist das 2xXYPTG-Medium (10 g/L Hefe Extrakt, 16 g/L Trypton, 5 g/L NaCl,
0.1 M Glucose, 4,4 mM KH2PO,4, 8 mM K;HPOQ,) verwendet wird.”*"! Dieses Medium
bietet im Gegensatz zum TB-Medium zusatzlich Glucose an, wodurch es eine weitere
Kohlenstoffquelle fiir Bakterien bietet und somit das Zellwachstum unterstiitzt.?3® In
Anbetracht der Tatsache, dass die rekombinant exprimierten Proteine im TB-Medium
kultiviert wurden, wurde dieses Medium ebenfalls fur die Zellextrakte hinsichtlich der
Vergleichbarkeit gewahlt. Zudem zeigten erste Analysen einer von mir betreuten
Masterarbeit, durchgefuhrt von B. Sc. Franziska Krause, dass die Ausbeuten fur PSH
in YPTG-Medium generierten Zellextrakten nahezu identisch zu jenen in TB-Medium ist
(siehe Anhang Abbildung A. 7). Erste Analysen zur PSH-Aktivitdt in den Extrakten
gewonnen aus YPTG ergaben allerdings eine Steigerung der proteolytischen Effizienz
von 30 % auf 45 % (gegenlber TB) sowohl mit zellfrei, als auch mit rekombinant
exprimierten Substrat C99. Nahere Studien hinsichtlich der PSH-Aktivitat in diesen
Zellextrakten mussen jedoch noch erfolgen.

R-Extrakt P-Extrakt R-Extrakt P-Extrakt

Abbildung 4.11 Reaktionscontainer der zfPSH. Unterscheidung zwischen BL21 DE3 und Rosetta
Zellextrakten sowie in die weitere Untergliederung der R- und P-Extrakte.

Bei der Herstellung der Extrakte in TB-Medium wurden zwei unterschiedliche
Zellstamme verwendet: Zum einen BL21 DE3, welche standardmafRig zur
Proteinexpression verwendet werden und zum anderen Rosetta Zellen, welche speziell
fur die Expression von eukaryotischen Proteinen mit seltenem Codon entwickelt wurden.
Wie Abbildung 4.11 anhand der Prazipitat Bildung/Trlibung zeigt, weist PSH in Rosetta
Zellen eine gesteigerte Expression auf. Diese Beobachtung kann ebenfalls auf die PSH-
Aktivitdt Ubertragen werden. In Abbildung 4.12 (a) ist ein Western Blot dargestellt,
welcher den Unterschied in den Aktivitdten zwischen Rosetta- und BL21 DE3-Zellextrakt
des zfPSH, sowie rekPSH aus TB- und LB-Medium verdeutlicht (Kontrolle Anhang
Abbildung A. 8). Der beste Umsatz des Substrates kann mit rekPSH aus TB beobachtet
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werden. Als Zweites folgt zfPSH, welches in Rosetta-Zellextrakten hergestellt wurde.
Dieses weist mit 20 % proteolytischer Effizienz in etwa die Halfte der moglichen Aktivitat
im Vergleich zur rekombinanten TB-Expression auf. Die Aktivitaten in BL21 DES3
Extrakten (zfPSH) sowie in LB (rekPSH) liegen bei durchschnittlich 5 % (siehe
Abbildung 4.12 (b)).
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Abbildung 4.12 Zellfreie Proteinexpression von PSH in unterschiedlichen Zellextrakten mit anschlieRendem
Proteolyse-Assay. (a) Vergleich der Proteolyse mittels Western Blot Analyse (APP-AK) von zfPSH in Rosetta
und BL21 DE3 Zellen sowie der Vergleich mit rekPSH aus TB- und LB-Medium. AICD ist mit einem blauen
und C99 (K) mit einem schwarzen Pfeil markiert. (b) Graphische Darstellung der ausgewerteten Proteolyse
Effizienz basierend auf (a) (n=3 technische Replikate). (¢) Ausbeute der zfPSH in Rosetta und BL21 DE3
R-und P- Zellextrakten bei 20 °C und 34 °C. (n=3 technische Replikate) (d) Vergleich der Proteolyse mittels
Western Blot Analyse (APP-AK) von zfPSH in Rosetta und BL21 DE3 Zellen; hier mit der Untergliederung
in R- und P-Extrakt; sowie der Vergleich mit rekPSH in TB- und LB-Medium. AICD ist mit einem blauen und
C99 (K) mit einem schwarzen Pfeil markiert.

Die hergestellten Zellextrakte kbnnen zudem in zwei Varianten unterschieden werden:
zum einen in den R-Extrakt, welcher bei der Herstellung weniger haufig zentrifugiert
wurde und somit mehr Zellbestandteile enthalt, und zum anderen in den P-Extrakt,
welcher mehrfach zentrifugiert wurde. Die Ausbeuten zeigen (Abbildung 4.12 (c)), dass
sowohl bei 34 °C als auch bei 20 °C Expressionstemperatur der Rosetta R-Extrakt am
meisten zfPSH exprimiert. Dies ist der Grund, weshalb in den weiteren Studien dieser
Extrakt zur Herstellung gewahlt wurde, da nicht nur die Proteolyse, sondern ebenfalls
die Optimierung der Ausbeute im Fokus stand. Doch auch der P-Extrakt zeigt in den
Proteolyse-Assays einen guten Umsatz (vergleiche Abbildung 4.12 (d)) obwohl die
Ausbeuten um etwa 2/3 geringer sind. Der P-Extrakt weist aufgrund seiner mehrfachen
Zentrifugationsschritte weniger Zellkompartimente der Bakterien auf und gleicht somit
dem S30-Extrakt, welcher bevorzugt fir die zellfreie Expression von Membranproteinen
verwendet wird.[2%":2%9. 2401 Diese Beobachtung lasst darauf schlieRen, dass die Faltung
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des Transmembranproteins mit dem P-Extrakt effizienter erfolgen kénnte. Aufgrund der
deutlich geringeren Ausbeuten wurde allerdings zunachst auf den R-Extrakt
zurtickgegriffen. In kinftigen Studien sollten daher zusatzlich P-Extrakte aus YPTG-
Medium getestet werden. Dabei kdénnten nicht nur die Ausbeuten optimiert werden,
sondern auch eine hohere Tendenz fir die richtige Konformation das Ziel sein.
Experimente der Detergens- und Lipid-basierten zellfreien Expression von PSH zeigten
zudem im Rahmen der von mir betreuten Masterarbeit ausgefiihrt von B. Sc. Franziska
Krause erste positive Ergebnisse (siehe Anhang Abbildung A. 9 sowie zuséatzlich

Abbildung A. 10 fir APP WT und C99), wobei weitere Studien in Hinblick auf die PSH-
Aktivitat ausstehen.

4.2.2 Magnesiumkonzentration
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Abbildung 4.13 Magnesiumscreening der zellfreien Proteinexpression von PSH. (a) Reaktionsgefalle mit
unterschiedlichen Mg?*-Konzentrationen, nach erfolgter Expression bei 34 °C (iber 20 h. (b) Ausbeute in
mg/mL von zfPSH mit 10 — 30 mM Mg?* (n=3 technische Replikate). (c) Western Blot Analyse der Proteolyse
bei den getesteten Mg?*-Konzentrationen fiir zfPSH im Vergleich zu rekPSH (APP-AK). AICD ist mit einem
blauen und C99 (K) mit einem schwarzen Pfeil markiert (d) Darstellender Vergleich der proteolytischen
Effizienz von zfPSH bei unterschiedlichen Mg?*-Konzentrationen (n=3 technische Replikate). (e) Western

Blot der zZfPSH als Kontrolle der Expression (FLAG-AK). PSH ist mit einem griinen Pfeil markiert, C99 (K)
mit einem schwarzen.

Salze spielen bei der Proteinsynthese sowie der damit verbundenen korrekten Faltung
und der Aktivitdt eines Proteins einen entscheidenden Faktor. Vor allem Magnesium
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(Mg?*) hat hier einen essenziellen Beitrag.?*'2431 Mg?* ist ein intrazellulares Kation, dass
in vielen enzymatischen Reaktionen eine Rolle spielt, insbesondere in solchen, an denen
ATP beteiligt ist. In der zellfreien Proteinexpression wird es damit nicht nur fur die
Transkription und Translation bendtigt, sondern auch fur die Aktivierung der RNA-
Polymerase und der Aminoacyl-tRNA Synthese.?*4

Aufgrund dessen wurden fur zfPSH Magnesiumkonzentrationen von 10— 30 mM
getestet. In Abbildung 4.13 (a) sind die Reaktionsgefalie nach erfolgreicher Expression
abgebildet. Auf den ersten Blick sind keine nennenswerten Unterschiede anhand der
Prazipitatmenge zu erkennen. In den Reaktionsgefalen mit 16 mM, 20 mM und 30 mM
Mg?* konnte weniger Proteinpellet zu sehen sein, wobei die ermittelten Ausbeuten
(Abbildung 4.13 (b)) diese Annahme Dbestatigen. Die maximal erreichten
Konzentrationen liegen bei 2,9 mg/mL fir 10 mM und 14 mM Mg?*, wohingegen bei
16 mM und 20 mM Mg?* im Durchschnitt knapp Uber 2 mg/mL erzielt wurden. Die
Expression bei 30 mM Mg?* hat wie auch bei 18 mM Mg?* eine Ausbeute von etwa
2,5 mg/mL. Abbildung 4.13 (c) und (d) (sowie im Anhang Abbildung A. 11) zeigen die
proteolytischen Effizienzen mit den jeweiligen Magnesiumkonzentrationen ausgehend
der Western Blot Analyse. Mit steigender Zunahme der Mg?* Konzentration sinkt die
Aktivitat des Enzyms. Dies kdnnte mit der korrekten PSH-Faltung korrelieren. Abbildung
4.13 (e) zeigt einen Western Blot, welcher mit FLAG-Antikérpern detektiert wurde. Die
eingesetzten PSH-Konzentrationen nach der Expression mit den entsprechenden Mg?*-
Konzentrationen sind identisch gewahlt worden. Wie sich herausstellte, weichen die
eingestellten Proteinkonzentrationen signifikant von den detektierten ab, wie auch schon
fur das Substrat C99 beobachtet werden konnte (Vergleich Kapitel 4.1.5). Eine mdgliche
Erklarung hierfur ist, dass PSH nicht in der korrekten Konformation vorliegt, wobei sich
das C-terminale Ende von zfPSH in den POPC-Vesikeln nach innen gelagert haben
kdnnte. Somit ist der Epitiop-Tag, welcher am C-terminalen Ende des Homologs
lokalisiert ist, moglicherweise nicht zuganglich und folglich nicht detektierbar. Diese
Fehlfaltung verandert zudem die Aktivitdt des Enzyms und inhibiert die Proteolyse-
Effizienz. Aufgrund der Ausbeute und der standardisierten Anwendung wurden 14 mM
Mg?* zur weiteren PSH-Herstellung verwendet. Allerdings sollte eine groRere Anzahl
unterschiedlicher Mg?*-Konzentrationen sowie anderer Salze, insbesondere Kalium,
untersucht werden, um eine weitere Optimierung der Ausbeute und eine Steigerung der
Aktivitat von zfPSH zu erreichen.

4.2.3 Expressionstemperatur

Die Konzentration von 14 mM Mg?* aus den vorhergehenden Versuchen zeigte einen
guten Mittelwert zwischen Ausbeute und Aktivitadt und wurde als Standardkonzentration
festgelegt. Doch nicht nur die Salz-Konzentrationen spielen bei der Expression von
Proteinen eine entscheidende Rolle. Neben Faktoren wie des einwirkenden Druckes
oder chemischen Denaturierungsmitteln ist auch die gewahlte Expressionstemperatur
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wichtig fir die korrekte Faltung eines Proteins.[?45 2461 Niedrigere Temperaturen konnen
aufgrund der langsameren Proteinbewegung die Proteinfaltung dabei positiv
beeinflussen. Aufgrund dessen wurden Expressionstemperaturen von 20 °C — 37 °C
getestet, wobei die R-Zellextrakte aus BL21 DE3 sowie aus Rosetta Zellen verwendet
wurden.
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Abbildung 4.14 Vergleich der proteolytischen Effizienz von zfPSH, hergestellt bei unterschiedlichen
Temperaturen. (a) Western Blot Analyse (APP-AK) von zfPSH hergestellt (Rosetta Zellen) bei Temperaturen
von 20 °C- 37 °C im Vergleich zu rekPSH. Die AICD ist mit einem blauen Pfeil markiert, C99 (K) mit einem
schwarzen Pfeil. (b) Ausbeute des zfPSH in mg/mL in verschiedenen Extrakten bei variierenden
Temperaturen sowie Vergleich zu rekPSH (n=3 technische Replikate). (¢) Zusammenfassung der
proteolytischen Effizienz (Rosetta Zellen) (n=3 technische Replikate). (d) Western Blot (FLAG-AK) zeigt
Differenzen zwischen den Konzentrationen der aufgetragenen PSH-Proben bei unterschiedlicher
Expressionstemperatur. PSH ist mit einem griinen Pfeil markiert, C99 (K) mit einem schwarzen Pfeil.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.14 zusammengefasst dargestellt. Wie dem Western
Blot (Abbildung 4.14 (a)) enthommen werden kann, ist die beste PSH-Aktivitat bei
niedrigeren Expressionstemperaturen von 20 °C oder 25 °C gegeben (hier mit Rosetta
Zellen). Die erhaltenen Ausbeuten an zfPSH sind allerdings durch die Reduktion der
Temperatur reduziert (Abbildung 4.14 (b)). Die maximale Ausbeute in der zellfreien
Proteinexpression zeigte zfPSH in Rosetta Zellen bei 37 °C mit 3,4 mg/mL. Im Vergleich
dazu weist zZfPSH aus Rosetta Zellen bei 20 °C die beste Aktivitat mit lediglich 2,2 mg/mL
Ausbeute auf. Die erhaltenen hoheren  Ausbeuten bei gesteigerter
Expressionstemperatur scheinen dabei keinen Vorteil in der Umsetzung des Substrates
zu bieten. Die korrekte Faltung der neun Transmembrandomanen des zfPSH und die
damit einhergehende Aktivitat konnte durch niedrigere Expressionstemperaturen
gefordert werden (siehe Abbildung 4.14 (c)). Der in Abbildung 4.14 (d) dargestellte
Western Blot wurde mittels FLAG-Antikorper detektiert und zeigt die vermeintliche
Konzentrationsabnahme von zfPSH bei Zunahme der Temperatur. Wie bereits in Kapitel
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.2.2 wurden die identischen Konzentrationen ausgehend der UV-Vis-Messung
aufgetragen. Dabei kann es zu Messfehlern aufgrund der Streuung an den DDM-
Mizellen gekommen sein, in welchen PSH geldst wurde. Allerdings misste sich dies flr
alle gemessenen zfPSH-Proben herausmitteln, da jede Probe identisch hergestellt
wurde. Es kann somit angenommen werden, dass wie zuvor beschrieben, der
C-terminale FLAG-Tag durch Fehlfaltung fur die Antikbrperdetektion unzuganglich wird,
weshalb eine Verringerung der Konzentration wahrgenommen wird. Diese
angenommene Fehlfaltung korreliert wiederum mit der gemessenen Aktivitat. zfPSH,
welches bei 20 °C exprimiert wurde, weist etwa 30 % proteolytische Aktivitat auf. Im
Gegensatz dazu =zeigt die Expressionstemperatur von 37 °C lediglich 20 %
proteolytische Effizienz bei gleicher Konzentration.

Im direkten Vergleich zu zfPSH zeigt rekPSH sowohl eine hohere Ausbeute (4,4 mg/mL)
als auch eine gesteigerte Aktivitat (£ 40 %). Dies wirft die Frage auf, weshalb sich die
zellfreie Expression fur dieses Enzym rentiert. In Anbetracht der Tatsache, dass die
zellfreie Expression in 150 uL Reaktionsgefalien erfolgt, wahrend rekPSH aus 1 L TB-
Medium gewonnen wird, sind die Ausbeuten und Aktivitdten durchaus akzeptabel.
Gerade durch die schnellere Expressionsmaglichkeit der zellfreien Expression von zwei
Tagen im Vergleich zur herkdbmmlichen rekombinanten Expression von funf Tagen ist
diese Methodik in Hinblick auf Screenings hervorzuheben. Durch die kurze Lagerdauer
von PSH und dem damit einhergehenden Aktivitatsverlust ist eine schnellere Expression
von Vorteil, welche zudem Material und Geratekosten spart. Zudem bietet die zellfreie
Expression ein weites Spektrum an moglichen Substanz-Veranderungen, wie der
direkten Zugabe von Detergenzien. In Folgenden Studien ergeben sich somit zahlreiche
Méglichkeiten, verschiedene Parameter zu verdndern und gegebenenfalls zu
optimieren.

4.2.4 Umsatzrate

Die y-Sekretase weist, wie in Kapitel 4.1.4 dargestellt, einen unterdurchschnittlich
langsamen Mechanismus auf. Auch rekPSH zeigte eine vergleichsweise langsame
Prozessierung der Substrate. Um die proteolytische Aktivitat des zfPSH zu verifizieren,
wurden identische Assays durchgefiihrt. Dabei wurden R-Extrakte aus Rosetta- und
BL21 DE3 Zellen verwendet und mit rekPSH aus TB- und LB-Medium verglichen.

Der langsame Schneidemechanismus des zfPSH ist aus den Ergebnissen in Abbildung
4.15 ersichtlich. Wie den Western Blot Analysen entnommen werden kann, ist die
Umsatzrate des zfPSH niedriger als die des Rekombinanten. Auch hier liegt die
Vermutung nahe, dass aufgrund von Konformations- und Faltungsproblemen nicht die
gleiche Aktivitat erzielt werden kann. So weist rekPSH aus TB-Medium eine
proteolytische Effizienz von 48 % nach 65 Stunden auf, im Gegensatz zu 28 % mit zfPSH
aus Rosetta Zellen (Abbildung 4.15 (b)). Die zfPSH aus BL21 DE3 Zellen zeigt eine
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4 Ergebnisse und Diskussion

Effizienz von 23 % nach 65 h und rekPSH aus LB-Medium 29 %. Im Durchschnitt erhdht
sich die proteolytische zfPSH-Effizienz um 12 % von 18 Stunden auf 65 Stunden
Reaktionsdauer. Allerdings fehlen zur Validierung der Daten bislang weitere
Analysemethoden wie eine Michaelis Menten Kinetik, um die genaue Umsatzrate Kcat
ermitteln zu koénnen. Nichtsdestotrotz zeigt dieses Ergebnis die Ahnlichkeit der
unterschiedlich exprimierten Proteine in Bezug auf ihre Aktivitdt auf. Dadurch wurde

bestatigt, dass die zellfreie Expression eine effiziente Alternative zur herkdmmlichen
rekombinanten Expression darstellt.
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Abbildung 4.15 Veranschaulichung der Umsatzrate der Protolyse mit der Zeit im Vergleich zwischen zfPSH
und rekPSH. Gezeigt sind Western Blot Analysen der Proteolyse von C99 nach 65 h (a), sowie 18 h (b)
durch zellfrei und rekombinant exprimierten PSH aus unterschiedlichen Zellextrakten und Medien. Die AICD
ist mit einem blauen und C99 (K) mit einem schwarzen Pfeil markiert. (c) Proteolytische Effizienz der zfPSH

(Rosetta, griin und BL21 DES3, rot) und rekPSH (TB, dunkelgrau und LB, hellgrau) bei 18 h und 65 h (n=2
technische Replikate).
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4.3 Proteolytische Untersuchung mittels
Kernspinresonanzspektroskopie

Da die proteolytische Spaltung der y-Sekretase ein langsam ablaufender Prozess ist
(Vergleich  Kapitel 4.1.4), konnen mittels Kernspinresonanzspektroskopie
Veranderungen der Peakintensitaten zeitaufgeldst verfolgt werden. Dies gibt aufgrund
der chemischen Verschiebungen Aufschluss (ber lokale Anderungen der
Substratstruktur  sowie  struktureller  Eigenschaften einer  Enzym-Substrat-
Wechselwirkung.

HierfGr wurde PSH aufgrund der bendtigten hohen Konzentration sowie erforderlicher
Reinheit rekombinant in DDM exprimiert, Uber eine Affinitdtschromatographie
aufgereinigt und anschlieRend in einen Puffer mit DPC (Dodecylphosphocholin) (60 mM)
Uberflhrt. Das verwendete Substrat APP mit einer Lange von 55 Aminosauren und
einem C-terminalen Linker sowie His-Tag, konnte durch zellfreie Proteinexpression
volimarkiert (N und ™C, Vergleiche Kapitel 6.2.1) hergestellt und anschlielfend in
deuteriertem DPCgss (30 mM) geldst werden. Im Rahmen dieser Untersuchung wurde
DPC als membranahnliche Umgebung gewahlt, da es eine Phosphocholinkopfgruppe
besitzt, die eine Membrangrenzflache darstellt und stabile Mizellen mit einem Radius
von etwa 22 A bildet. Die Mizellen kénnen sich in Lésung frei bewegen und sind daher
gut fir NMR-Messungen geeignet.?#7-24%1 Zudem unterstiitzt DPC die rekonstitutive
Ruickfaltung fehlgefalteter Membranproteine?®® und zeigt Ahnlichkeit zur hydrophoben
Kopfgruppe realer Membranprotein Umgebungen. Die kritische
Mizellbildungskonzentration liegt bei 1 mMP2%, wobei fir NMR-Messungen hohere
Konzentrationen verwendet werden. 249

Das Substrat APP wurde in einen Puffer bei pH 5,25 aufgenommen, welcher eine
identische Zusammensetzung wie der in den Western Blot Analysen verwendete Puffer
hat. Da APP in einem basischen pH-Bereich schnell zu Aggregationen neigte, wurde der
pH-Wert von APP fir die NMR-Messung zunachst auf pH 6,4 eingestellt, sodass es zu
keinen drastischen chemischen Verschiebungen aufgrund des pH-Wertes nach PSH-
Zugabe kommt. rekPSH wurde aus dem Elutions-Puffer in einen Puffer bei pH 8
Uberfiihrt, da dieses bei saurem pH-Wert inaktiv ist. Durch Zugabe von DPC ergab sich
ein pH-Wert von 6,65, bei welcher PSH nachweislich aktiv ist (Vergleich Kapitel 4.1.2).

In Abbildung 4.16 (a) ist das 'H-'SN-HSQC-Spektrum der zellfrei hergestellten
Transmembrandomane des Substrates APP mit '>N-'3C-Vollmarkierung in DPCgs-
Mizellen ohne PSH-Zugabe abgebildet. Die Zuordnung erfolgte mittels
dreidimensionaler NMR-Experimente durch Dr. Mara Silber.® Nach Hinzugabe von
rekPSH zeigen die Peaks einen schwachen chemischen Shift (Abbildung 4.16 (b)).
Dies ist auf den pH-Unterschied zwischen der reinen APP- und der PSH-Probe
zurlckzufiuihren, da diese nicht auf den exakt gleichen pH-Wert einzustellen waren.
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Abbildung 4.16 Proteolytische Untersuchung mittels NMR in einer DPC-Umgebung. (a-d) Die Spektren
wurden an unterschiedlichen Zeitpunkten (0 h (blau),0,5 h (rot),18 h (grtin), 24 h (lila), bei 313K) vor und
nach rekPSH-Zugabe zur APP Probe analysiert. Die mit Pfeilen markierten Peaks erscheinen nach einer
Reaktionszeit von 24 h. (e-f) Die Beispielanalyse zeigt die exemplarische Abnahme des Peak-Volumen von
L49 sowie keiner Abnahme von R5 Uber einen Zeitraum von insgesamt 24 h. Die Volumina schwanken stark
aufgrund von Linienverbreiterung und zunehmender Verschlechterung des Signal-zu-Rauschen.
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Die eindimensionalen NMR-Experimente (Anhang Abbildung A. 12 und Abbildung A.
13) zeigen dabei keine Auffalligkeiten in Hinblick auf eine drastische pH-Wert
Veranderung. Bei einem starkeren pH-Shift gibt es Verschiebungen der NH-Bereiche
(Tieffeld, 7,5-9 ppm), jedoch nicht im aliphatischen Bereich (Hochfeld, 0-4 ppm). Im
zeitlichen Verlauf weisen die Peaks weiterhin schwache Verschiebungen auf, was auf
strukturelle Veranderungen hindeuten konnte.

Die Unterschiede in den chemischen Verschiebungen zwischen den einzelnen
Zeitpunkten sind in Abbildung 4.17 verdeutlicht. Hier ist die Stérung der chemischen
Verschiebung (CSP, engl. Chemical Shift Perturbation)'® 2521 exemplarisch fir die
einzelnen Zeitpunkte (A5 4 h, A5 13 h, AS 17, A 24 h) aufgetragen. Ausgangswert ist
das erste Spektrum nach PSH-Zugabe (0,42 h). Dabei werden die chemischen
Verschiebungen der 'H sowie '°N der jeweiligen Spektren voneinander subtrahiert und
nach Formel [11], Kapitel 1.2.3.1, berechnet.['"® Wie aus der Abbildung 4.16 entnommen
werden kann, weisen einige Peaks, vor allem in der Transmembrandomane, schwache
chemische Verschiebungen auf. Aufgrund des bekannten Schneidemechanismus der
y-Sekretase wird eine Veranderung um die Schnittstelle L49/V50 angenommen. Eine
signifikante Modifikation der initialen Schnittstelle ist jedoch nicht ersichtlich. L49 weist
lediglich Schwankungen in den Shift-Differenzen auf.
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Abbildung 4.17 Stérung der chemischen Verschiebungen nach unterschiedlichen Zeitpunkten. (A3 4 h,
Viereck pink; A5 13 h Kreis blau; A 17 h Dreieck griin; A3 24 h Dreieck lila). Gezeigt sind hier die Differenzen
der Spektren vom Ausgangszeitpunkt 0,42 h in AbhZngigkeit der chemischen Verschiebungen ('H und "°N)
der Aminosaurereste. Die initiale Schnittstelle L49 der y-Sekretase ist markiert.

Die chemischen Verschiebungen, welche nach knapp 24 h beobachtet wurden, lassen
darauf schlieen, dass eine Art der Interaktion zwischen PSH und APP nach langerer
Zeit stattfinden kénnte. Dabei ist fraglich, wie lange Enzym und Substrat in ihrer
jeweiligen DPC-Umgebung brauchen, um aufeinander zu treffen und in einer der
Mizellen miteinander interagieren zu kénnen. Ausgehend der erhobenen Daten kann
angenommen werden, dass eine signifikante strukturelle Anderung in der
Transmembrandomane vorliegt. Das Signal von L49 verliert zunehmend an Intensitat
(siehe Abbildung 4.16 (e)), sowie auch V50, welches auf die initiale Schnittstelle folgt.
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R5 hingegen zeigt keine Veranderung der Intensitaten, welches aul3erhalb der TMD
N-terminal lokalisiert ist. Hierbei muss allerdings angemerkt werden, dass eine
eindeutige Zuordnung der Signale zu den jeweiligen Aminosaureresten durch
Uberlagerungen oder einen primaren pH-Shift erschwert waren. Dabei sind die
Aminosauren der Transmembrandomane E22 und M35, N27 und V44, L34 und V39,
V36 und 147, 141 und V46 Uberlagert. Eine eindeutige Zuordnung der Signale 132 und
L52 ist zudem in den vorliegenden Daten nicht mdglich. Dies liegt entweder daran, dass
die betreffenden Signale verschoben sind, sodass eine Zuordnung erschwert wurde,
oder daran, dass sie aufgrund zu starker Dynamiken und veranderter Relaxationszeiten
nicht mehr im Spektrum vorhanden sind (hauptsachlich bezogen auf den N-Terminus
mit den Resten F4 und L17 sowie D7, Y10, E11, K16, F19, A21 und V24).

Die HSQC-Spektren ab dem Zeitpunkt 24 h zeigen zudem Veranderungen der
Signalintensitaten der Aminosauren G57 und G58 des zugefligten C-terminalen Linkers,
welche allmahlich aus dem Spektrum verschwinden, doch nach langerer Zeit wieder an
Intensitdt zunehmen. Dies kann auf Dynamiken der C-terminalen Aminosauren
hindeuten, wodurch die Relaxationszeiten der Kerne variieren. Auch eine Mdéglichkeit ist,
dass durch fehlerhafte Einlagerung des APP in das aktive Zentrum von PSH diese
Signale aufgrund von Abschirmungen nicht mehr sichtbar sind. Nachdem APP aus dem
Enzym-Substrat-Komplex austritt, kann das C-terminale Fragment wieder frei in Losung
sein, wodurch die Signale erneut auftreten kénnen. Allerdings fehlen bislang weitere
Analysemethoden, sowie vielfaches Wiederholen des Experiments, um diese Thesen zu
stltzen. AulRerdem konnte es sich hierbei um Artefakte handeln, da mit Zunahme der
Zeit auch das Signal-zu-Rausch Verhaltnis stark abnimmt.

Des Weiteren konnten zwei Signale (siehe Pfeile in Abbildung 4.16 (d)) beobachtet
werden, deren Auftreten mit einer Intensitatszunahme im Zeitverlauf einhergeht. Dies ist
ab einem Zeitpunkt von 24 Stunden ersichtlich. N. Clemente et al. konnten in einer NMR
basierten Proteolyse Studie ebenfalls das Aufkommen von neuen Signalen zwischen
122-130 ppm beobachten, was auf eine erfolgreiche Umsetzung des Substrates
hindeuten koénnte.®® Dadurch entstehen neue, kurze C-terminale Fragmente, welche
eine andere chemische Verschiebung aufweisen als die APP TMD. Die zuséatzlich
auftretende allgemeine Linienverbreiterung Ilasst auf einen intermedidren oder
langsamen Austausch zwischen gebundenem und ungebundenem Zustand von Enzym
und Substrat schlielen. Des Weiteren sind Konformationsanderungen des Substrats
denkbar, bevor es zu einer Interaktion mit PSH kommen kann. Wie bereits gezeigt
wurde, winden sich die Substrate der y-Sekretase in ein B-Strang auf, bevor sie
prozessiert werden koénnen. Folglich kann die Linienverbreiterung auch auf eine
Neuordnung des Enzym-Substrat-Komplexes wahrend oder nach der Interaktion
hindeuten.['"®!
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N. Clemente et al.®® demonstrieren in ihrer Studie den Schneidevorgang der V44M
Mutante durch PSH. Dabei entstand eine starke CSP von K28, die in der hier
vorliegenden Arbeit bedingt bestatigt werden konnte. K28 zeigt vor allem nach A3 17 h
einen starkeren Shift als die anderen Aminosauren, jedoch keine eindeutige
Veranderung wie N. Clemente et al. es postulieren. AuRerdem konnten sie héhere CSP
am C-Terminus K53-K55, sowie an T48 und L49 beobachten. Diese Erkenntnisse
decken sich zum Teil mit den hier erhobenen Daten. Dabei ist zu berlcksichtigen, dass
N. Clemente et al. die These aufgestellt haben, dass APP als Dimer von PSH umgesetzt
wird. APP neigt unter verschiedenen Bedingungen =zur Dimerisierung, deren
Mechanismus bis dato nicht vollstandig geklart ist.?>®! Die Umsetzung als Dimer wird mit
dem Fehlen von CSP an der Dimer-Oberflache begrindet (mogliche
Dimerisierungsmotive: G25xxxG29, G29xxxG33, G33xxxG37). Diese Annahme wurde
von der Arbeitsgruppe bisher jedoch nicht durch weitere Experimente bestatigt. In dieser
Arbeit kdnnen keine detaillierten Aussagen zu der Dimer-Bildung oder Umsetzung von
APP als Dimer getroffen werden, da ebenfalls weitere Daten zur Validierung fehlen.
Allerdings konnten ebenfalls K. Nadezhdin et al. zeigen, dass APP in einer DPC-
Umgebung ein  linkshandiges  paralleles  Dimer?®  mit dem  Motiv
[31xxxM35xxG38xxxA42xx145xxxL49xxL52 ausbildet. In ihrer Studie demonstrieren sie
dariiber hinaus, dass die chemischen Verschiebungen von M35 und G38 hervorstechen,
was als leichte Krimmung der Reste von 131-141 interpretiert werden kann und folglich
auf eine Dimerisierung hindeutet. Die Analyse der vorliegenden Spektren zeigt eine
leichte Verschiebung des G38 sowie Veranderungen in den Intensitaten, wobei diese
mit der Zeit geringer werden. Zudem scheint die CSP im Bereich des postulierten Dimers
starker zu sein. Dies legt die Vermutung nahe, dass sich auch hier nach einer gewissen
Zeit in DPC-Mizellen ein APP-Dimer ausgebildet haben kénnte.

Eine abschlieliende Beurteilung des Erfolgs der Proteolyse unter NMR-Bedingungen ist
jedoch nicht méglich, da sich zwar Veranderungen in den Spektren zeigen, die auf eine
erfolgreiche Umsetzung hindeuten koénnten, allerdings kénnte dies auch auf die
Ausbildung eines APP-Dimers nach einer gewissen Zeit zuriickgefiihrt werden oder
schlichtweg auf Artefakte. Western Blot Analysen der Proteolyse kénnen keine
aussagekraftigen Ergebnisse erzielen, da das geschnittene Fragment eine zu geringe
Molekularmasse besitzt. Wiederholungen des Experiments sind daher unerlasslich,
ebenso wie der Einsatz zusatzlicher Analysemethoden wie der Massenspektrometrie zur
Kontrolle der geschnittenen Fragmente.
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4.4 Proteolytische Untersuchung mittels
Fluoreszenzpolarisationsmessungen

Im Rahmen der von mir betreuten Masterarbeit von M. Sc. Julia Flum entwickelte diese
unter meiner Anleitung eine Methode zur Weiterentwicklung des Proteolyse-Assays
mittels Fluoreszenzpolarisationsmessungen. Das Ziel war hierbei die Untersuchung der
Proteolyse durch ein Verfahren, welches die zeitabhangige Umsetzung der Substrate
darstellen sollte. Fluoreszenzpolarisation (FP) bietet den Vorteil selektive
Wechselwirkungen in Echtzeit verfolgen zu kénnen, wobei die zu untersuchenden
Proben durch die Auswahl eines passenden Fluorophors nicht beeintrachtigt werden
(Siehe Kapitel 1.5.3).[2%4 Die  hervorzuhebenden Ergebnisse  des
Fluoreszenzpolarisations-Assays werden folgend in Kirze zusammengefasst
dargestellt.

Als Enzym wurde rekPSH gewahlt, da die bislang generierten Ausbeuten und Aktivitaten
im direkten Vergleich mit zfPSH am hochsten waren. Der verwendete Fluorophor war
hierbei DMA (3-(2-[4-(Dimethylamino)-phenyl]-3-hydroxy-4-oxo-4H-chromen-6-yl)-L-
Alanin),!2%5 2561 welcher von M. Sc. Julia Flum mit Hilfestellung des Kooperationspartners
Dr. Serhii Koniev unter Anleitung von Dr. Sergii Afonin synthetisiert wurde. Ausgangstoff
der Synthese war die Aminosaure L-Tyrosin, bei welcher die Seitenkette zu einer
3-Hydroxyflavon-Gruppe verlangert wurde, welche eine elektronenabgebende
Dimethylaminogruppe beinhaltet.?>”) Der Fluorophor wurde weiterhin an synthetisch
hergestelltes APP der Lange S26-K55 gekoppelt, wobei eine Interaktion mit rekPSH
erfolgte. Eine erfolgreiche Proteolyse dieses Peptids sollte zu einer Abnahme der
Fluoreszenzpolarisation durch die Erh6hung der Molekilrotationen flhren.

Abbildung 4.18 zeigt einen Ausschnitt der ersten Ergebnisse des
Fluoreszenzpolarisations-Assay mit rekPSH. Der Assay basiert auf den etablierten
Analysen, beschrieben in Kapitel 4.1, wobei der Unterschied neben der gewahiten
Analysemethode in der synthetisch hergestellten APP-Transmembrandomane liegt,
welche mit dem Fluorophor DMA gekoppelt ist. Diese wurde nach erfolgter Synthese
mittels RP-HPLC sowie Ether-Waschung aufgereinigt und anschlieRend aufgrund der
starken Hydrophobizitdt zundchst in DMSO (Dimethylsulfoxid) geldst. Die weiteren
Komponenten des Assays, wie der Puffer und die Umgebung der Proteine, wurden
identisch zu den bereits erlauterten Analysen gewahlt. rekPSH wurde in POPC-Vesikeln
rekonstruiert und das Substrat APP konnte flr die Interaktion in SDS aufgenommen
werden (DLS-Messungen in POPC-, SDS- und DDM-Umgebung siehe Anhang
Abbildung A. 1). Die erfolgreiche Fluoreszenzpolarisationsmessung der Proteolyse
kann Abbildung 4.18 (a) enthommen werden. Gemessen wurden zwei unterschiedliche
Konzentrationen an fluoreszenzgekoppelten-APP von 0,5 yM und 1 yM mit 2 uM PSH,
jeweils in Triplikaten Uber einen Zeitraum von 19 h, wobei die FP deutlich abnimmt.
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Abbildung 4.18 Auswertung des Proteolyse-Fluoreszenzpolarisations-Assays von APP TMD mit DMA als
Fluorophor und rekPSH als Protease. (a) Fluoreszenzpolarisations-Messung des Proteolyse-Assays mit
0,5uM und 1puM APP mit jeweils 2 yM rekPSH (n=3 technische Replikate). (b) Reprasentative
massenspektrometrische-Analyse der Proteolyse-Fluoreszenzpolarisationsmessung mit 1 uM APP zeigt
entstandenes  C-terminales  Fragment bei 1081 Da. (c)/(d) Kontrolle der Proteolyse-
Fluoreszenzpolarisationsmessung mit 0,5 yM und 1 yM APP. Gezeigt ist die Proteolyse (grin (c) und
schwarz (d)), die Kontrolle der Proteolyse-Umgebung mit APP ohne rekPSH (rot) und das synthetische
C-terminale Fragment des APP ohne PSH (blau) (n=3 technische Replikate).

Die Abnahme der FP deutet auf eine Produktion des C-terminalen Spaltproduktes (hier
als ctF-APP bezeichnet) des APP durch erfolgte Proteolyse mittels PSH hin. Die
Aufnahme eines MALDI-TOF-Massenspektrums (engl. Matrix-Assisted-Laser-
Desorption-lonization Time-of-Flight) von einer Kontrollprobe und der eigentlichen
Proteolyse-Messung (Abbildung 4.18 (b)) bestdtigen diese Annahme. Die
Kontrollprobe besteht aus dem ebenfalls synthetisch hergestellten ctF-APP gekoppelt
an den Fluorophor DMA, welches das initiale Spaltprodukt der Lange L49-K54
reprasentieren soll. Dieses besitzt eine Masse von 1081,130 Da und kann im MALDI-
TOF-Spektrum der Proteolyse eindeutig lokalisiert werden.

Die parallel zur Proteolyse durchgefiihrten Kontrollmessungen des Peptids, sowie des
synthetischen ctF ohne PSH-Zugabe zeigen abweichende FP-Intensitaten im Vergleich
zur tatsachlich geschnittenen Probe (Vergleich Abbildung 4.18 (a) mit Abbildung
4.18 (c)+(d)). Die APP-Kontrolle ohne die PSH-Zugabe zeigt eine Intensitdtszunahme
mit der Zeit. Dies kann auf erfolgreiche Inkorporation in die POPC-Vesikel hindeuten,
welche dem System zugefilgt sind und die Rotationsbewegung des Molekils dadurch
verlangsamen. Das C-terminale kurze Fragment hingegen zeigt aufgrund der insgesamt
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freieren Rotationsmaoglichkeiten eine niedrigere Fluoreszenzpolarisation als die
Proteolyse. Die stetige Abnahme der FP der Kontrollen mit der Zeit kann allerdings auf
eine nicht gewlinschte Reduzierung der Lebensdauer des Fluorophors hindeuten. Auch
besteht die Moglichkeit, dass es durch die hohe Anzahl an Einzelmessungen zu
Photobleaching kam, wodurch die Fluorophor-Molekile aufgrund des andauernden
Anregungslichtes photochemisch zerstért werden und folglich die Fahigkeit zur
Fluoreszenz verlieren. Zudem ist es nicht auszuschlief3en, dass APP Aggregate bildete,
welche ebenfalls die FP reduzieren kénnten. Dies vermindert bislang die Aussagekraft
des entwickelten Assays.

In kdnftigen Studien wéare es somit sinnvoll auf einen anderen Fluorophor wie
beispielsweise = BODIPY?2%! (5 5-Difluoro-5H-4A5-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diaza-
borinin-4-ylium-5-uide) mit einer erhdhten Lebensdauer zurlckzugreifen. Auch ist die
Wahl einer passenden Membran-Umgebung zu Gberdenken, da aktuell PSH in POPC
mit APP in SDS reagieren muss. Eine einheitliche Umgebung ware flr die mogliche
Interaktion von Vorteil, sodass es Enzym und Substrat leichter fallt sich zu treffen und
eine Interaktion einzugehen. Es wurden bislang Messreihen getatigt (Anhang
Abbildung A. 14), in welcher die Substrate in DMPC, POPC oder DMSO geldst wurden.
Dabei konnte ein abweichendes Polarisationsverhalten beobachtet werden, wobei ein
Optimum flr die FP-Messungen ermittelt werden muss. Die Substrate in DMSO zeigen
eine niedrigere FP als in DMPC oder POPC, wohingegen sich die Lipide in ihrem
Polarisationsverhalten nur geringfligig unterscheiden. Wie bereits in Kapitel 4.1.1
erwahnt, kann DMPC in Verbindung mit DHPC eine Disk-ahnliche Bizelle ausbilden,
welche eine Membran besonders gut widerspiegelt. Dies ware flir eine realitatsnahe
Untersuchung der Proteolyse Mechanismen winschenswert. In DMPC konnten bereits
erfolgreiche Proteolysen mittels Immunoblot nachgewiesen werden (Kapitel 4.1.1). Die
Analyse in DHPC/DMPC Bizellen muss allerdings in kommenden Studien noch
durchgefiihrt werden. Zudem sind etliche Pufferkomponenten dem Assay hinzugeflgt,
wobei das Verhalten jeder einzelnen Substanz in der empfindlichen Umgebung noch
nicht  geklart ist. Zusammenfassend ist jedoch der Erfolg der
Fluoreszenzpolarisationsmessung der Proteolyse hervorzuheben.
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5 Fazit und Ausblick der proteolytischen
Untersuchung

Der erste Teil der Arbeit fokussierte sich auf die rekombinante und =zellfreie
Proteinexpression von PSH sowie dessen proteolytische Aktivitdt. Das Waschen der
zellfrei hergestellten Protein-Prazipitate wurde anstatt einer zeitintensiven Aufreinigung
Uber Affinitdtschromatographie zur schnellen und unkomplizierten Benutzung der
Proteine gewahlt. Dabei zeigten sich die optimalen Expressionsbedingungen in den aus
TB-Medium  generierten  R-Extrakten mit 10-14 mM  Mg?* sowie eine
Expressionstemperatur von 20 °C. Die korrekte Faltung des Transmembranproteins wird
dabei durch die Rekonstruktion in POPC-Vesikeln unterstitzt. zfPSH wies eine
vergleichbare Aktivitat zu rekPSH in den durchgefiihrten Proteolyse-Assays auf.

AbschlieBend kann hervorgehoben werden, dass das schwierig zu exprimierende
Transmembranprotein PSH erfolgreich mittels zellfreier Proteinexpression hergestellt
werden konnte. Dies ist vor allem zukUnftig fur mégliche Screening-Anwendungen von
Vorteil, da bei den zellfreien Expressionen in einem kostengiinstigeren und vor allem
zeiteffizienteren Malstab gearbeitet werden kann. Ebenfalls gelang es das Substrat C99
und dessen Mutanten neben rekombinanter Expression erfolgreich zellfrei herzustellen.
Dadurch erdffnet sich die Mdglichkeit in einem einfachen System in kurzer Zeit eine
Vielzahl an Substraten herzustellen und deren Schneideeffizienzen durch PSH zu
testen. Allerdings sollten in folgenden Studien weitere Expressionsmedien, wie YPTG in
Betracht gezogen werden, sowie die Expression in P-Extrakten, da sich hier eine
moglicherweise optimierte Faltung der Membranproteine zeigte. Aulierdem stehen
weitere Studien mittels Detergens- und Lipid-basierter zellfreier Proteinexpression fir
PSH und das Substrat aus, um diese direkt in eine passende Umgebung flr
Membranproteine zu integrieren.

PSH erwies sich zusammenfassend als sehr umgebungssensibles Protein, welches auf
verschiedene Anderungen, wie des pH-Wertes oder der Temperatur, stark reagierte.
Dabei kam es zu Veranderungen der Konformation sowie der Aktivitat. Die Ausbildung
einer aktiven Konformation schien zudem nur in einem geringen Mal} gegeben, wie
bereits fir die humane y-Sekretase beobachtet werden konnte. Das Prasenilin der
v-Sekretase und PSH sind sich dabei in ihrer Struktur und der katalytischen Aktivitat sehr
ahnlich, unterscheiden sich allerding in der Prozessierung ihrer Substrate. In Proteolyse-
Assays mit dem Substrat C99 sowie den FAD Mutanten V44M und 145T sowie den Di-
Glycin Mutanten G38P und G38L wurden unterschiedliche Praferenzen beobachtet.
G38P und 45T werden im Vergleich zur humanen y-Sekretase besser von der PSH
prozessiert, wohingegen V44M und G38L schlechter geschnitten werden. Dies kann auf
strukturelle Unterschiede zurlickzufiihren sein, sowie auf die Fahigkeit mit den
Substraten zu interagieren. Nichtsdestotrotz stellt PSH ein gutes Modell-Substrat zur
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Erforschung der Substratinteraktionen dar, um langfristig mogliche Arzneimittel far
Alzheimer entwickeln zu kdnnen.

Die Weiterentwicklungen der Immunoblot basierten Assays hingehend zu
zeitaufgelosten Varianten konnten ebenfalls erfolgreich Rulckschlisse auf die
Prozessierung der Substrate liefern. Die NMR basierte Variante zeigte Anderungen in
den aufgenommenen Spektren sowie in den chemischen Verschiebungen mit der Zeit.
Das Aufkommen neuer Peaks sowie die gezeigten CSP koénnen fiir eine erfolgreiche
Proteolyse sprechen. Aufgrund der starken Verschlechterung des Signal-zu Rauschen
ist die Aussagekraft des Assays momentan allerdings herabgesetzt. Somit bedarf es
weiterer Entwicklung hingehend zur Optimierung der Randbedingungen. Nicht nur DPC
sollte als Membranmimetikum in Betracht gezogen werden, sondern auch Bizellen oder
Nanodisks kdnnen verwendet werden, um die Membranumgebung noch besser abbilden
zu kénnen. Dabei muss ebenfalls berticksichtigt werden, dass Enzym und Substrat Zeit
bendtigen, um sich zu treffen und miteinander interagieren zu kénnen. Zudem sollten die
Pufferkomponenten auf ein Minimum reduziert und die pH-Werte der Proben angepasst
werden, sodass Einflisse dessen ausgeschlossen werden kdnnen. Ebenfalls kénnte
selektives Fluor-markieren von einzelnen Aminosauren von PSH dazu verwendet
werden, in Fliissig- wie auch Festkdrper-NMR lokalisationsspezifische Anderungen bei
Substratinteraktion wahrnehmen zu kénnen. PSH ist aufgrund der geringeren Grofe im
Vergleich zum y-Sekretase-Komplex mit NMR-Methoden messbar. Ein Ansatz besteht
darin, einzelne Aminosauren der PSH-Sequenz in ein Cystein zu mutieren, wobei diese
Reste mit Fluor markiert werden koénnen. Aufgrund des zweithdchsten
gyromagnetischen Verhéltnisses nach 'H weist '"®F eine besonders hohe
Nachweisempfindlichkeit flir NMR-Experimente auf. Aufgrund des weiten chemischen
Verschiebungsfeldes (> 400 ppm) reagiert '°F sehr sensibel auf kleine Anderungen in
der chemischen Umgebung des zu untersuchenden Molekils. Dadurch ermdéglicht die
Fluor-NMR eine effiziente Untersuchung verschiedener biologischer Prozesse wie
Ligandenbindung, Dynamik und Proteinfaltung.

Die zweite Variante des zeitaufgeldsten Assays brachte erste vielversprechende
Ergebnisse. Die Fluoreszenzpolarisation zeigte eine Abnahme der Polarisation bei
Interaktion mit PSH, wodurch auf eine erfolgreiche Proteolyse geschlossen werden
kann. Die Kontrollproben ohne Zugabe von PSH ergaben keine Abnahmen der
Polarisationen und bestatigten somit die Proteolyse. Damit ist es mdglich, viele
verschiedene Bedingungen fir die Proteolyse parallel untersuchen zu kénnen. Doch
auch hier muss die Analysemethode in Hinblick auf die Reproduzierbarkeit Uberarbeitet
werden, da die einzelnen Messungen zum Teil eine grofe Variabilitat zeigten. Dabei
kénnte beispielsweise die Verwendung eines anderen Fluorophors wie BODIPY von
Vorteil sein. DMA weist eine sehr kurze Fluoreszenzlebensdauer auf, welche die
Messungen negativ beeintrachtigen kénnte. Wie auch in der NMR sollten die
Pufferkomponenten eingegrenzt werden, um das gesamte System zu vereinfachen.
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Zusammengefasst stellt diese Analysemethode jedoch eine gute Méglichkeit dar in
Zukunft den Erkennungs- und Schneidemechanismus von Enzym-Substrat-Komplexen
wie der y-Sekretase zeitabhangig verfolgen zu kénnen.
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Das Wirkungsspektrum der y-Sekretase ist vielfaltig. Es erstreckt sich Gber zahlreiche
Substrate, die beispielsweise eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung, der
Signaltransduktion sowie dem Proteinabbau spielen. Zuletzt postulierte unter anderem
die Arbeitsgruppe um Y. Shi, dass ein Substrat drei Eigenschaften bendétigt, um
geschnitten zu werden: eine o-Helix, welche von der Prasenilin Untereinheit
aufgenommen wird, einen Linker von drei Aminosaureresten, sowie ein 3-Strang-Motiv,
welches die Substratspaltung leitet. Zudem sind die Aminosaurereste der Substrate an
der Schnittstelle entscheidend, ob und in welcher Prozessionskette (Ap49/Ap48)
geschnitten wird. Valin und Leucin sind dabei bevorzugt an der Schnittstelle lokalisiert,
wie bereits mehrere Gruppen zeigen konnten. 82, 259, 260]

Im Folgenden soll auf die Charakterisierung von unterschiedlichen Substraten sowie
einem Nicht-Substrat eingegangen werden, um die Erkennung und Prozessierung der
y-Sekretase noch besser verstehen und die bereits gewonnen Erkenntnisse auf dem
Forschungsgebiet vergleichen zu koénnen. Neben der Generierung von
Strukturinformationen war ein weiteres Ziel die Transmembrandomane-Sequenzen der
Substrate in wiederkehrende Motive zu untergliedern, welche fiir eine mutmalliche
Erkennung der Sekretase sprechen kénnten. In diesem Zusammenhang erfolgt fir jedes
Protein eine kurze Einflhrung Uber die Prozessierung mittels y-Sekretase und
anschliel’end die experimentelle Auswertung.

6.1 Strukturuntersuchungen in TFE-d2/H20

Die vorliegenden Ergebnisse wurden auf Grundlage der von Dr. Mara Silber®
angefertigten Dissertation aus dem Jahr 2021 erhoben und durch erneute Wasserstoff-
Deuterium-Austauschmessungen sowie Strukturrechnungen an weiteren Substraten
und einem Nicht-Substrat erganzt. Diese wurden gemeinschaftlich in der Publikation
~Substrate Selection Criteria in Regulated Intramembrane Proteolysis* von C. Moser et
al.?%" im Marz 2024 veroffentlicht.

Um eine nahere Charakterisierung der Strukturen der Transmembrandomanen zu
erhalten, sowie um diese mit vorausgehenden Arbeiten von Dr. Mara Silber®®! und Dr.
Nadja Guschtschin-Schmidt?®? aus der gemeinsamen Arbeitsgruppe vergleichen zu
kénnen, wurden die Proteine in TFE-d2/H.O gelést und  mittels
Kernspinresonanzspektroskopie vermessen. TFE wurde hier als Umgebung gewahlt, da
dieses keinen auferen Druck auf die Proteine auslibt und somit einen Einblick in die
Bestimmung der Konformation durch die Proteinsequenz ermdglicht. Zudem stabilisiert
TFE die a-helikale Struktur eines Proteins, ohne es in eine bestimmte Orientierung zu
zwingen!?6% 2641 wie es in Detergens-Mizellen oder Lipid-Detergens-Bizellen der Fall ist.
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6.1.1 Amyloid-Precursor Protein (APP) Homolog Amyloid beta
Precursor like Protein (APLP2)

6.1.1.1 Analyse der Transmembransequenz
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Abbildung 6.1 Sequenzvergleich der Transmembrandoméanen von APP und APLP2. Die initialen
e-Schnittstellen sind identisch postuliert, wohingegen die Schnittstellen der y-Sekretase bei APLP2 weiter
N-terminal vorliegen. Die Sequenzvorhersage zeigt fir APLP2 eine helikale Struktur.

Die Sequenzanalyse der Transmembrandomanen von APP sowie dessen nahe
verwandtem Homolog APLP2 zeigt eine 74-%ige Ubereinstimmung in der
Proteinsequenz. Dies lasst auf eine hohe Ahnlichkeit der beiden Proteine schlieRen,
auch in Bezug auf strukturelle Gegebenheiten der Transmembrandomane.[26%: 2661

Die initiale e-Schnittstelle wurde an Position L713["? postuliert und ist somit vergleichbar
mit der e-Schnittstelle in APP an Position L49 (Abbildung 6.1). Die Arbeitsgruppe um A.
Fukumori konnte zuletzt zusatzliche e-Schnittstellen an Position M715 sowie L716
ausmachen.?8"1 Wie bei APP, wird auch bei APLP2 zunachst die Transmembrandomé&ne
von BACE oder ADAM10, einer a-Sekretase oder B-Sekretase (105 bzw. 93 Reste),
prozessiert und somit die Ektodomane gekirzt, bevor das Substrat in das katalytische
Zentrum der y-Sekretase gelangen kann.[’> 2681 Eg sei darauf hingewiesen, dass dabei
die bevorzugte vy-Schnittstelle im Bereich von L698 liegt. Dies ist insofern
bemerkenswert, weil diese Aminosaure deutlich naher am N-Terminus liegt als die
Vergleichbare von APP.#8269 Dje sequenzielle Ahnlichkeit zwischen den
Transmembrandoméanen von APP und APLP2 lasst zunachst die Vermutung zu, dass
die y-Schnittstellen identisch zu lokalisieren sind. Dies konnte in bereits vorliegenden
Untersuchungen jedoch nicht bestatigt werden. Erstaunlicherweise erfolgt zudem keine
Abtrennung der langen Ektodomane eines weiteren Homologs APLP1 vor dem
eigentlichen y-Sekretase-Schnitt, wodurch der Mechanismus der Sekretase noch
undurchsichtiger erscheint.?’% Daher stellt sich die Frage, welche Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten in den Substraten vorliegen und zu einer solchen Diskrepanz flihren.
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Da es keine bekannte Konsensussequenz der y-Sekretase gibt, missen andere
Faktoren fir die Erkennung und Prozessierung der Substrate verantwortlich sein.

Die Sequenzen der Proteine wurden in dieser Arbeit zunachst durch die
Vorhersageprogramme PredictProtein’?”"!, sowie AlphaFold?’? miteinander verglichen,
um erste Anhaltspunkte fur die Strukturinformationen ausgehend der
Aminosauresequenz zu generieren. PredictProtein ist das erste Programm, das 1992
mit der Analyse von Proteinsequenzen begann. Dabei kombiniert PredictProtein
Struktur- und Funktionsvorhersagen basierend auf maschinellem Lernen in Verbindung
mit evolutionaren Informationen. Auch AlphaFold greift auf neuronale Netzwerke zu und
zieht dabei evolutionare, physikalische und geometrische Einschrankungen von
Proteinstrukturen mit ein. Davon ausgehend wurde von PredictProtein eine p-Faltblatt
Signatur fur APP vorhergesagt, welche allerdings nicht fur APLP2 postuliert wurde. Dies
ist Uberraschend, da die Sequenzahnlichkeit der beiden Proteine sehr hoch ist. Bei den
Proteinsequenzen von APLP2 (R717-R719) und APP (K53-K55) ist zudem ein basischer
Anker am C-Terminus zu erkennen. AlphaFold zeigte weiterhin einen flexiblen Bereich
N-terminal beziehungsweise in der Mitte der Transmembrandomane fur beide Proteine
an.

Aus vorhergehenden Studien ist bereits bekannt, dass vor allem der C-Terminus bei der
Erkennung und Prozessierung durch die y-Sekretase eine Ubergeordnete Rolle spielt,
wie beispielsweise anhand von Mutationsstudien gezeigt werden konnte.?”®! Dabei
konnten unter anderem die Arbeitsgruppen um S. F. Lichtenthaler sowie H. Steiner und
D. Langosch mithilfe von sogenannten ,Domain Swaps® zeigen, dass es bei
Veranderungen der C-terminalen Substratsequenzen zu veranderten
Schneidemechanismen durch Prasenilin kommt.['%. 274 Die Arbeitsgruppe von Y. Shi
konnte zudem Strukturinformationen auf atomarer Ebene der Enzym-Substrat-Komplexe
von C83[7% und Notch?®! generieren, welche zeigten, dass eine Umstrukturierung des
Komplexes flr die Proteolyse notwendig ist. Die Helix der Substrat
Transmembrandomane entwindet sich um die Spaltstelle und bindet in der verlangerten
Konformation an ein B-Faltblatt von Prasenilin, welches durch das N-terminale Ende und
den Anfang der TMD7 des C-Terminus gebildet wird. Die entsprechenden Regionen des
freien Enzyms weisen dabei eine ungeordnete Elektronendichte auf und zeigten sich
zudem sehr flexibel.?””1 Im Folgenden soll naher auf die strukturellen Motive, sowie auf
die Dynamiken der Proteine eingegangen werden, um Gemeinsamkeiten und
Unterschiede flir APLP2 und APP herauszuarbeiten.
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6.1.1.2 Auswertung der experimentellen Daten
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Abbildung 6.2 Strukturanalyse des APLP2. (a) Charakteristische sequenzielle NOEs und NOEs mittlerer
Reichweite; in schwarz die eindeutigen Signale, in gelb iberlagerte/nicht-eindeutige Signale. Die Dicke der
Balken ist proportional zur Intensitat der NOEs. (b) HDX von APLP2 (gelb) im Vergleich zu APP (schwarz).
Die mit einem Asterisk markierten Reste tauschten zu langsam aus, um ermittelt zu werden. Die Reste
S689-S693, G697, R717 und R718 konnten aufgrund eines zu schnellen Austausches nicht gefittet werden.
APLP2 weist einen verminderten Austausch auf. (c) Order-Parameter von APLP2 (gelb) im Vergleich zum
Helix-Anteil (grau). (d) Strukturmodelle von APLP2 (PDB: 8RQ6) ausgehend von NOESY-Spektren.
Uberlagert auf APLP2 L695-1705 (gelb) und APP 131-141 (PDB: 6YHF, schwarz transparent). (e) und (f)
Sekundar chemische Verschiebungsdaten von Ha und Ca zeigen eine helikale Struktur. In transparent sind
die SCS der APP TMD hinterlegt.

Die gemessenen 'H-'H-NOESY-, 'H-'H-TOCSY-, 'H-"3C-HSQC- und 'H-'*N-HSQC-
Spektren bestatigen die Annahme, dass es sich bei der Transmembrandomane des
APLP2 wie bei APP um eine o-Helix handelt, wobei nahezu alle Signale den
entsprechenden Aminosaureresten zugeordnet werden konnten (Vergleich Anhang
Abbildung A. 15 und Tabelle A. 2). Die charakteristischen NOEs sind in Abbildung
6.2 (a) dargestellt. Dabei zeigen schwarze Balken eindeutig zugeordnete Signale und
gelbe Balken nicht-eindeutig zugeordnete beziehungsweise Uberlagerte Signale. Die
Dicke der Balken gibt Auskunft Uber die Signalintensitat und somit iber den Abstand der
Reste zueinander. Die charakteristischen NOEs fir eine a-Helix sind fur die
Transmembrandomane gegeben (Vergleich Kapitel 1.2.6), wobei im Bereich von V710-
V714 dgg(i,i+3) NOEs fehlen. Zudem zeigen die dqg (i,i+3) NOEs des C-Terminus ab der
Aminosaure T707 starke Uberlagerungen, wodurch eine eindeutige strukturelle Aussage
fur diesen Bereich erschwert ist. Dies kann zudem auf eine Abschwachung der Helix in
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diesen Aminosaureseitenketten hindeuten, da d.(i,i+3) Kontakte essentiell fur a-helikale
Strukturen sind. Der N-Terminus konnte aufgrund zu schneller Molekularbewegungen
des Proteins nicht im Spektrum detektiert werden, wodurch die fehlenden NOEs (S689-
S693) erklart werden.

Die Messungen des Wasserstoff-Deuterium-Austauschs (HDX) zeigen eine insgesamt
stabile Helix (Abbildung 6.2 (b)). Eine hohe Austauschrate kex steht dabei fiir einen
schnellen Austausch und damit fir eine gewisse Form der Flexibilitdt, da diese
Aminosauren frei zuganglich sind fur das Deuterium. Auffallig ist, dass sowohl der N- als
auch der C-Terminus im Vergleich zu APP deutlich stabilisiert ist. Anstelle des G37-G38-
Motives von APP, welches dem Protein an dieser Stelle eine erhohte Flexibilitat erlaubt,
sind bei APLP2 die Aminosauren 1701-A702 lokalisiert, welche die Helix zu stabilisieren
scheinen. Dies kdnnte eine mogliche Ursache fiir die Verschiebung der y-Sekretase-
Schnittstelle von APLP2 in Richtung des N-Terminus sein. Zudem gibt es keine
ersichtliche Destabilisierung um V710-V714, wie aus den fehlenden dqg(i,i+3) NOEs
gedeutet werden konnte. In diesem Bereich scheint sich die Helix nochmals zu
stabilisieren, wobei I711 den niedrigsten kex-Wert aufweist. Die Austauschraten von APP
M51 sowie APLP2 M715 sind nahezu identisch, was wiederum zu den postulierten
initialen e-Schnittstellen passt. A706 sowie V710 konnten aufgrund eines zu geringen
Austausches nicht exponentiell angepasst werden und die Aminosauren S689-S693,
G697, R717 und R718 zeigten einen zu schnellen Austausch, wodurch keine Signale
mehr detektiert werden konnten.

Der Order-Parameter S2, beschrieben von Lipari und Szabo?’® als ,modellfreier”
dynamischer Formalismus zur Klassifizierung von makromolekularen Relaxationen, gibt
Informationen Uber die Orientierung eines einzelnen, internen H-X-Bindungsvektors an,
welcher wahrend eines dynamischen Prozesses verloren geht.?’”! Bei einer sehr
schnellen internen Bewegung nimmt der Order-Parameter einen Wert von 0 an und bei
keiner Bewegung den Wert von 1. Die Parameter werden hier ausgehend der durch
TALOS+ generierten Diederwinkel basierend auf den sekunddren chemischen
Verschiebungen vorhergesagt. Die ermittelten Order-Parameter von APLP2 zeigen
durchschnittlich keine starke Beweglichkeit der Bindungsvektoren, wobei der N- und
C-Terminus niedrigere Werte beinhalten (Abbildung 6.2 (c)). Dies ist identisch zu den
HD-Austauschwerten und verdeutlicht die erhdhte Flexibilitdt in diesem Bereich. Die
Aminosauren von A694-1701 zeigen ebenfalls geringere Order-Parameter als die mittlere
Transmembrandoméne, welche mit der Schnittstellenlokalisation der y-Sekretase
Ubereinstimmt. Dies kdnnte auf eine Lockerung der Wasserstoffbrickenbindungen in
diesem Bereich hinweisen, wodurch die Proteolyse durch die y-Sekretase ermoglicht
werden konnte. Der Helix-Anteil, ebenfalls berechnet von TALOS+, zeigt kontinuierliche
Werte ab A694-M715, wobei die Aminosauren 1696 sowie G697 eine leichte Abnahme
zeigen. Dies entspricht ebenfalls den lokalisierten Schnittstellen der y-Sekretase,
wodurch diese Beobachtung zu erklaren ist.
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Mit den Abstandsinformationen der NOESY-Spektren sowie den berechneten
Diederwinkeln lassen sich Strukturblindel der Transmembrandomane von APLP2
berechnen, wobei diese in Abbildung 6.2 (d) mit den Aminosaureresten L695-1705 auf
die Reste 131-141 der APP-Strukturen (PDB: 6YHF; transparent) tberlagert wurden.
Dabei fallt auf, dass APP eine gebogenere Struktur zeigt, welche durch die beiden
Glycine G37-G38 begunstigt wird. Zudem richten sich die Strukturbindel in
verschiedene Richtungen aus, hervorgerufen durch die Neigung der APP TMDEl. Trotz
der hohen Identitdt an Aminosduren scheinen APP und APLP2 kleine strukturelle
Unterschiede aufzuweisen. APLP2 zeigt im Durchschnitt eine etwas geradere Struktur
mit geringer Auffacherung im C-Terminus. Die sekundaren chemischen Verschiebungen
(SCS) in Abbildung 6.2 (e/f) bestatigen nochmals die stabile, a-helikale Struktur des
APLP2. Die Werte der APP TMD sind in transparenter Farbe zugefiigt und zeigen einen
Einbruch am Di-Glycin-Motiv. Dies kann flr das nahe Homolog nicht bestatigt werden.
Die Stabilitat der Helix ist gegenliiber APP auch in Hinblick auf den HDX insgesamt
erhoht.

Bis dato gibt es keine bekannten, direkten Proteolyse-Effizienz-Vergleiche von APP und
APLP2, doch ausgehend der erhobenen experimentellen Daten wird hier eine
Reduzierung aufgrund der erhdhten Stabilitat der Transmembrandoméane angenommen.
Die initiale Schnittstelle ist zwischen den Aminosauren Leucin und Valin lokalisiert, an
welchen scheinbar bevorzugt geschnitten wird, wodurch eine Prozessierung durch die
v-Sekretase sehr wahrscheinlich ist. Laut PredictProtein weist APLP2 kein p-Faltblatt
Motiv am C-Terminus auf, wie es fir APP gegeben ist. Vermutet wird allerdings, dass
diese Domane von den Vorhersageprogrammen nicht als solche identifiziert wird.
PredictProtein sowie auch AlphaFold sind abhangig von bestehenden Datenbanken,
wodurch bei fehlenden Informationen oder unbekannten Mustern eventuell nur
unzureichende Vorhersagen getroffen werden koénnen.?®9  AuRerdem sind
Transmembrandomanen fir die Vorhersageprogramme bislang schwieriger zu fassen
als l6sliche Proteine aufgrund der Proteinumgebung, welche die Aminosaurensequenz
beeinflusst sowie die Faltung einschrankt.?®'! Aufgrund der in den experimentellen
Strukturrechnungen sichtbaren Flexibilitat des C-Terminus kann auf eine Auflockerung
der Bindungen in diesem Bereich spekuliert werden und somit auch zu einer moglichen
Umstrukturierung hin zu einem B-Strang-Motiv, welches fir die Interaktion mit dem
Enzym notwendig ist.
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6.1.2 TWEAK-Rezeptor - Fn14

6.1.2.1 Analyse der Transmembransequenz
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Abbildung 6.3 Sequenzvergleich der Transmembrandomanen von APP und Fn14. Die postulierten
Schnittstellen der y-Sekretase sind mit Pfeilen markiert, wobei die groReren Pfeile die Hauptschnittpunkte
darstellen. Fn14 besitzt eine naturliche, kurze Ektodoméane (53 Aminosauren) und bendtigt kein primares
Abtrennen dieser durch andere Proteasen.[”®! Die Sequenz ist helikaler vorhergesagt als bei APP.

Fn14, ein Zelloberflachenrezeptor der TWEAK-Familie, besitzt zahlreiche Funktionen in
der Zellproliferation, Apoptose, Zellmigration und Differenzierung. Neben seiner
Hauptaufgabe in der Hochregulierung bei Gewebestress oder Verletzungen zeigt sich
ein zusatzlicher Mechanismus in der Steuerung der Fn14-Signalgebung nach
Prozessierung durch die y-Sekretase. Aufgrund der somit bestehenden Verbindung zu
Krankheiten wie Alzheimer durch synaptische Dysfunktionen!?®?! oder Krebs ist Fn14 ein
gutes Ziel fur die Arzneimittelentwicklung.l’3: 75 283 284]

Wegen der natirlichen, kurzen extrazellularen Ektodomane mit 53 Aminosauren ist ein
primares Abtrennen dieser bei Fn14 nicht erforderlich. Dies entspricht einer neuen
Klasse an y-Sekretase Substraten, zu denen auch BCMAR3 (engl. B-Cell Maturation
Antigen) sowie Syt7128¢! (engl. Synaptotagmin 7) zahlen. Die von G. Glner et al.
postulierten Schnittstellen durch die y-Sekretase sind in Abbildung 6.3 zu erkennen,
wobei die Hauptschnittstellen mit groReren Pfeilen markiert sind.[”® Dabei ist auffallig,
dass im Vergleich zu APP die y-Schneidprodukte P80-S87 (PILGGALS) zwei Helix-
Windungen weiter in der vorhergesagten Transmembrandomane lokalisiert sind. Dies ist
wiederum vergleichbar mit der Lokalisation der Schnittstellen von APLP2. Zudem kann
ein zusatzlicher Schnitt N-terminal an F75 erfolgen, welcher bislang nicht bei APP
beobachtet werden konnte. Die N-terminale TMD von Fn14 wird zudem insgesamt
helikaler postuliert. Es wird weiterhin ein -Strang-Motiv (F98-V100) vorhergesagt sowie
ein N-terminaler basischer Anker (R102-R103...R105-R107). Eine flexible Doméne
(G83-T89) ist ausgehend der im folgenden Kapitel beschriebenen experimentellen
Daten mit sieben Resten gréRRer postuliert als bei der APP TMD.
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6.1.2.2 Auswertung der experimentellen Daten

Die gemessenen 'H-'H-NOESY-, 'H-'H-TOCSY-, 'H-"3C-HSQC- und 'H-'*N-HSQC-
Spektren zeigten im Allgemeinen eine schlechte Qualitat mit einer Vielzahl an
Uberlagerungen, sowie breiter Linien (Vergleich Anhang Abbildung A. 16 und Tabelle
A. 3). Dies konnte auf eine mégliche Dimerisierung des Fn14 zurlickzuflihren sein. In
seiner naturlichen Signalkaskade bildet Fn14 aus der vorhandenen Cystein-reichen
extrazellularen Domane einen Trimeren-Komplex, welcher Disulfidbriicken ausbildet.["®
Allerdings konnte dies in durchgeflhrten Titrationsversuchen bei Verwendung
unterschiedlicher Fn14 Konzentrationen nicht nachgewiesen werden (qualitativer
Vergleich Anhang Abbildung A. 17). Bei Variation der Proteinkonzentration missten
hierbei Verschlechterungen (erhéhte Konzentration) oder Verbesserungen (niedrigere
Konzentrationen) der Spektrenqualitaten eintreten, falls ein Dimer vorhanden ware. Die
Linienverbreiterung konnte somit auch auf einen Austausch mit dem Losemittel
zurtckzufiihren sein. Des Weiteren fehlen die charakteristischen NOE-Signale der Ha
und Amidproton (dun (i,i+4); R76-W79, L82-G84), Ho. und Hp (dug (i,i+3); R76-L82, L86-
L88)), Hao und Amidproton (dun (i,i+3) L77-P80) sowie Amidprotonen (dwn (i,i+2) R76-
W79, S87-T89) im N-terminalen Bereich (Abbildung 6.4 (a)). Dies lasst auf eine
Destabilisierung der a-Helix schlielen, wobei ebenfalls durchgehend dun (i,i+2) Signale
vorhanden sind, welche auf eine weniger stabile 31o-Helix hindeuten kdnnten. Aulerdem
fehlen die Amidprotonen dnn (i,i+2) der Aminosduren L86-T89, wodurch ebenfalls auf
eine Destabilisierung in diesem Bereich geschlossen werden kann. Die HD-
Austauschdaten in Abbildung 6.4 (b) zeigen einen stabileren Bereich von 181-L94 im
Gegensatz zur Uberlagerten APP TMD 131-141. Der C-Terminus ab S96-W101 zeigt
schnellere kex-Werte und scheint somit flexibler zu sein als es bei APP der Fall ist. Daten
zwischen R76-L82 fehlen aufgrund eines zu schnellen Austausches in dieser Region.

Die Order-Parameter des Fn14 weisen keinen kontinuierlichen, stabilen Verlauf auf,
vielmehr sind mehrere Abschwachungen in der TMD erkennbar (Abbildung 6.4 (c)).
Dabei sind niedrigere Order-Parameter der Aminosauren W79-S87 zu beobachten,
welche identisch zu den vorhergesagten y-Sekretase Schnittstellen sind. Auch der Helix-
Anteil ist hier verringert, was auf eine mogliche Umstrukturierung des Proteins in diesem
Bereich zurlickzuflhren sein kénnte. An der Position L92-L95 sind ebenfalls niedrigere
Order-Parameter sichtbar, welche auf eine Destabilisierung der
Wasserstoffbrickenbindungen der Helix zuriickzuschlieRen ist. Dies kdnnte auf die
mogliche Dimerisierungsposition des Fn14 hindeuten, da auch der HD-Austausch an
dieser Stelle eine gesteigerte Stabilisierung der Aminosauren L92 und L95 aufweist.
Allerdings konnte die Dimerisierung, wie bereits erwahnt, experimentell anhand von
Titrationsmessungen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 6.4 Strukturanalyse des Fn14. (a) Charakteristische sequenzielle NOEs und NOEs mittlerer
Reichweite; in lila Gberlagerte/nicht-eindeutige Signale. Die Dicke der Balken ist proportional zur Intensitat
der NOEs. In Summe zeigt Fn14 eine helikale Struktur doch auch Elemente der 310-Helix sind erkennbar.
(b) HDX von Fn14 (lila) im Vergleich zu APP (schwarz). Signale gekennzeichnet mit einem Asterisk
tauschten zu langsam aus. R102 und R103 fehlen aufgrund von SignallUberlagerung. Fn14 weist N-terminal
einen verminderten Austausch und in der TMD-Region einen gesteigerten Austausch auf. (¢) Order-
Parameter von F14 (lila) im Vergleich zu dem Helix-Anteil (grau). (d) Strukturmodelle von Fn14 ausgehend
von NOESY-Spektren. Uberlagert auf Fn14 G83-G93 (lila) und APP 131-141 (PDF: 6YHF, schwarz
transparent). (e) und (f) Sekundar chemische Verschiebungsdaten von Ha und Ca zeigen eine helikale
Struktur mit leichtem Einbruch um G97.
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Aufgrund der schlechten Qualitat der Spektren und der somit zum Teil unsicheren
Zuordnung der Aminosaurereste weichen die einzelnen Strukturen der durchgefuhrten
Strukturrechnung stark voneinander ab. Dadurch konnen diese nur als eine Tendenz der
moglichen Konformationen betrachtet werden. Aufgrund von Uberlagerungen konnten
nur eine geringe Anzahl von NOEs flr die Strukturberechnungen mit ARIA2 verwendet
werden, wodurch diese beeintrachtigt wurde. ARIA2 berechnet in mehreren
Iterationsrunden mdgliche Strukturen mit der niedrigsten kinetischen Energie ausgehend
der Abstandsinformationen, sowie Winkeln aus den gegebenen Spektren. Signale, die
eine hohe Uberlagerung oder eine unzureichende eindeutige Zuordnung aufweisen,
werden bei der Erstellung der Rechnungen nicht berlcksichtigt, wodurch die
Datenmenge weiter reduziert wird. Die ermittelten Strukturbindel des Fn14 zeigen eine
gebogene, a-helikale Struktur (Abbildung 6.4 (d)). Dabei ist eine dhnlich starke Biegung
im Vergleich zur Transmembrandomane von APP zu erkennen, welche in schwarz
transparent dargestellt ist. Es lassen sich zudem zwei Strukturen ausmachen, die eine
gegenlaufige Neigung aufweisen. Die insgesamt helikale Struktur des Fn14 fachert mit
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der hier gewahlten Superpositionierung zusatzlich ab der Aminosaure G93 auf. Dies
stimmt mit den beobachteten Veranderungen in den Order-Parametern Uberein. Hier ist
ein leichter Einbruch an Position P80-S87 und G93-V100 zu erkennen, sowie eine
deutliche Reduktion der Stabilitdt der Wasserstoffbrickenbindungen an ebendiesen
Aminosauren. Allerdings muss an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen werden,
dass aufgrund der geringen NOE-Daten die Krimmungen der Strukturen stark von der
gewahlten Uberlagerung abhangen, da maRgeblich die TALOS+-Werte zur
Strukturberechnung und keine realen Abstandsinformationen beigetragen haben. Die
SCS zeigen ebenfalls eine a-Helix (Abbildung 6.4 (e/f)) mit einem Einbruch an Position
G97 aufgrund des dort vorhandenen Glycins, das wie Prolin aufgrund der kompakten
Seitenketten als ,Helixbrecher” bekannt ist.[?87]

Zusammenfassend ist die Umsetzung von Fn14 durch die y-Sekretase auf der Basis der
hier erhobenen modifizierten Flexibilitatsdaten im Vergleich zu APP als geringer
einzustufen. Zudem konnten M. Af¥falg et al. bei Experimenten mit einem ,TMD-Swap*
zeigen, dass Fn14 eine geringere Effizienz als APP aufweist, wobei die
Transmembrandoméanen verschiedener Peptide in eine Fn14 Umgebung eingebettet
wurden. 274!

6.1.3 Tyrosin-Protein Kinase Rezeptor - ErbB4

6.1.3.1 Analyse der Transmembransequenz

Yag Va0 Va2 €48
l lzaa Gslas  [Eas
v¥

APPTMD 26 SNKG KKK 55
Y673 Vers

ErbB4 TMD 649 RTPLIAAGVIGGLFILVIVGLTEFAVYVRRKSIKKKR 684
G KKK
..EEEe..... ececeeeceeceeceeeee. . PredictProtein

o o e/h = erweitert/Helix, Zuverlassigkeitsindex 5-6
AAGVIGGLFILVIVGLTFAVYVRRKSIKKKR E/H = erweitert/Helix, Zuverlassigkeitsindex 7
........... hhhh.h..eeehhHhhh. .. E/H = erweitert/Helix, Zuverlassigkeitsindex 8-9

Abbildung 6.5 Sequenzvergleich der Transmembrandomanen von APP und ErbB4. Die postulierten
Schnittstellen der y-Sekretase sind mit Pfeilen markiert, wobei die groReren, dicken Pfeile die
Hauptschnittpunkte widerspiegeln. Die y-Sekretase Schnittstellen sind an Position V673 und V675
vorhergesagt. Die TMD ist schwach helikaler vorhergesagt als bei APP.

ErbB4, ein Mitglied der Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie, besitzt zahlreiche Funktionen
in der Zellproliferation sowie der Differenzierung. Dabei wechselt ErbB4 zwischen einem
inaktiven Monomer und einem ligandeninduzierten Rezeptor-Dimer, wobei das Dimer
die Signalkaskade aktiviert. Zunachst wird ErbB4 von TACE/ADAM17 in der
Ektodoméne an Position H641 und S642 geschnitten, bevor es von der y-Sekretase
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umgesetzt werden kann.?® Die Schnittstellen sind dabei an den Aminosauren V673
sowie V675 postuliert (Abbildung 6.5).2¢9 NMR-spektroskopische Untersuchungen in
DHPC/DMPC-Bizellen zeigten die Ausbildung eines rechtsgangigen-Dimers, welches
Uber das G656xxxG660 Motiv interagiert.l?®* 2°!l Es wird jedoch angenommen, dass die
v-Sekretase ErbB4 bevorzugt in seiner monomeren Form schneidet, da dies ebenfalls
fur APP beobachtet werden konnte.[?3.292.2%3  Dgs Sequenzanalyse Programm
PredictProtein sagt eine Destabilisierung der Helix und folglich ein mogliches -Strang-
Motiv an Position V673-V675 voraus, an welcher die Schnittstellen der y-Sekretase
positioniert sind. C-terminal ist zudem ein basischer Anker vorhanden.

6.1.3.2 Auswertung der experimentellen Daten

Die gemessenen 'H-'H-NOESY-Spektren in TFE-d2/H.O zeigen wie auch bei Fn14 eine
schlechte Qualitat (Vergleich Anhang Abbildung A. 18 und Tabelle A. 4). Es ist zu
beachten, dass dem N-Terminus (K649-K651) sowie dem C-Terminus (K676-678) drei
nicht native Lysine fiir die synthetische Herstellung des Peptids angefligt wurden. In den
Spektren tritt an zahlreichen Amidprotonen eine starke Linienverbreiterung auf, vor allem
im C-Terminus, was fur eine Variabilitat in der Konformation des Proteins sprechen
koénnte. Die Linienverbreiterung konnte besonders ausgepragt fur die Reste L661 und
F662 beobachtet werden, welche sich direkt im Anschluss an das GxxxG-Motiv befinden.
Linienverbreiterungen konnen dabei Anzeichen fur eine Konformationsdynamik
darstellen, jedoch auch fiir Proteinaggregationen. Die geringe Qualitat der Spektren
erschwerte folglich die Strukturberechnung. Aus den NOEs in Abbildung 6.6 (a) geht
hervor, dass vor allem im Bereich A654-V657 sowie T670-V673 die
Amidprotonendistanzen dnn (i,i+2) nicht vorhanden sind. Dies kann auf eine
Destabilisierung der a-Helix hindeuten. AufRerdem gibt es im GxxxG-Motiv keine
dap (i,i+3) NOEs, welches zeigt, dass die Helix hier destabilisiert ist.

Die ermittelten HDX-Daten ergeben einen ahnlichen Verlauf wie fir die
Transmembrandoméne des APP (Abbildung 6.6 (b)). Allerdings ist an Position G668-
V675 eine leichte Destabilisierung des ErbB4 zu erkennen, die in Ubereinstimmung mit
den nicht vorhandenen NOE Kontakten dnn (i,i+2) ist. In diesem Bereich befinden sich
die y-Sekretase Schnittstellen V673 und V675. Dadurch wirde eine Destabilisierung
dieses Bereiches zu einer Umstrukturierung des Substrates passen, welche fiir eine
Interaktion mit der y-Sekretase vorausgesetzt wird. Im Allgemeinen weist ErbB4 beim
Deuterium-Austausch eine geringere Stabilitat auf als es beispielsweise fur APLP2 der
Fall war. Dies ist moglicherweise auf die vier Glycine in der Transmembrandomane
zurtckzufuhren, welche die helikale Struktur eines Proteins reduzieren. Die Reste V665-
V667 sowie L669 konnten aufgrund eines zu langsamen Austausches nicht exponentiell
angepasst werden. Dahingegen war das Bestimmen der Austauschkonstanten fir die
beiden Glycin G659 und G660 aufgrund eines zu schnellen Austausches nicht méglich.
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Der Order-Parameter in Abbildung 6.6 (c) zeigt im Vergleich zu Fn14 geringere
Schwankungen. Im Bereich von 1658-1662 ist eine Verringerung der Werte erkennbar,
maoglicherweise aufgrund des Dimerisierungsprofils. Des Weiteren ist auch der Helix-
Anteil an dieser Stelle deutlich reduziert, wodurch eine Auflockerung der
Wasserstoffbriickenbindungen angenommen wird. Die ermittelten Strukturen auf Basis
der qualitativ schlechten Spektren ergeben, wie auch bei Fn14, lediglich eine Tendenz
an moglichen Strukturen. Hierbei ist auffallig, dass diese bei der gewahlten Uberlagerung
der Strukturen ahnlich stark auffachern wie bei APP. Allerdings ergibt sich eine Neigung
der Strukturblindel entgegengesetzt der APP TMD von etwa 90° (Abbildung 6.6 (d)).
Doch auch hier wurden die Strukturen maf3geblich von den TALOS+-Werten beeinflusst,
wodurch die Aussagekraft stark herabgesetzt wird. Zusammen mit den HD-
Austauschmessungen sowie der schlechten Qualitdt der Spektren wird eine hohe
Variabilitat der Konformation von ErbB4 angenommen. Die SCS-Daten in Abbildung
6.6 (e/f) deuten aufgrund der zum Teil geringen Werte ebenfalls auf eine reduzierte
helikale Tendenz der ErbB4 Strukturen hin. Diese zeigen, wie auch die Order-Parameter
und der Helix-Anteil, einen Einbruch am GxxxG-Motiv sowie an den Resten G668-L669.
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Abbildung 6.6 Strukturanalyse des ErbB4.(a) Charakteristische sequenzielle NOEs und NOEs mittlerer
Reichweite; in flieder Uberlagerte/nicht-eindeutige Signale. Die Dicke der Balken ist proportional zur
Intensitat der NOEs. In Summe zeigt ErbB4 eine helikale Struktur. (b) HDX von ErbB4 (flieder) im Vergleich
zu APP (schwarz). Sehr langsam austauschende Signale sind durch einen Asterisk markiert; G659 und
G660 zeigen sehr schnell austauschende Signale (Rhombus). ErbB4 weist einen vergleichbaren Austausch
zu APP auf. (¢) Order-Parameter von ErbB4 (flieder) im Vergleich zum Helix-Anteil (grau). (d)
Strukturmodelle von ErbB4 ausgehend von NOESY-Spektren. Uberlagert auf ErbB4 A654-L664 (flieder) und
APP 131-141 (PDB: 6YHF, schwarz transparent). (e) und (f) Sekundar chemische Verschiebungsdaten von
Ho und Ca zeigen eine helikale Struktur mit Einbriichen bei G659 und G660 sowie G668 und L669.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Eine abschlieRende Beurteilung zu der proteolytischen Effizienz durch die y-Sekretase
kann nicht getroffen werden, da bislang keine bekannten direkten Vergleichsdaten
vorliegen. Aufgrund der hier experimentell ermittelten mdglichen unterschiedlichen
Ausrichtungen der Transmembrandomanen und folglich der héheren konformationellen
Variabilitat wird eine schwache Verringerung in der Effizienz angenommen. Allerdings
zeigt ErbB4 klare Tendenzen zur Ausbildung eines B-Strangs an der y-Sekretase
Schnittstelle aufgrund der erhéhten Flexibilitat in diesem Bereich (HDX), sowie den
fehlenden NOE-Kontakten. Dies konnte im Vergleich zu APLP2 die Schneideeffizienz
erhohen. AulRerdem sind Valine an den initialen Schnittstellen lokalisiert, welche die
Prozessierung zusatzlich unterstitzen kénnen.

6.1.4 Nicht-Substrat Integrin -1- ITGB1

6.1.4.1 Analyse der Transmembransequenz

Y3s VYao Va2

l 1 llas s Las Ejssés

APPTMD 26 SNKG KKK ss5
ITGB1TMD 726 GPD KLLMITHDRR 761
G KKK
..EEEe..... ceeceeeeceeeeeee. . PredictProtein

e/h = erweitert/Helix, Zuverlassigkeitsindex 5-6
KLLMITHDRR E/H = erweitert/Helix, Zuverlassigkeitsindex 7
... .hhhhHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHD. . . . E/H = erweitert/Helix, Zuverlassigkeitsindex 8-9

Abbildung 6.7 Sequenzvergleich der Transmembrandomanen von APP und ITGB1. Die postulierten
Schnittstellen der y-Sekretase sind mit Pfeilen markiert, wobei die groReren, dicken Pfeile die
Hauptschnittpunkte widerspiegeln. Fir ITGB1 sind keine Schnittstellen aufgrund der Einstufung als Nicht-
Substrat gegeben.

Bislang sind nur einige wenige Nicht-Substrate der y-Sekretase bekannt. Darunter fallen
der natriuretische Peptid-Rezeptor-A (NPR-A) sowie das Typ-1 Transmembranprotein
Integrin B-1 (ITGB1), welches erstmals von der Arbeitsgruppe um D. Selkoel®® als
solches identifiziert wurde. Bei einer Sequenzanalyse mittels PredictProtein zeigt ITGB1
im Gegensatz zu APP eine lange, stark helikale Form. Dadurch wird keine Ausbildung
eines B-Strangs am C-Terminus vorhergesagt. Am C-Terminus ist zudem lediglich ein
Lysin zu finden, wodurch dieser nicht den gleichen basischen Charakter aufweist wie die
APP TMD (Abbildung 6.7). Eine bereits bekannte Strukturrechnung des ITGB1 in
DPC/DHPC-Bizellen bestatigt die Annahme einer geraden, stark helikalen Struktur in der
gewahlten Umgebung.?%4
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6.1.4.2 Auswertung der experimentellen Daten

Die NMR-Spektren von ITGB1 zeigten durchweg eine gute Auflésung mit einer weiten
Verteilung an chemischen Verschiebungen der Amidprotonen (Vergleich Anhang
Abbildung A. 19 und Tabelle A. 5). Lediglich die Leucine L747-L749 Uberlagerten
aufgrund der gleichen Resonanzen stark, wodurch eine eindeutige Zuordnung erschwert
wurde. Dies ist in Abbildung 6.8 (a) an den fehlenden NOEs der Amidprotonen
dnn (i,i+2) in diesem Bereich (ab 1740-L748 sowie L753-1757) zu erkennen. Durch das
nicht Vorhandensein der dan (i,i+2) Kontakte am C-Terminus (1750-M755, H758-R761)
wird allerdings die Stabilitat der a-Helix verdeutlicht, da diese NOEs bevorzugt bei einer
destabilisierten 310-Helix auftreten wirden.
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Abbildung 6.8 Strukturanalyse des Nicht-Substrats ITGB1.(a) Charakteristische sequenzielle NOEs und
NOEs mittlerer Reichweite; in pink Uberlagerte/nicht-eindeutige Signale. Die Dicke der Balken ist
proportional zur Intensitat der NOEs. In Summe zeigt ITGB1 eine helikale Struktur. (b) HDX von ITGB1
(pink) im Vergleich zu APP (schwarz). Zu langsam austauschende Signale sind durch Asteriske markiert;
A743 fehlt aufgrund von Uberlagerung; die anderen fehlenden Aminoséuren tauschten zu schnell aus.
ITGB1 weist N- sowie C-terminal einen langsameren Austausch als APP auf. (c¢) Order-Parameter von
ITGB1 (pink) im Vergleich zum Helix-Anteil (grau). (d) Strukturmodelle von ITGB1 ausgehend von NOESY-
Spektren (PDB: 8RPQ). Uberlagert auf ITGB1 1730-1740 (pink) und APP 131-141 (PDB: 6YHF, schwarz
transparent). (e) und (f) Die sekundar chemischen Verschiebungsdaten von Ha und Ca. zeigen eine helikale
Struktur.

Der Wasserstoff-Deuterium-Austausch in Abbildung 6.8 (b) deutet ebenfalls auf eine
stabile Struktur hin, da die Austauschkonstanten zum GrofRteil niedriger sind als flir APP.
Auffallig ist dabei der C-Terminus des ITGB1 ab W751, welcher eine deutlich erhéhte
Stabilitat gegeniber APP aufweist, wodurch auf eine lange, stabile Struktur des ITGB1
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geschlossen werden kann. Aminoséaure A734 zeigte starke Uberlagerungen, weshalb
hier keine Daten ermittelt werden konnten. L754 hingegen war zu stabil, um Daten zu
generieren. Die restlichen fehlenden Werte konnten aufgrund zu schneller Bewegungen
nicht exponentiell angepasst werden.

Die ermittelten Order-Parameter zeigen nur wenig Bewegung innerhalb der Helix,
wodurch auf eine geringe Dynamik des Proteins geschlussfolgert werden kann
(Abbildung 6.8 (c)). Um G744 zeigt sich ein leichter Abfall der Werte, vermutlich bedingt
durch die kleinen Seitenketten des Glycins, sowie des umliegenden Isoleucins, Leucins
und Alanins. Der Helix-Anteil zeigt hohe Werte, abgesehen vom Einbruch an G734,
ebenfalls bedingt durch die kleine Seitenkette der Aminosdure. Die berechneten
Strukturen (PDB: 8RPQ) in Abbildung 6.8 (d) ergeben eine deutlich langere, a-helikale
Struktur des ITGB1 mit einer leichten Biegung entgegengesetzt zu APP, sowie einer
schwachen Auffacherung des C-Terminus. Dies konnte hier in Zusammenhang mit den
fehlenden Kontaktinformationen aufgrund der Uberlagerung der Leucine L747-L749 in
den NMR-Spektren stehen. Durch die geringere Auffacherung sowie den generierten
HDX-Daten wird folglich eine Stabilisierung des C-Terminus bestatigt. Im Vergleich zu
APP ist somit die a-Helix deutlich verlangert, wie ebenfalls in den Strukturen in
DMPC/DHPC-Bizellen?® von Z. Lu et al. gesehen werden konnte. Die erhaltenen
sekundar chemischen Verschiebungen zeigen ebenfalls eine helikale Struktur des
ITGB1. Auch hier ist ein leichter Einbruch im Bereich um die Leucine erkennbar, welche
nicht eindeutig den entsprechenden Resten zugeordnet werden konnten.

Mehrere Studien, wie die von M. Hemming®® und I. Stiitzer”®, belegen die Tatsache,
dass ITGB1 als Nicht-Substrat betrachtet wird. Auch in der Forschungsarbeit von
M. Al¥falg et al. aus dem Jahr 2024 wird dies bestatigt, wobei eine eindeutige Reduktion
der proteolytischen Effizienz im direkten Vergleich zu Fn14, Notch1 und APP beobachtet
werden konnte.?’¥ Die Umsetzung durch die y-Sekretase wird vermutlich aufgrund
sterischer Hinderungen ausgehend der langen a-helikalen Struktur reduziert. Die
dadurch fehlende Flexibilitat des Proteins konnte folglich ausschlaggebend fur die
Bestimmung als Nicht-Substrat sein.

6.1.5 Vergleichende Diskussion der Substrat Strukturen

Abbildung 6.9 zeigt eine hypothetische Einlagerung der untersuchten Substrate in die
Kryo-EM-Struktur des Prasenilin der y-Sekretase (PDB 6IYC) in Verbindung mit dem
Substrat C83, worauf die ermittelten Strukturen Uberlagert wurden (131-141). Die TMD
des APP WT lasst sich gut in das katalytische Zentrum einlagern, wobei es wie bereits
erwahnt (Vergleiche Kapitel 4.1.5) zu wenigen Kollisionen mit den TMDs der y-Sekretase
kommt. APLP2 (Uberlagerung auf L695-1705) zeigt eine schwache Drehung der Biindel
in Richtung TMD6 und 7 und kollidiert dabei 6fter mit der y-Sekretase als die APP TMD.
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Fn14 (Uberlagerung auf G83-G93) kollidiert stark mit den umliegenden TMDs der
y-Sekretase und auch ErbB4 (Uberlagerung auf A653-L663) fachert starker auf als der
APP WT. Die Auswertung der NMR-Daten ergab jedoch eine geringe Auflésung flr die
beiden Proteine, wodurch die Bestimmung der Strukturen erschwert wurde. Daher sind
die Strukturen hier nur als optische Darstellung zu werten und nicht als tatsachliche
Struktur mit exakter Biegung zu betrachten. Die Strukturen wurden zudem aufgrund zu
weniger NOEs maligeblich durch die erstellten TALOS+-Werte (Diederwinkel) zu einer
Helix gefaltet, wodurch die realen Konformationen verfalscht werden kénnten. Fir das
Nicht-Substrat ITGB1 (Uberlagerung auf 1730-1740) ist die lange TMD zu erkennen,
welche nicht gut zwischen die TMDs der y-Sekretase eingelagert werden kann und
dadurch mit den umliegenden TMDs kollidiert. Zusammenfassend kénnten somit die
Konformationen der Substrate einen entscheidenden Faktor bei der Prozessierung
spielen.

APP TMD APLP2 TMD Fn14 TMD ErbB4 TMD ITGB1 TMD

,’)’2;

Abbildung 6.9 Vergleich der ermittelten Strukturen bei hypothetischer Interaktion mit der y-Sekretase Kryo-
EM-Struktur (PDB 6IYC). Uberlagerungen der Strukturen auf APP TMD Reste 131-141 (PDB 6YHF,
schwarz), APLP2 (PDB 8RQ6, gelb): L695-1705, Fn14: G83-G93 (lila), ErbB4: A653-L663 (flieder), ITGB1
(PDB 8RPQ; pink): 1730-1740. Die TMDs der Substrate kollidieren dabei unterschiedlich stark mit Prasenilin.

Erganzend dazu sollte erwahnt werden, dass eine sogenannte Palmitoylierung der
Substrate einen wichtigen Schlisselpunkt bei der Proteolyse-Effizienz darstellen konnte.
Die Palmitoylierung ist ein reversibler Prozess der posttranslationalen Modifikation,
wobei Protein-Acyltransferasen die Fettsdure Palmitinsdure kovalent an Cysteinreste
von zytosolischen Transmembranproteinen binden. Acylprotein-Thioesterasen kénnen
diese Modifikation rickgangig machen. Die genaue Rolle der Palmitoylierung ist noch
nicht ndher bekannt, allerdings kann die Signaltibertragung von Oberflachenrezeptoren
sowie die Aktivitat der Protease BACE1 beeintrachtigt werden. Dabei erfolgt die
Palmitoylierung von Transmembranproteinen innerhalb der zytoplasmatischen Domane
oder am zytosolischen Ende der Transmembrandomanen, wodurch es zu verminderten
Interaktionen zwischen Enzym und Substrat kommen kann.[274. 295 296]

In Hinblick auf die Funktionsweise der Interaktion zwischen Enzym und Substrat konnte
die Arbeitsgruppe um Y. Shi Kristallstrukturen von C99 (PDB: 8X54) sowie der Peptide
Ap49 (PDB: 8X52) und AP46 (PDB: 8X53) in Zusammenhang mit der humanen
1-Sekretase bestimmen.?? Diese zeigen, dass je kiirzer die Peptide werden, desto tiefer
dringen diese um eine Helix-Windung weiter in das katalytische Zentrum der y-Sekretase
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ein. Y. Shi postulierte daher, dass die Substrate eine N-terminale o-helikale Struktur
bendtigen, die Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit der y-Sekretase interagiert, sowie
ein B-Strang, der sich variabel in das katalytische Zentrum einlagern kann, sodass sich
die Strukturen ,schraubendreherartig in das katalytische Zentrum eindrehen und
geschnitten werden kénnen.

Abschlielend muss hervorgehoben werden, dass sich aus dem Sequenzvergleich der
Substrate und des Nicht-Substrates drei strukturelle Motive herauskristallisiert haben,
welche vermutlich mafRgeblich an der Prozessierung durch die y-Sekretase beteiligt sind
(Abbildung 6.10). Diese wurden unter anderem bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen8 %. 2591 sowie in den vorausgehenden Arbeiten von Dr. Mara Silber!®!
far APP und Dr. Nadja Guschtschin-Schmidt?®? fir Notch postuliert. In dieser Arbeit
konnten die Motive erstmalig durch die parallele Untersuchung weiterer Substrate und
eines Nicht-Substrates unter identischen Bedingungen gefestigt werden. Zum einen
zeigten alle hier untersuchten Substrate eine gewisse Form der Flexibilitdt. Die
Formierung eines p-Stranges konnte zum Teil ebenfalls beobachtet werden. Zudem
zeigen hier die Substrate einen C-terminalen basischen Anker im Anschluss an die TMD.
Doch nicht alle Substrate weisen immer alle Motive im gleichen Ausmal} auf, weshalb
diese nicht als exklusive Selektionskriterien zu betrachten sind. Allerdings scheint das
Vorhandensein von einem oder mehrerer Motive von Vorteil flr die Proteolyse zu sein.
Die allgemeine Flexibilitit der Substrate konnte eine entscheidende
Grundvoraussetzung hierfiir darstellen, welche das Nicht-Substrat ITGB1 aufgrund der
enormen Stabilitat der a-Helix bestatigen kdnnte. Doch auch hier ist die Flexibilitat zwar
von Vorteil, aber kein Haupt-Motiv. Zudem zeigt ITGB1 einen schwachen basischen
Anker, welcher augenscheinlich jedoch nicht fur die Prozessierung auszureichen
scheint.

B-Strang |Basisches Motiv

APP  DVGSNKG @@YTSIHHGV‘VEV

APLP2 DFSLSSS N RERQYGTISHGIVEV
Fn14 PAPFRLLWPII] FVLGLLSGELV/RRCRRREKFTTPIEE
ErbB4 QHARTPL] LFILVIVGLTFAVYVRRES IKKKRALRRFL
ITGB1 PECPTGPD KLLMIIHDRREFAKFEKEKMN

Abbildung 6.10 Zusammengefasster Sequenzvergleich der untersuchten vy-Sekretase Substrate.
Ausgehend der experimentellen Daten wird das Vorhandensein von einem oder mehrerer Strukturmotive
als Vorteilig betrachtet. Das Flexibilitats-Motiv (griin), der B-Strang (orange) sowie ein basischer Anker (blau)
sind farblich hervorgehoben. Die TMD-Sequenzen sind kursiv dargestellt.

Doch nicht nur die Substrate mussen eine gewisse Form der Flexibilitat und Dynamik
aufzeigen. Wie an unterschiedlichen Kristallstrukturen in Zusammenhang mit Inhibitoren
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zusatzlich gezeigt werden konnte, weisen auch die TMDs der y-Sekretase eine grol3e
Variabilitat auf.[?%” 2% Damit haben etwaige Mutationen sowohl auf der y-Sekretase als
auch auf den Substraten einen erheblichen Einfluss auf die Interaktion, wie bereits in
Kapitel 4.1.5 gezeigt werden konnte.

In diesem Zusammenhang mussen in nachfolgenden Arbeiten Interaktionsstudien
zwischen y-Sekretase und Substraten erfolgen, um die oben genannten Kriterien
verifizieren zu kénnen. Dies kdnnte durch die Einfiihrung selektiver Fluoreszenzlabel an
dem Enzym und der Messung mittels NMR realisiert werden, wie bereits in Kapitel 5
angesprochen wurde. Das Selektive markieren bietet die Mdglichkeit die Enzym-
Substrat-Interaktionen vieler verschiedener Substrate in einer kostenglinstigen und
zeitsparenden Methode miteinander vergleichen zu kdnnen.
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6.2 Strukturuntersuchung anhand dipolarer
Restkopplungen

Einzelne Punktmutationen auf den Sequenzen von Proteinen, wie solche die bei FAD
auftreten, flhren zu einem veranderten proteolytischen Verhalten durch die Protease
v-Sekretase.? 2% Aufgrund dessen wurden der APP WT und vier Mutanten hinsichtlich
ihrer strukturellen Gegebenheiten naher untersucht, um einen strukturellen
Zusammenhang mit den Punktmutationen erstellen zu kénnen.

Die Ergebnisse der folgenden Kapitel basieren auf der Zusammenarbeit mit B. Sc.
Franziska Krause im Rahmen ihrer Bachelor- und Masterarbeit, sowie auf der
vorausgehenden Arbeit von Dr. Mara Silber.36 6

6.2.1 Isotrope und anisotrope Messungen

0 MDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAT I( VGGVVIATVIVI I [LKKKP sSHHHHHH 66
Isotrop ngb GL 104— E Anisotrop 104— E
2 r-3 s

S 106— 106—
G25— &~ g37 =8 ag= ﬁz Py = 06 ":z
Gs7, Jw T

Gsaﬁ 108— == 108—

G59 Go ] — <> i

= 10— = 10—

12— 12—

3 L 3

14— 14—

116—: 116—

118 18—

120— 120—

122 122—

145° onan A30 1 24—: 1 24—:

126—] 126—

= 3 = |

Mo 128— 128—

88 86 84 82 80 78 76 74 7.2 7.0 90 88 86 84 82 80 78 7.6 74 72 70
IlllllII|IIll|IlllIl||Illllllllllllllllllllllll— |llll|I|llll|[Illll|l||lllllllllllllllllllllllr_
&'H [ppm] &'H [ppm]

Abbildung 6.11 Isotrope und anisotrope 'H-'*N-HSQC-Spektren der APP TMD ausgehend einer zellfreien
Proteinexpression. Linker und Tag sind in der obenstehenden Proteinsequenz in blau dargestellt, der TMD-
Bereich ist grau hinterlegt. Die anisotropen Spektren zeigen starke Linienverbreiterungen bedingt durch das
Alignmentmedium sowie die zusatzlichen anisotropen Kopplungen.

Zur Messung der dipolaren Restkopplung wurden die Transmembrandomanen von APP
(volle Sequenz D1-K55, TMD-Bereich A30-L52) sowie dessen Mutanten V44M, 45T,
G38P und G38L mittels zellfreier Proteinexpression hergestellt. Der Sequenz sind ein
zusatzlicher Linker, sowie ein His-Tag angefugt, welche bei der Zuordnung und den
spateren Berechnungen nicht relevant sind. Nach der Expression wurden die Proteine
lyophilisiert und anschliefend in TFE-d2/H.O aufgenommen. Dabei lagen die
durchschnittlichen  erhaltenen  Konzentrationen bei 250-500 yM aus 1mL
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6 Ergebnisse und Diskussion

Reaktionscontainern. Zur Zuordnung der chemischen Verschiebungen wurden von den
isotropen Proben 'H-'®N- HSQC- und 'H-'>N-HSQC-IPAP-Spektren (In-Phase/Anti-
Phase) und von den Mutanten zusatzlich dreidimensionale Experimente (HNCA, HNCO,
HNCOCA, HNCOCACB) gemessen. Im Anschluss folgte das Uberfiihren der Proben in
14 %-PEG-Gelel'® als Alignmentmedium, sowie erneute Aufnahmen von 'H-">"N HSQC-
und 'H-">N-HSQC-IPAP-Spektren in den gestreckten Polymergelen.

Die Spektren der isotropen Proben zeigen wenig bis keine Linienverbreiterungen, sowie
gut separierte Signale. Diese konnten zumeist eindeutig den entsprechenden
Aminosaureresten zugeordnet werden. Der Fokus lag dabei auf der
Transmembrandomane der Substrate. Zur Veranschaulichung ist exemplarisch das
Spektrum der isotropen und anisotropen Probe der APP TMD in Abbildung 6.11
dargestellt. Die Spektren der APP Mutanten sind dem Anhang zu entnehmen
(Abbildung A. 20 -Abbildung A. 23, Tabelle A. 7 - Tabelle A. 11). Bedingt durch die
Einlagerung in das 14 %-PEG-Gel und dem anschlieRenden Strecken des Polymergels
zeigen die anisotropen Spektren eine starke Linienverbreiterung. Dies erschwerte eine
eindeutige Zuordnung der einzelnen Signale, weshalb nicht alle RDCs bestimmt werden
konnten.

Die ermittelten RDCs wurden anschlieBend mit Hilfe des Programm PALES (engl.
Prediction of AlignmEnt from Structure)*"1 mit bereits existierenden Strukturdaten der
Proteine (erstellt von Dr. Mara Silbert®® ) verglichen. Die RDCs liefern wichtige
Informationen Uber die relative Orientierung der einzelnen Untereinheiten eines
Proteinmolekiils. PALES verwendet dabei die aus den NOEs errechneten
dreidimensionalen Strukturblindel des Proteins und berechnet davon ausgehend den
Ausrichtungstensor, welcher die Orientierung von Molekilen in einer Umgebung auf
Grundlage von elektrostatischen oder sterischen Effekten beschreibt. PALES kann somit
die gemessenen Dipolkopplungen mit den entsprechenden dreidimensionalen
Strukturen abgleichen und folglich die ,Richtigkeit* der Strukturmodelle validieren. Wenn
sich die Daten der Strukturen mit den experimentellen RDCs decken, sollten somit auch
die vorhergesagten Ausrichtungstensoren von PALES mit den experimentellen Daten
Ubereinstimmen. Die Glite der Ubereinstimmung zwischen den RDCs mit jenen aus den
Strukturdaten wird mit dem Korrelationsfaktor R (Pearson’s Linearkorrelations
Koeffizient) sowie dem Q-Faktor (Saupe) ausgedrickt. Ein Korrelationsfaktor von 1
sowie ein Q-Faktor!'®:3% yon 0 spiegeln dabei perfekte Ubereinstimmungen der
Ergebnisse wider. Ein Q-Faktor unterhalb von 0,2 soll dabei fir eine Struktur mit hoher
Auflésung (1.5 A) und somit einer guten Genauigkeit stehen.B01],

Eine zusammengefasste graphische Darstellung des Vergleichs von berechneten und
experimentellen RDCs fir die APP TMD und dessen Mutanten kann dem Anhang
(Abbildung A. 24) entnommen werden. Im Folgenden sollen nun zunachst die
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6 Ergebnisse und Diskussion

Ergebnisse der einzelnen Substrate in Kiirze vorgestellt und anschliefend in Kapitel
6.2.2.6 zusammengefasst betrachtet werden.

6.2.2 Strukturuntersuchung der APP TMD und Mutanten

6.2.2.1 APP WT TMD

Zunachst wurde der APP WT betrachtet und die experimentell ermittelten RDCs mit den
in TFE-d2/H20 (PDB: 6YHF) generierten Strukturblindeln mittels PALES verglichen. Die
Strukturbindel zeigen eine weite Auffacherung, sowie einen Knick am Di-Glycin-Motiv
an Position G37-G38 (Abbildung 6.12 (a)). Die Auffacherung kénnte hierbei ein Zeichen
fur die Dynamik des Proteins sein, wobei dieses unterschiedliche Konformationen im
Lésemittel annehmen kann. Dabei stellt sich die Frage, wie sich dies in einer Umgebung
mit erhdhtem auflerem Druck andert. Falls der Knick an der Position des Di-Glycin-
Motivs starr ware, sollte sich dieser auch in den PEG-Gelen zeigen.
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Abbildung 6.12 Auswertung der residualen Restkopplung der APP WT TMD. (a) Gegenuberstellung der
Strukturbiindel (PDB: 6YHF, transparent, Uberlagerung auf 131-141) gegen die beiden besten Strukturen
(schwarz) ausgehend von PALES. Die Qualitatsfaktoren der beiden besten Strukturen sind aufgelistet sowie
eine Ansicht von unten auf die Strukturbiindel; dargestellt sind die L49 Ca. als Kugeln. Die beiden Strukturen
mit der héchsten Ubereinstimmung sind farblich hervorgehoben. (b) Gegeniiberstellung der beiden besten
(schwarz) und der beiden schlechtesten (transparent) Strukturen ausgehend des Vergleichs der
experimentellen und generierten RDCs durch PALES. (c¢) Die RDCs in Hz sind fir die einzelnen
Aminoséaurereste der APP TMD als interpoliertes Punkt-Liniendiagramm dargestellt. Die gestrichelten Linien
stellen gemessene, aber aufgrund von zu hohen Unsicherheiten nicht in den Berechnungen verwendete
RDCs dar.

Die Strukturen, welche die héchste Ubereinstimmung anhand der Qualitatsfaktoren mit
den experimentellen RDCs zeigten, sind in der Abbildung 6.12 (a) farblich
hervorgehoben. Dabei fallt auf, dass diese keinen Knick oder Biegung aufweisen und
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6 Ergebnisse und Diskussion

nahezu deckungsgleich sind. Der Korrelationsfaktor ergab fir diese beiden Strukturen
Werte von 0,809 sowie 0,707. Da ein Faktor von 1 eine optimale Ubereinstimmung
anzeigt, weicht die zweite Struktur bereits um einiges vom optimal Wert ab. Die
Gegenuberstellung der Strukturen mit den hochsten Qualitatsfaktoren und den beiden
mit den niedrigsten, zu sehen in Abbildung 6.12 (b), ergibt eine starke Abweichung der
Strukturen zueinander. Die Strukturen mit den geringsten Ubereinstimmungen mit den
experimentellen RDCs zeigen einen starken Knick, beginnend am Di-Glycin-Motiv
(Uberlagerung auf 131-141). Ausgehend der weit gefacherten Strukturbiindel ware eine
gebogenere Struktur mit den héchsten Qualitatsfaktoren erwartet worden und nicht mit
den niedrigsten.

Das verwendete PEG-Gel als Alignmentmedium war dafir gedacht den zu
untersuchenden Molekulen eine gewisse Richtung vorzugeben, jedoch keinen starken
aulleren Zwang auszuuben, wie es beispielsweise in Lipiddoppelschichten der Fall ist.
Allerdings zeigt sich in den hier erhobenen Daten, dass bereits geringe &ul3ere
Einwirkungen ausreichend sind, um der offensichtlich flexiblen APP TMD eine Richtung
vorzuweisen. Aufgrund der augenscheinlichen Anpassungsfahigkeit von APP an dessen
Umgebung wird die bereits von M. Silber et al. und Go6tz et al. postulierte Flexibilitdt des
Proteins erneut aufgegriffen.®8 64 Zusatzlich muss angemerkt werden, dass auch RDCs
mit ihrer starken Richtungsabhangigkeit sensibel auf molekulare Bewegungen
reagieren, wodurch es zu starken Abweichungen zwischen experimentellen und
berechneten RDCs kommen kann.B%! Dies scheint fiir die APP TMD bedingt gegeben
zu sein, wie in der Gegenuberstellung von experimentellen und berechneten Daten zu
erkennen ist (siehe Anhang Abbildung A. 24). Folglich deuten die Ergebnisse auf eine
flexible Struktur des APP hin.

An dieser Stelle darf nicht auRer Acht gelassen werden, dass es nicht mdglich war fur
alle Aminosauren RDCs zu ermitteln, beziehungsweise diese aufgrund von zu starken
Uberlagerungen in die Rechnung mit PALES einflieBen zu lassen. Dadurch reduziert
sich die Aussagekraft der berechneten RDC-Werte und folglich der Strukturabgleich
erheblich, wobei jedoch eine reduzierte Datenmenge an RDCs die Berechnungen mit
PALES tendenziell verbessern. Dadurch ergeben die Korrelationsfaktoren gute
Ubereinstimmungen, welche allerdings nicht unbedingt die strukturelle Realitét des
Proteins widerspiegeln missen. Abbildung 6.12 (c) stellt die graphische Auftragung der
RDCs gegen die jeweiligen Reste dar, wobei die gestrichelten Linien experimentell
ermittelte RDCs aber nicht in der Berechnung mit PALES einbezogene Werte
reprasentieren. Bei der Auftragung bildet sich allgemein veranschaulicht eine
sogenannte ,dipolare Welle“. Diese beschreibt die periodische Variation der RDCs und
stellt somit eine direkte Verbindung zwischen den experimentellen Messungen in einer
ausgerichteten Probe und der Periodizitat regelmaRiger Sekundarstrukturelemente her.
Die periodische Schwingung der dipolaren Kopplungen zwischen 'H und SN in der
helikalen Proteinstruktur veranschaulicht, wie die Struktur durch die Anisotropie der
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Kernspin-Wechselwirkungen in ausgerichteten Proben dargestellt wird. Die
charakteristische Periodizitat von 3,6 Resten pro Helixwindung einer a-Helix fuhrt somit
zu dipolaren Wellen mit der gleichen Periodizitat. Bei einem ,Knick® oder einer
,Krimmung“ der Struktur weicht diese ab. Die Schwankungen der Durchschnittswerte
und Amplituden der Sinuskurven reflektieren die Torsionswinkelunterschiede zwischen
den einzelnen Resten in der Helix, die zu generellen Anderungen in der Ausrichtung der
Helices fuhren. Hohe RDC-Werte (in Hz) zeigen folglich eine starkere Ausrichtung der
Molekiile parallel zum Magnetfeld.301.303-3061 Dije APP TMD zeigt somit eine
moglicherweise starkere Anderung der Struktur um das Di-Glycin-Motiv (V36-A42),
wobei die RDCs in diesem Bereich keine einheitliche, sinusformige Kurve beschreiben.
Es sei darauf hingewiesen, dass die Aminosduren N27, 132, L34, M35, G37 und A42
zum Teil starke Uberlagerungen aufwiesen. 141 sowie 147 und L49 sind in den
anisotropen Spektren nicht eindeutig zuzuordnen, wodurch diese RDCs in den
Berechnungen mit PALES nicht mit einbezogen wurden. Nichtsdestotrotz weisen die hier
generierten Daten auf eine hohe Flexibilitat der APP TMD hin. Im Folgenden wird auf die
Mutanten von APP naher eingegangen.

6.2.2.2 G38P TMD
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Abbildung 6.13 Auswertung der residualen Restkopplung der APP G38P TMD. (a) Gegenuberstellung der
Strukturbiindel (PDB: 6YHO, transparent, Uberlagerung auf 131-141) gegen die beiden besten Strukturen
(rot) ausgehend von PALES. Die Qualitatsfaktoren der beiden besten Strukturen sind aufgelistet sowie eine
Ansicht von unten auf die Strukturbiindel; dargestellt sind die L49 Ca als Kugeln. Die beiden Strukturen mit
der héchsten Ubereinstimmung sind farblich hervorgehoben. (b) Gegeniiberstellung der beiden besten (rot)
und der beiden schlechtesten (transparent) Strukturen ausgehend des Vergleichs der experimentellen und
generierten RDCs durch PALES. (c) Die RDCs in Hz sind flr die einzelnen Aminosaurereste der APP G38P
TMD als interpoliertes Punkt-Liniendiagramm dargestellt. Die gestrichelten Linien stellen gemessene aber
aufgrund von zu hohen Unsicherheiten nicht in den Berechnungen verwendete RDCs dar.
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Der Austausch der Aminosaure G38 in der APP TMD gegen ein Prolin wurde innerhalb
der Forschergruppe FOR 2290 zur potentiellen Erhéhung der Flexibilitat der Domane
eingefiihrt.® In den proteolytischen Assays mit PSH zeigte sich eine erhohte AICD-
Produktion gegenuber dem WT, wohingegen in Zusammenhang mit der humanen
y-Sekretase eine deutliche Reduktion wahrgenommen werden konnte (Vergleich Kapitel
4.1.5).

In Abbildung 6.13 sind die Ergebnisse der Strukturuntersuchung basierend auf den
experimentell ermittelten RDCs fiir die G38P Mutante dargestellt. Abbildung 6.13 (a)
zeigt die Strukturbundel (6YHF) der G38P TMD und hebt die besten zwei Strukturen,
ausgehend von PALES, farblich hervor. M. Silber et al. zeigten in einem
Strukturvergleich mit dem APP WT, dass G38P in TFE-d>/H20 eine deutlich gebogenere
Struktur aufweist und mit einem Winkel von etwa 80° in die entgegengesetzte Richtung
auffachert.®®! Somit wurde fiir G38P ahnlich zur urspriinglichen Annahme beim WT eine
gebogene Struktur als beste Struktur nach der RDC-Analyse erwartet. Der Vergleich der
experimentellen RDCs mit den Koordinaten der Strukturbiindel bestatigt dies jedoch
nicht. Ahnlich zur APP TMD ergeben sich bevorzugt gerade Strukturen ohne starken
Knick am Di-Glycin-Motiv. Im direkten Vergleich mit den beiden niedrigsten
Ubereinstimmungen sind an dieser Stelle stirker gebogene Strukturen zu sehen
(Abbildung 6.13 (b)). Dies deckt sich folglich mit der Annahme ausgehend des APP WT
(Kapitel 6.2.2.1), dass die Konformation der Mutante ebenfalls sehr flexibel ist und vom
Alignmentmedium leicht in eine Richtung orientiert werden kann.

Die Korrelationsfaktoren liegen bei 0,836 und 0,829 und deuten somit auf eine gute
Ubereinstimmung der RDCs mit den Strukturen hin. Abbildung 6.13 (c) stellt die
ermittelten RDCs gegen die Aminosaurereste des Proteinriickgrates dar, wobei mehr
RDCs verwendet werden konnten als es beim WT der Fall war. Die Spektrenqualitat der
anisotropen Probe erwies sich flir die Mutante besser (Vergleich Abbildung 6.11 und
Anhang Abbildung A. 20) und die RDCs weisen dabei eine kleinere Amplitude der
sinusférmigen Welle im Vergleich zum WT auf. Damit scheint die Struktur des G38P
etwas weniger stark mit dem Alignmentmedium ausgerichtet zu sein, was zur Folge hat,
dass die beiden Strukturen mit dem héchsten Korrelationsfaktor eine schwach starkere
Auslenkung im Gegensatz zum WT zeigen. Am N-Terminus (A30-V36) sowie am
C-Terminus (T48-L52) sind zudem keine eindeutigen, sinusformigen Wellen zu
erkennen. Dies ist gegenteilig zur APP TMD. Mdglicherweise ergibt sich fur die Mutante
an den Termini eine Auflockerung der Strukturen und somit eine Veranderung der
Ausrichtung. Diese Lockerung der Strukturen kénnte mit der Ausrichtung im
Alignmentmedium einhergehen, weshalb die RDCs eine gerade Struktur vorhersagen.
Die Ansicht von unten auf den C-Terminus, bei der die Aminosaure L49 (Ca) als Kugel
dargestellt ist, zeigt zudem eine veranderte Lokalisation dieser in Hinblick auf die APP
TMD. An dieser Position findet der initiale Schnitt der y-Sekretase statt, wodurch die
Ausrichtung der Strukturen hier von besonderem Interesse ist. Es wird angenommen,
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dass je nach Ausrichtungswinkel der Strukturen im katalytischen Zentrum die
Mdglichkeit einer Enzym-Substrat-Interaktion beeinflusst werden kann, worauf in Kapitel
6.2.2.6 naher eingegangen wird. Die fehlenden Datenpunkte sind auf Uberlagerungen
im anisotropen Spektrum zurtickzufiihren. Zusammengefasst ergibt der Vergleich der
experimentellen RDCs mit den Strukturblindeln eine Tendenz hingehend zu einer
geraden oa-Helix, die jedoch eine Form von Flexibilitdt aufweist, welche mdglicherweise
im Vergleich zum WT erhoht ist.

6.2.2.3 G38L TMD

Die G38L Mutante wurde, wie auch G38P, innerhalb der Forschergruppe FOR 2290
entworfen, wodurch eine Stabilisierung der Helix ausgehend des Austausches vom
Glycin gegen das Leucin erwartet wurde. Wie sich herausstellte, wird G38L von PSH
schlechter geschnitten als G38P und der WT, wobei die Proteolyse durch die humane
v-Sekretase im Gegensatz zu G38P leicht erhoht ist (Vergleich Kapitel 4.1.5).
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Abbildung 6.14 Auswertung der residualen Restkopplung der APP G38L TMD. (a) Gegeniiberstellung der
Strukturbiindel (PDB: 6YHI, transparent, Uberlagerung auf 131-141) gegen die beiden besten Strukturen
(blau) ausgehend von PALES. Die Qualitatsfaktoren der beiden besten Strukturen sind aufgelistet sowie
eine Ansicht von unten auf die Strukturbiindel; dargestellt sind die L49 Ca. als Kugeln. Die beiden Strukturen
mit der héchsten Ubereinstimmung sind farblich hervorgehoben. (b) Gegeniiberstellung der beiden besten
(blau) und der beiden schlechtesten (transparent) Strukturen ausgehend des Vergleichs der experimentellen
und generierten RDCs durch PALES. (c) Die RDCs in Hz sind fiir die einzelnen Aminosaurereste der APP
G38L TMD als interpoliertes Punkt-Liniendiagramm dargestellt. Die gestrichelten Linien stellen gemessene
aber aufgrund von zu hohen Unsicherheiten nicht in den Berechnungen verwendete RDCs dar.

Die Strukturbindel des G38L in TFE-d2/H,O zeigten wie bei G38P eine veranderte
Ausrichtung im Vergleich zum WT, wobei der Biegewinkel am Di-Glycin-Motiv deutlich
reduziert ist.*®! Somit wurde auch hier eine gebogene Struktur angenommen. Die Daten
aus den RDCs der G38L Mutante (PDB: 6YHI) ergeben wiederrum eine ahnlich gerade
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Struktur wie bei G38P, welche in Abbildung 6.14 (a) zu sehen ist. Bei einer Drehung
um 90° wird allerdings sichtbar, dass die beiden Strukturen mit den hdochsten
Korrelationsfaktoren leicht voneinander weg neigen. Dies wurde fir den WT und G38P
nicht beobachtet. Folglich unterscheidet sich der bevorzugte Biegewinkel der Strukturen
und die initiale Schnittstelle L49 (Ca) liegt nicht deckungsgleich vor. Die
Korrelationsfaktoren liegen bei 0,822 (schwacher gebogene Struktur) und 0,722 (starker
gebogene Struktur), wodurch nur eine bedingte Genauigkeit in der Ubereinstimmung
zwischen den gemessenen und berechneten RDCs angenommen werden kann. Durch
den Abgleich der Strukturen mittels PALES lassen sich zusammengefasst zwei
strukturelle Varianten identifizieren, die sich durch eine leicht veranderte Helix-
Ausrichtung beziehungsweise Rotation dieser auszeichnen.

Die dipolare Welle der RDCs zeigt einen ahnlichen Verlauf wie bei G38P. Allerdings
manifestiert sich am N-Terminus von A30 bis G37 ein noch geringerer sinusformiger
Verlauf. Unter Berlicksichtigung der nicht verwendeten RDCs zeigt sich an der Position
der Mutation (G38L) eine Sinusform, welche eine veranderte Ausrichtung der Molekiile
zur Folge haben kénnte. Aufgrund von Uberlagerungen konnte allerdings der Wert von
L38 nicht in die Strukturberechnung mit einbezogen werden, ebenso wie L34, 141, V46
und V40-L52. Zusammengefasst scheint sich auch fiir die G38L Mutante eine bevorzugt
gerade Konformation im PEG-Gel aufgrund der Flexibilitdt des Proteins zu ergeben.
Allerdings besteht ausgehend der dipolaren Welle die Annahme, dass die Beweglichkeit
im Gegensatz zu G38P leicht herabgesetzt ist.

6.2.2.4 V44M TMD

V44M stellt eine FAD-Mutante dar, welche in den Proteolyse-Assays mit PSH eine
reduzierte Umsetzung zum APP WT aufwies. In Zusammenhang mit der humanen
y-Sekretase zeigte sich eine Verschiebung des initialen Schnittes auf T48, sowie
ebenfalls eine Herabsetzung der AICD-Produktion (Vergleiche Kapitel 4.1.5).

Die besten Ubereinstimmungen in den Strukturbiindeln des V44M (PDB: 6YHP, orange)
und den ermittelten RDCs sind in Abbildung 6.15 (a) dargestellt. Die Strukturbindel
zeigen eine insgesamt starke C-terminale Auffacherung, wobei der Biegewinkel des
Di-Glycin-Motivs zum WT reduziert ist.*®! Aufgrund dessen wurden fiir die Ergebnisse
ausgehend der RDCs eine geradere Struktur im Vergleich zu APP erwartet. Die von
PALES herrihrenden beiden besten Strukturen neigen allerdings C-terminal von den
restlichen TMDs weg und weisen folglich eine Biegung der TMD auf. Dies konnte bei
den G38-Mutanten bisher nicht beobachtet werden. Somit stellt sich die Frage, ob V44M
eine geringere Flexibilitat der TMD aufzeigt und folglich eine starrere, aber leicht
gebogene Struktur besitzt. Dabei kénnte das Alignmentmedium diese bevorzugte
Konformation stabilisieren. Im Gegensatz zu den Strukturen mit den hdchsten
Korrelationsfaktoren zeigen die beiden schlechtesten Strukturen in Abbildung 6.15 (b)
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geradere Helices. Die Korrelationsfaktoren weisen dabei mit 0,821 und 0,800 eine gute
Ubereinstimmung auf. Allerdings ist der gemessene Q-Faktor der zweiten Struktur mit
0,290 starker erhoht, wodurch die Genauigkeit dieser stark herabgesetzt wird. Die
berechneten und experimentellen RDCs stimmen dabei ebenfalls weniger gut Uberein
(Anhang Abbildung A. 24).
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Abbildung 6.15 Auswertung der residualen Restkopplung der APP V44M TMD. (a) Gegenuberstellung der
Strukturbiindel (PDB: 6YHP, transparent, Uberlagerung auf 131-141) gegen die beiden besten Strukturen
(orange) ausgehend von PALES. Die Qualitatsfaktoren der beiden besten Strukturen sind aufgelistet sowie
eine Ansicht von unten auf die Strukturbiindel; dargestellt sind die L49 Ca. als Kugeln. Die beiden Strukturen
mit der héchsten Ubereinstimmung sind farblich hervorgehoben. (b) Gegeniiberstellung der beiden besten
(orange) und der beiden schlechtesten (transparent) Strukturen ausgehend des Vergleichs der
experimentellen und generierten RDCs durch PALES. (c¢) Die RDCs in Hz sind fir die einzelnen
Aminosaurereste der APP V44M TMD als interpoliertes Punkt-Liniendiagramm dargestellt. Die gestrichelten
Linien stellen gemessene aber aufgrund von zu hohen Unsicherheiten nicht in den Berechnungen
verwendete RDCs dar.

Die experimentellen RDCs weisen eine reduzierte N-terminale Ausrichtung auf
(Abbildung 6.15 (c)). Bezuglich des Di-Glycin-Motivs lasst sich eine Abweichung
hinsichtlich des Ausrichtungswinkels feststellen, da die RDCs von V44M starker
sinusférmige Amplituden zeigen. Dies kann ebenfalls an der Mutationsposition
festgestellt werden. Folglich kann fir V44M eine starker helikale Struktur angenommen
werden, welche den C-Terminus zu stabilisieren scheint. Allerdings kann eine reduzierte
Sinuskurve zwischen V40 und T43 verzeichnet werden und fiir 141 und M44 (wie auch
L34, M35 und T48) konnten aufgrund von Uberlagerungen keine RDCs bestimmt
werden. Die Ansicht auf die Position der initialen Schnittstelle L49 verdeutlich zudem die
veranderte Neigung zum APP WT, welches moglicherweise Einfluss auf die reduzierte
AICD-Produktion haben kdnnte. Zusammengefasst zeigen die beiden besten Strukturen
mit den hochsten Korrelationsfaktoren ausgehend der RDCs bislang die starkste
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Neigung der APP-Substrate, weshalb hier auf eine weniger flexible TMD geschlossen
wird.

6.2.2.5 145T TMD

145T ist wie V44M ebenfalls eine FAD-Mutante, welche in den Proteolyse-Assays neben
G38P von PSH am besten umgesetzt wurde. Bei der Proteolyse durch die humane
y-Sekretase erhdhte sich das Ap42/Ap40 Verhaltnis und es wurde eine deutlich
verminderte AICD-Produktion beobachtet (Vergleiche Kapitel 4.1.5).
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Abbildung 6.16 Auswertung der residualen Restkopplung der APP 45T TMD. (a) Gegenliberstellung der
Strukturbiindel (PDB: 6YHX, transparent, Uberlagerung auf 131-141) gegen die beiden besten Strukturen
(grun) ausgehend von PALES. Die Qualitatsfaktoren der beiden besten Strukturen sind aufgelistet sowie
eine Ansicht von unten auf die Strukturbiindel; dargestellt sind die L49 Ca als Kugeln. Die beiden Strukturen
mit der héchsten Ubereinstimmung sind farblich hervorgehoben. (b) Gegeniiberstellung der beiden besten
(grin) und der beiden schlechtesten (transparent) Strukturen ausgehend des Vergleichs der
experimentellen und generierten RDCs durch PALES. (c¢) Die RDCs in Hz sind fir die einzelnen
Aminosaurereste der APP 145T TMD als interpoliertes Punkt-Liniendiagramm dargestellt. Die gestrichelten
Linien stellen gemessene aber aufgrund von zu hohen Unsicherheiten nicht in den Berechnungen
verwendete RDCs dar.

Die Strukturbindel des 45T zeigen einen verminderten Biegewinkel des Di-Glycin-
Motivs, sowie eine starke C-terminale Auffacherung.*® Die Auswertungen der RDCs fiir
die 145T Mutante ergaben zwei beste Strukturibereinstimmungen mit helikalen, leicht
gebogenen Strukturen. In Abbildung 6.16 (a) sind die Strukturen mit den hdchsten
Korrelationsfaktoren im Strukturbiindel farblich hervorgehoben (PDB: 6YHX). Auffallig
ist hierbei, dass die Neigung entgegengesetzt zu V44M verlauft. Es besteht die
Annahme, dass 45T ebenso wie V44M starrer ist, weshalb die Molekile im PEG-Gel
nicht vollstandig gestreckt werden konnten und somit die Biegung erhalten blieb. Die
initiale Schnittstelle L49 (Ca) neigt sich zudem um etwa 90° entgegen jener des WT. Die
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Ubereinstimmungen der berechneten mit den experimentell generierten RDCs zeigen
Korrelationsfaktoren von 0,800 und 0,713. Durch die Abnahme der Qualitatsfaktoren ist
die Sicherheit der Daten herabgesetzt. Auch die experimentellen und berechneten RDCs
zeigen groRe Abweichungen (Anhang Abbildung A. 24).

Wie bereits bei V44M beobachtet, zeigt die dipolare Welle der RDCs eine verlangerte
Sinuskurve an Position M35-V40. Die Auslenkung der Amplitude ist dabei allerdings
niedriger. Zwischen V40 und A42 fehlen Informationen aufgrund von Uberlagerungen in
diesem Bereich des Spektrums. An der Position der eingefuhrten Mutation konnte sich
eine reduzierte Ausrichtung der 45T Struktur beziehungsweise ein veranderter
Ausrichtungswinkel bedingt durch die stark abweichenden RDC-Werte im Vergleich zu
den anderen Substraten ergeben (Abbildung 6.16 (c)). Allerdings fehlen in diesem
Bereich zu viele Datenpunkte, um eine abschlieRende Aussage darlber treffen zu
koénnen. 141 und T43 konnten nicht im Spektrum zugeordnet werden. Zusammengefasst
wird vermutet, dass 45T wie auch V44M eine etwas starrere TMD im Vergleich zum
APP WT aufweist, weshalb dieses starker ausgerichtet wird und durch das PEG-Gel eine
schwach gebogene Struktur beibehalt.

6.2.2.6 Strukturvergleich sowie hypothetische Interaktion mit Prasenilin

Die APP Mutanten zeigen zusammengefasst unterschiedliche bevorzugte
Konformationen sowohl in TFE-d2/H,O®% als auch im gestreckten PEG-Gel. Abbildung
6.17 (a) verdeutlicht die Unterschiede ausgehend der experimentell ermittelten RDCs.
Die dipolaren Wellen der Substrate weisen sehr unterschiedliche Muster auf. Der WT
kdnnte anhand des Di-Glycin-Motivs eine starkere Ausrichtung aufweisen, da hier
erhohte RDC-Werte und folglich eine Sinuskurve mit hoher Amplitude postuliert sind
(gestrichelte Linie, 141). G38P und G38L scheinen einen recht mobilen N-Terminus
aufzuweisen. V44M sowie 145T zeigen hingegen veranderte, starkere Ausrichtungen im
Bereich des Di-Glycin-Motivs. Die Strukturen mit den besten Korrelationsfaktoren
ausgehend der RDCs unterscheiden sich vor allem zwischen den Peptiden APP WT
(sowie G38-Mutanten) mit den Mutanten V44M und 145T, welche jeweils in die
entgegengesetzte Richtung des WT neigen Abbildung 6.17 (b). Aufgrund dessen
besteht die Annahme, dass die veranderten Ausrichtungen der Strukturen einen Einfluss
auf die Schneideeffizienzen der Proteasen besitzen konnten. Der WT, G38P und G38L
werden als recht flexibel betrachtet, wohingegen V44M und 145T eine etwas
undynamischere Konformation zeigen kénnten. Allerdings muss beachtet werden, dass
die Proteine unterschiedlich stark in den PEG-Gelen gestreckt wurden (Vergleich
Tabelle A. 7 - Tabelle A. 11). Dies konnte einen zusatzlichen Einfluss auf die
Ausrichtung der Molekile im Alignmentmedium haben sowie zu mdoglichen
Wechselwirkungen zwischen dem Gel und den Peptiden flihren, worauf in den Analysen
keine Rucksicht genommen wurde.
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Abbildung 6.17 Zusammengefasste Darstellung der besten Strukturen der APP TMD sowie Mutanten.
(a) Uberlagerung der gemessenen RDCs fiir den APP WT und dessen Mutanten. (b) Uberlagerung (131-
141) der besten Strukturen (PDB: WT 6YHF, G38L 6YHI, G38P 6YHO, V44M 6YHP, 145T 6YHX) ausgehend
der ermittelten RDCs. Die initiale Schnittstelle L49 (Ca) ist als Kugel dargestellt und verdeutlicht die
unterschiedlichen Ausrichtungen dieser je nach Protein. (¢) Vereinfachte modellhafte Darstellung der
hypothetischen Einlagerung in das katalytische Zentrum von PSH (PDB: 4HYG) und humanem Prasenilin
(PDB: 6lYC). Die APP-Strukturen wurden dabei auf die in den PSH/Prasenilin-Strukturen vorhandene APP-
Doméane superpositioniert (131-141).

Die Mutanten wurden in den hier gezeigten Proteolyse-Assays von PSH unterschiedlich
gut umgesetzt und auch die humane y-Sekretase prozessiert diese in verschiedenem
Ausmall (Vergleich Kapitel 4.1.5). Tabelle 6.1 zeigt eine schematische
Gegenulberstellung der Schneideeffizienzen von PSH (aus den hier erfassten
Proteolysen) und humaner y-Sekretase (Literatur 6% 4) in Bezug auf den APP/C99
WT. Vor allem der Unterschied in den Prozessierungen von G38P und 145T stechen
dabei hervor. Somit stellt sich erneut die Frage, ob die strukturelle Gegebenheit eines
Substrates Einfluss auf den Schneidemechanismus hat.

X. Guo et al.?®? konnten zuletzt dank Kryo-Elektronenmikroskopie-Strukturen (PDB
8X54/3/2) beweisen, dass nach jedem erfolgten Tripeptid-Schnitt durch die y-Sekretase
die Substrate eine axiale Bewegung ausfihren und somit um eine Helix-Windung tiefer
in das katalytische Zentrum vordringen. Mutationen kdnnen dabei die
Wasserstoffbrickenbindungen der a-Helix des N-Terminus beeintrachtigen, wodurch
sich eine Destabilisierung der Substrat Bindung zeigt. Der Austausch einer grof3en
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hydrophoben Seitenkette gegen eine kleinere kann zu einer reduzierten Enzym-
Substrat-Interaktion fiihren. Durch den Austausch einer kleinen Aminosaureseitenkette
gegen eine sperrigere kann es hingegen im katalytischen Zentrum zu sterischen
Hinderungen kommen (Bsp. V44M und G38L). Dadurch andert sich abhangig von den
einzelnen Mutationen das Ap42/Ap40 Verhaltnis.

Tabelle 6.1 Verhaltnis an produziertem AICD des APP/C99 WT und dessen Mutanten durch PSH und
humaner y-Sekretase. Proteolytische Effizienzen: +++ sehr gut, ++ gut, + ok, +/- maRig, - schlecht, - - sehr
schlecht.

C99 WT G38P G38L V44M 145T
PSH + + ++ + - +/- + +
y-Sekretase ++ + -- - + -

Fraglich ist, warum die y-Sekretase und ihr nahes Homolog PSH MCMJR1 eine solche
Diskrepanz in den Interaktionen mit den Substraten aufweisen. Aufgrund der leicht
veranderten Winkel der TMD6 und 7 von PSH und des Prasenilin der y-Sekretase
konnten die unterschiedlichen Praferenzen in der Proteolyse zustande kommen. Zur
hypothetischen Visualisierung wurden die Substrate auf die in den Kryo-EM Strukturen
vorhandene APP TMD [31-141 superpositioniert (Abbildung 6.17 (c)). Fur PSH wurde
das modifizierte Model von L. Feilen et al.®® ausgehend der PDB-Struktur 4HYG gewahlt
und fur Prasenilin die Kryo-EM Struktur der y-Sekretase (PDB: 61YC). Die gewahlte
Darstellung verdeutlich nochmals die unterschiedlichen Ausrichtungen der Helices sowie
der initialen Schnittstellen von APP und dessen Mutanten. Die Zuganglichkeit der
katalytischen Aspartate ist nach dem hier gezeigten schematischen Modell fir die
Proteine unterschiedlich gut.

Folglich kénnten nicht nur die unterschiedlichen Flexibilititen der Strukturen einen
Einfluss auf die Enzym-Substrat-Interaktion haben, sondern auch die Positionierung der
Schnittstellen innerhalb des Komplexes. Da es sich hierbei allerdings um eine
modellhafte Darstellung handelt, missten in nachfolgenden Untersuchungen
experimentelle Daten, wie Kryo-EM Strukturen oder MD-Simulationen erhoben werden
um diese Hypothese zu kraftigen. Die Enzyme zeigen ebenfalls durch ihre beweglichen
Loops und der Ausbildung des p-Faltblattes ein hohes Mal® an Flexibilitdt, welche
malfgeblich fir die Substrat-Interaktionen sind. Doch wie sich aus den Messungen in
TFE-d2/H20O und dem gestreckten PEG-Gel zeigte, weisen die Proteine unterschiedliche
strukturelle Praferenzen je nach Umgebung auf. Daher wird im folgenden Kapitel der
Einfluss der Substratumgebung auf dessen Konformation kurz diskutiert.
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6.2.3 Literaturvergleich der dipolaren Restkopplungen des
APP WT mit bekannten Strukturdaten

Die Transmembrandomane von APP wurde in der Literatur bereits vielfach auf ihre
strukturellen Gegebenheiten untersucht. Dabei stellte sich die Frage, inwiefern sich die
TMD in den unterschiedlichsten Umgebungen verhalt und ob dies Rickschlisse auf den
Schneidemechanismus der y-Sekretase ermoglichen kann. Molekulardynamische
Simulationen von T. Lemmin et al. konnten bereits zeigen, dass die Biegung sowie der
Knick der APP-Strukturen stark von der Membran-Umgebung abhangen.B! In
Abbildung 6.18 wird ein kurzer Uberblick von drei Strukturen aufgefiihrt, welche mittels
NOE-Kontakten in unterschiedlichen Umgebungen ermittelt wurden. Im Rahmen dessen
erfolgt ein Vergleich mit den hier verwendeten APP Strukturen unter Einbeziehung der
RDCs. Dabei wurden die experimentellen RDC-Daten der APP TMD auf Literatur
bekannte Strukturdaten tbertragen. Die erhaltenen Korrelationsfaktoren und Q-Faktoren
sind der untenstehenden Tabelle zu entnehmen.
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Abbildung 6.18 Struktureller Vergleich von APP in unterschiedlichen Umgebungen (Uberlagerung 131-141).
In schwarz jeweils die beste Struktur laut RDCs der APP TMD (PDB: 6YHF) im gestreckten Polymergel.
Links: Vergleich der RDCs mit APP Monomer in LMPG (PDB: 2LP1). Mitte: Vergleich der RDCs mit APP
Dimer in DPC (PDB: 2LOH). Rechts: Vergleich der RDCs mit APP Monomer in DPC (PDB: 2LLM). Die
Faktoren wurden ausgehen der experimentellen Daten des APP TMD Monomers generiert. Die initiale
Schnittstelle L49 Ca ist als Kugel dargestellt.

Die in dieser Arbeit verwendeten APP TMD Strukturen (PDB: 6YHF) zeigen im PEG-Gel
eine gerade Struktur und keinen Knick des Di-Glycin-Motivs, so wie es fur APP in DPC
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beobachtet werden konnte. Dadurch wurde eine gewisse Flexibilitat far APP
angenommen, weshalb sich dieses leicht an die Umgebungen und den einwirkenden
aufleren Druck anpassen kann. Somit kann angenommen werden, dass die ermittelten,
aufgefacherten Strukturbundel aus TFE-d> reale Momentaufnahmen der moglichen
Konformationen widerspiegeln.

Die Arbeitsgruppe um C. Sanders zeigte die Ausformung einer geknickten, helikalen
Struktur in LMPG-Mizellen®’l, wobei das Di-Glycin-Motiv hierfiir der auslésende Faktor
zu sein scheint. Durch die starke Biegung der Struktur liegt die initiale Schnittstelle L49
(Ca Kugeldarstellung) weit entfernt von den Strukturen im gestreckten Polymergel.
C. Sanders et al. postulieren, dass aufgrund der Lokalisation des N-Loops sowie der
N-Helix die Moglichkeit besteht, dass die APP TMD eine Lipid-Bindestelle aufweist. Dies
konnten sie durch Cholesterol Titrationen bestatigen, wobei die Menge an eingesetztem
Cholesterol im Rahmen der Plasma- und Organellmembranen von Saugetieren liegt.
Des Weiteren vermuten sie, dass das G29XXXG33 Motiv auf der AulRenseite der
gebogenen TMD liegt, wodurch mittels Van-der-Waals-Wechselwirkungen Interaktionen
mit Cholesterol oder einer weniger bevorzugten Dimerisierung stattfinden kénnte,
welche die gekrimmte Struktur in LMPG erklaren wirde. Die Berechnungen mit den hier
generierten RDCs ergaben negative Korrelationsfaktoren, wodurch keinerlei
Ubereinstimmung in den Strukturen berechnet werden konnte.

Die Arbeitsgruppe um A. S. Arseniev hingegen konnte in DPC-Mizellen sowohl eine
monomerel® als auch eine dimere Struktur?®® bestimmen. Diese zeigen keine
Biegungen am Di-Glycin-Motiv, wodurch die initialen Schnittstellen nahe zusammen
liegen. Die Dimerisierung des APP kdnnte aufgrund von TMD-Helix-Helix-Interaktionen
entstehen, wobei die Formierung durch ein héheres Peptid/Detergens-Verhaltnis
geférdert wurde. Das linkshandige parallele Dimer wird dabei durch das Motiv
[31xxXM35xxG38xxxA42xx145xxxL49xxL52 initiiet und durch Van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Seitenketten stabilisiert. Dadurch wird
die Flexibilitat des Proteins verringert, und es wird vermutet, dass die dimere Form die
Schneideeffizienz verringern kann. Die monomere Struktur der APP TMD in DPC wird
durch ein Peptid/Detergens Verhaltnis von 1:70 beglnstigt. Dabei unterteilt sich die
a-Helix in zwei Bereiche: K16-D23 und G29-L49, wobei diese durch einen flexiblen Loop
V24-K28 verbunden sind. DPC scheint folglich wie das PEG-Gel die flexible APP TMD
in eine bestimmte Konformation zu bringen. Die ermittelten Korrelationsfaktoren weisen
allerdings nur eine geringe Ubereinstimmung auf, wobei diese im Vergleich zu LMPG
deutlich erhdht ist.

Die beiden aufgefuhrten monomeren Strukturen der APP TMD wurden zuletzt durch
Verwendung eines Servers in unterschiedliche Umgebungen eingebettet, um die
mdgliche Ausrichtung der Helices visualisieren zu kénnen. Der flr die Rechnungen
genutzte PPM-Server (engl. Positioning of Proteins in Membranes) verwendet dabei aus
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NOE-Kontakten generierte PDB-Strukturblindel und berechnet die durchschnittliche
optimale rdumliche Ausrichtung dieser Biindel durch Minimierung der freien Energien fur
den Transfer in der gewahlten Umgebung.? Dabei werden vor der Rechnung die
Anzahl an Membranen definiert, sowie die Art der Membran und die Topologie des
N-Terminus der einzubettenden Struktur. Dabei zeigen sich veranderte Ausrichtungen
des N-Terminus der beiden APP Strukturen und eine unterschiedliche Einlagerung des
C-Terminus, sowohl in DPC- als auch in DMPC-Umgebung (Abbildung 6.19). Die
energieminimierte TFE-d,-Struktur ausgehend vom PDB 6YHF Blindel neigt sich recht
stark in der DMPC- wie auch in der DPC-Umgebung. Dahingegen scheint die
energieminimierte Struktur des APP Monomers des PDB 2LLM Bindels gestreckter zu
sein. Hierbei ist anzumerken, dass am N-Terminus des 2LLM zuséatzlich die
Aminosauren G13-V25 vorhanden sind (entspricht C99), welche allerdings aus den
Membranen als flexible Domane herausragen und somit nicht die Einlagerung der TMD
stéren.

APP Monomer (6YHF) APP Monomer (2LLM)
In DMPC-Umgebung In DPC-Umgebung In DMPC-Umgebung In DPC-Umgebung
N-Terminus N-Terminus N-Terminus N-Terminus

)’% — GG-Motiv p CC-Motiv Ay A
b 7
){f — GG-Motiv J&w
y, = \& o\ GG-Motiv

1)

~ ¥l 149
i AW
Xl ¥
C-Terminus C-Terminus C-Terminus C-Terminus

Abbildung 6.19 Vergleich von bekannten APP Strukturen in unterschiedlichen Umgebungen, berechnet mit
PPM-Server.B% Links: APP TMD Strukturen (S26-K55) erhalten aus TFE-d2/H20-Umgebung (6YHF),
eingebettet in DMPC- sowie DPC-Umgebung. Rechts: APP TMD Strukturen (G13-K55) erhalten aus DPC-
Umgebung (2LLM), eingebettet in DMPC- sowie DPC-Umgebung.

Die dabei beobachtete Variabilitdt in der Ausrichtung der TMD in unterschiedlichen
Medien, sowie die Tatsache, dass APP monomere als auch dimere Strukturen
annehmen kann, bestatigt abermals die Vermutung, dass die APP-Struktur sehr variabel
ist. Das gewahlte Membranmimikry zeigt dabei einen groRen Einfluss auf die
Konformation des Proteins. Die Ergebnisse zusammen betrachtet zeigen ein hohes Maf}
an Flexibilitat des y-Sekretase Substrates, welches schlussendlich als ein Hauptkriterium
fur eine erfolgreiche Proteolyse durch die y-Sekretase angenommen werden kann.
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7 Fazit und Ausblick der
Strukturuntersuchungen

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich Ubergreifend mit der Strukturaufklarung von
y-Sekretase Substraten sowie eines Nicht-Substrates. Dabei zeigten sich
unterschiedliche strukturelle Gegebenheiten der einzelnen Proteine wie ein flexibles
Motiv, die Ausbildung eines B-Stranges sowie eines C-terminalen basischen Ankers. Es
konnte jedoch festgestellt werden, dass keines der Motive als exklusives
Selektionskriterium betrachtet werden kann. Das nahe Homolog APLP2 des vielfach
untersuchten Substrates APP weist ahnliche Motive zu APP auf, wie einen basischen
Anker und eine flexible Doméane. Fn14 wiederum zeigt eine grof3e Variabilitdt der TMD
in den Strukturrechnungen mit stabilen helikalen Bereichen in der TMD-Mitte. ErbB4
besitzt einen langen basischen Anker am C-Terminus der Sequenz, welcher eine hohe
Variabilitat zeigte. Das Nicht-Substrat ITGB1 weist dahingegen eine lange, stabile Helix
auf und besitzt weder eine flexible Doméane noch ein 3-Strang-Motiv.

Eine abschliellende Beurteilung und Klassifizierung in der Auswahl der y-Sekretase
Substrate ist bislang nicht eindeutig mdglich. Nichtsdestotrotz konnte hier gezeigt
werden, dass das Vorhandensein von einem oder mehreren Motiven die Interaktion mit
den katalytischen Aspartaten der y-Sekretase begilnstigen, wobei die Flexibilitat eine
Ubergeordnete Rolle spielt. Fir eine spezifischere Validierung sind Proteolyse-Assays
und ein direkter Vergleich einer Vielzahl an unterschiedlichen Substraten und bekannten
Nicht-Substraten in Zukunft unerldsslich. Die Einfihrung von Fluor-markierten
Aminosauren an dem Enzym sowie den Substraten und anschliellende Messungen
mittels FlUssig- sowie Festkdrper-NMR konnten zudem detailliertere Aufschlisse Uber
den Schneidemechanismus geben, wie bereits in Kapitel 5 erwahnt wurde. Dadurch
kénnten Rickschlisse auf die genauen Lokalisationen der Interaktionen zwischen
Enzym und Substrat durch die selektive Markierung einzelner Aminosaurereste
gewonnen werden. Dies ermdglicht den effizienten Vergleich von einer Vielzahl an
Substraten.

Die Messungen der dipolaren Restkopplungen von APP und den Mutanten V44M, 145T,
G38P und G38L bestatigten die bereits von Dr. Mara Silber postulierten
Strukturdanderungen und die damit einhergehende mdgliche Flexibilitat der TMD bei
Einflhrung einer Punktmutation. Dies konnte die veranderte beziehungsweise
verminderte Prozessierung durch die y-Sekretase sowie von PSH in den Western Blot
Analysen erklaren (Vergleiche Kapitel 4). APP und die G38-Mutanten weisen ein hohes
Mald an Flexibilitat auf wohingegen V44M und 45T eine Verringerung dieser zeigten.
Die Ausrichtungen der initialen Schnittstellen kénnten zudem je nach Peptid verandert
sein, wodurch eine Einlagerung in das katalytische Zentrum erschwert werden wurde.
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Um allerdings genauere Einblicke in den Mechanismus der Erkennung und
Prozessierung durch die y-Sekretase zu erlangen, missen weitere experimentelle Daten
erhoben werden. Unter anderem sollte es hier eine Ausweitung der Membran-Mimetika
hin zu Bizellen oder Nanodiscs geben, um eine realitatsnahere Umgebung zu gestalten.
Die Messungen von dipolaren Restkopplungen an weiteren Substraten kdnnten
zusatzliche strukturelle Informationen liefern. Hierbei muss jedoch beachtet werden,
dass die Messungen der RDCs fur die Proteine aufgrund von Linienverbreiterungen und
moglichen Interaktionen mit dem Alignmentmedium erschwert waren. Infolgedessen
ware eine Optimierung der gestreckten PEG-Gele oder das Verwenden anderer
Alignmentmedien denkbar.

Die Erforschung der Substrate der y-Sekretase ist noch nicht abgeschlossen und wird in
Zukunft ein wichtiger Aspekt in der Grundlagenforschung bleiben. Insbesondere im
Hinblick auf die weitere Entwicklung von Therapeutika ist ein vertieftes Verstandnis der
y-Sekretase und ihrer Substrate von groliem Nutzen.
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Abbildung A. 1 DLS-Messungen zeigen die mit der Intensitdt gewichteten mittleren hydrodynamischen
Groflen der Gesamtheit der Partikel von (a) 13 mM POPC mit 81,8 d.nm (b) 1 yM APP in POPC mit
102,3 d.nm (c) 4 uM PSH mit 12 d.nm (d) 4 uM PSH in POPC mit 235 d.nm (e) 7 mM SDS mit 840 d.nml3'%l

(SDS zeigt eine geringe Qualitat der Messungen) (f) 6 uM APP in SDS mit 231 d.nm (g) 2 mM DDM mit
13,7 d.nmB""1 (h) 6 uM APP in DDM mit 282,6 d.nm.
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Abbildung A. 2 Herstellung des PEG-DA 35 k. Reaktionsschema der Veresterung der endstandigen
Hydroxylgruppe des Polyethylenglycols [I] mit Acryloylchlorid [II] in Dichlormethan (DCM) mit Triethylamin
(TEA) zur Ausbildung eines biacrylierten Poly(Ethylen Oxids) (PEG-DA) [lll]. Ausgehend von [lll] erfolgt die
Vernetzung des PEG-DA mit Ammoniumperoxydisulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED).

rekPSH
Nach 4 h 30°C  30°C  25°C  25°C 15°C  15°C  10°C  10°C Vor
0,1mM 05mM 01mM 0,5mM 0,1mM 05mM 0,1mM0,5mM IND.

40 kDa
35 kDa
25 kDa
15 kDa
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rekPSH

Uber Nacht 30°C  30°C  25°C  25°C 15°C  15°C 10°C  10°C
0,1mM 0,5mM 0,1mM 0,5mM 01M 05mM 0,1mM 05mM

40 kDa
35 kDa
25kDa
15 kDa
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Abbildung A. 3 rekPSH Expressions-Screening; getestet wurden die Expressionstemperaturen 10°C, 15°C,
25 °C und 30 °C nach erfolgter Induktion. Dabei kamen 0,1 mM und 0,5 mM IPTG zum Einsatz. Die Bande
von rekPSH wird zwischen 25 und 35 kDa erwartet.

40 kDa
35kDa
25kDa

15 kDa

10 kDa
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Abbildung A. 4 Aufreinigung von rekPSH nach den Expressionen. (a) SDS-PAGE nach erfolgter Expression
und anschlieender Aufreinigung des rekPSH durch Affinitatschromatographie und Vergleich mit zfPSH aus
Rosetta R- und BL21 DE3 R-Extrakten. Expressionsbanden sind mit einem Pfeil markiert.
(b) Chromatogramm der rekPSH-Aufreinigung mittels His-Tag-Affinitdtschromatographie. Waschschritt mit
20 mM Imidazol zeigt Ablosen moglicherweise fehlerhaft gefalteten Proteins durch Unzugéanglichkeit des
N-terminalen His-Tags. Die Elution erfolgt durch 250 mM Imidazol.
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Abbildung A. 5 rekPSH-Degradation visualisiert durch einen Western Blot mit FLAG-Antikérper und
unterschiedlichen rekPSH-Konzentrationen. Bande 1 zeigt die pure rekPSH mit 20 yM, Bande 2 und 8
zeigen die Kontrollen von C99 mit 1 yM und 1,5 pM. Die restlichen Banden zeigen eine vermeidliche
Proteolyse mit rekPSH Konzentrationen von 5 yM — 20 uM wobei die Degradation deutlich sichtbar ist
(oranger Pfeil); diese bestatigt sich durch Zugabe des Inhibitors in Bande 3 und 4. Die Degradationsbande
Uberlagert dabei mit dem moglichen AICD-Fragment. Die Banden von PSH sind mit einem griinen und die
von APP mit einem schwarzen Pfeil markiert.
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Abbildung A. 6 Leerkontrollen der zellfreien Protein Expression des zfPSH. Links ist eine SDS-PAGE nach
der Expression und Resuspendierung in 2 % DDM oder 15 mM SDS sowie die entsprechenden Kontrollen
ohne Verwendung des Vektors in der Expression dargestellt. Die Bande des zfPSH ist mit einem griinen
Pfeil markiert. Rechts ist ein Western Blot mit FLAG-Antikdrper gezeigt. Die erfolgreiche PSH-Expression
und die Resuspendierung dessen ist anhand der Bande knapp tber 25 kDa zu erkennen.
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Abbildung A. 7 Vergleich der Zellextrakte fir zfPSH aus unterschiedlichen Kultivierungsmedien.
(a) Western Blot mit Anti-APP AK; Herstellung der Zellextrakte aus: YPTG-Medium: BL21 DE3 Zellen,
welche mit IPTG induziert wurden und somit t7-RNA Polymerase gebildet haben und Rosetta Zellen; TB-
Medium: Rosetta R- und P-Extrakte. C99 wurde sowohl rekombinant als auch zellfrei exprimiert und als
Substrat getestet (gekennzeichnet durch ZF = zellfrei und Rek. = rekombinant). C99 ist mit einem schwarzen
und die AICD mit einem blauen Pfeil markiert. (b) Western Blot mit Anti-FLAG AK; zfPSH wurden auf die
identischen Konzentrationen von 2 uyM eingestellt; Banden zeigen unterschiedliche Intensitaten aufgrund
der Zuganglichkeit des FLAG-Tags. C99 ist mit einem schwarzen und PSH mit einem griinen Pfeil markiert.
(c) Proteolytische Effizienz der zfPSH aus YPTG Rosettas liegt bei 45% und aus TB Rosettas R-Extrakt bei
30%. (d) Ausbeute von zfPSH ist firr die Zellen aus YPTG Rosettas und TB Rosettas R-Extrakt vergleichbar,
wobei eine Erhéhung auf durchschnittlich 2 mg/mL fir TB Rosetta R-Extrakt erkennbar ist.
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Abbildung A. 8 Western Blot Kontrolle mit FLAG-Antikdrper flr Proteolyse mit zfFPSH aus Rosetta und BL21
DE3 R-Extrakten sowie rekPSH aus TB- und LB-Medium. Die C99 Bande ist mit einem schwarzen Pfeil
markiert, das AICD mit einem blauen und PSH mit einem griinen Pfeil. Zur Kontrolle ist der Inhibitor
L-685,458 flr jede Proteolyse mit aufgetragen sowie eine reine C99 Probe (K).
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Abbildung A. 9 Western Blot Analysen mit His-AK von zellfrei exprimierten PSH in unterschiedlichen
Detergenzien/Lipiden. Banden mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet zeigen ein Protein mit einem His-Tag,
welches im Zellextrakt enthalten ist. Die Positiv Kontrolle (griiner Pfeil) stellt sfGFP dar. Das Monomer von
PSH ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet. Die Rate der Expression und Loslichkeit ist mit +++ (sehr
gut), ++ (maRig gut), + (ok), - (schlecht) gekennzeichnet. Daten zur Verfiigung gestellt von B. Sc Franziska
Krause.
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Abbildung A. 10 Western Blot Analysen mit His-AK von zellfrei exprimierten APP TMD und C99 in
unterschiedlichen Detergenzien/Lipiden. Banden mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet zeigen ein Protein
mit einem His-Tag, welches im Zellextrakt enthalten ist. Die Positiv Kontrolle (griiner Pfeil) stellt sfGFP dar.
Das Monomer ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet, Dimere mit einem orangenen Pfeil. Die Rate der
Expression und Léslichkeit ist mit +++ (sehr gut), ++ (maRig gut), + (ok), - (schlecht) gekennzeichnet. Daten
zur Verfligung gestellt von B. Sc Franziska Krause.
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Abbildung A. 11 Western Blot Analyse mit APP-AK der C99 Proteolyse durch zfPSH mit unterschiedlichen
Magnesiumkonzentrationen (10 — 30 mM). Die C99 (K) Bande ist mit einem schwarzen Pfeil markiert, das
AICD mit einem blauen. Zur Kontrolle ist der Inhibitor L-685,458 fiir jede Proteolyse mit aufgetragen.
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Abbildung A. 12 Uberlagerung der "H-NMR-Spektren von APP zum Zeitpunkt Null ohne PSH-Zugabe (reine
5N-13C-APP zellfreie Probe, blau) mit der Probe nach 24 h Reaktion (mit Zugabe rekPSH, lila). Es sind
Veranderungen in den Intensitdten aufgrund der Konzentrationsanderung nach rekPSH-Zugabe zu
erkennen. Es sind keine chemischen Verschiebungen zu sehen, welche auf eine Anderung des pH-Wertes
oder sofortige Konformationsanderungen schlielen kdnnten. Ein grofRer Teil des Untergrunds ist bedingt
durch die Pufferkomponenten Tris, MES, HEPES und Bicin, vor allem im aliphatischen Bereich. Die Signale
bei 8,5 und 7,5 kdnnen Imidazol zugeordnet werden, welches als restlicher Bestandteil der rekPSH enthalten
ist.
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Abbildung A. 13 Uberlagerung der "H-NMR-Spektren von APP zu den Zeitpunkten 0,5 (nach PSH-Zugabe,
rot), 18 h (griin) und 24 h (lila). Es sind keine chemischen Verschiebungen zu erkennen, welche auf eine
drastische Anderung im pH-Wert hindeuten kénnten. Ein groRer Teil des Untergrunds ist bedingt durch die
Pufferkomponenten Tris, MES, HEPES und Bicin, vor allem im aliphatischen Bereich. Die Signale bei 8,5
und 7,5 kénnen Imidazol zugeordnet werden, welches als restlicher Bestandteil der rekPSH enthalten ist.
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Abbildung A. 14 Fluoreszenzspolarisationsmessungen der Kontrollproben; beistehende Legende von oben
nach unten: 1 yM APP-DMA in DMPC, POPC und DMSO; 1 yM DMA-Boc in DMPC, POPC und DMSO;
1 UM ctF-APP in DMPC und POPC; 1 uM pures DMA sowie 1 uM ctF-APP-DMA in Puffer.
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Abbildung A. 15 NH-NH-Region des APLP2 NOESY-Spektrums. Die Signale sind zumeist gut separiert.
Die Signale G697/L698 und A694/L695 sind Uberlagert.
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Abbildung A. 16 NH-NH-Region des Fn14 NOESY-Spektrums. Zwischen 7,7 ppm und 8,7 ppm ist ein stark
Uberlagerter Bereich zu erkennen, wobei die Aminosaurereste nicht eindeutig zugeordnet werden konnten.
Uberlagerte Signale sind mit einem Asterisk markiert.
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Abbildung A. 17 Qualitatives'H-'"H-TOCSY-Spektrum des Fn14. Der dargestellte Ausschnitt zeigt den
aliphatischen Bereich des Fn14; in lila 500 yM Probe, grin 200 uM Probe. Es sind keine eindeutigen
Qualitatsanderungen bedingt durch die Konzentrationsunterschiede sichtbar, welche auf eine Dimerisierung
sprechen koénnten. Das Signal zwischen 3,8 ppm und 4 ppm ist TFE-d2 zuzuordnen.
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Abbildung A. 18 NH-NH-Region des ErbB4 NOESY-Spektrums. Zwischen 7,5 ppm und 8,5 ppm ist ein
stark Uberlagerter Bereich zu erkennen, wobei die Aminosaurereste nicht eindeutig zugeordnet werden
konnten.
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Abbildung A. 19 NH-NH-Region des ITGB1 NOESY-Spektrums zeigt zumeist gut separierte und eindeutig
zuordbare Signale.
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Abbildung A. 20 Isotrope ('H-">N-HSQC) und anisotrope Spektren ('H-'®°N-HSQC) der G38P TMD. Das
anisotrope Spektrum zeigt eine reduzierte Qualitat und breite Linien.
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Abbildung A. 21 Isotrope ('H-">N-HSQC) und anisotrope Spektren ('H-'>N-HSQC) der G38L TMD. Die
Lokalisation der mutierten Aminosaure ist rot umrandet. Das anisotrope Spektrum zeigt Linienverbreiterung.
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Abbildung A. 22 Isotrope ('H-'®N-HSQC) und anisotrope Spektren ('H-'®N-HSQC) der 145T TMD. Die
Lokalisation der mutierten Aminosaure ist rot umrandet. Das anisotrope Spektrum zeigt vereinzelt
Linienverbreiterung.
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Abbildung A. 23 Isotrope ('H-'®*N-HSQC) und anisotrope Spektren ('H-'>N-HSQC) der V44M TMD. Die
Lokalisation der mutierten Aminosaure ist rot umrandet. Das anisotrope Spektrum zeigt Linienverbreiterung.
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Abbildung A. 24 Auftragung von theoretisch berechneten und tatsachlich gemessenen RDCs mit linearer
Geradenregression von APP (schwarz) und dessen Mutanten G38L (blau), G38P (rot), 145T (griin) und

V44M (orange).
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Tabellen

Tabelle A. 1 Auswertung der 'H-"®*N-HSQC-Spektren von APP (ber die Zeit.
Volumina der einzelnen Signale.

Dargestellt sind die reprasentativen Chemischen Verschiebungen in ppm, sowie die Hohen und

0,5 Stunden 5 Stunden 13 Stunden 18 Stunden 24 Stunden

1H 15N 1H 15N 1H 15N 1H 15N WH 15N

[ppm]  [ppm] Hohe Volumen | [ppm] [ppm] H&he Volumen | [ppm] [ppm] H&he Volumen | [ppm] [ppm] H&he Volumen | [ppm] [ppm] H&he Volumen
0 Met 8,50 128,26 2,11E+03  1,63E+04 | 8,50 128,26 1,59E+03 1,31E+04
1 Asp
2 Ala 8,40 124,33 6,21E+03  4,95E+04 | 8,40 124,33 6,35E+03 5,12E+04 8,40 124,34 5,04E+03  3,94E+04 8,40 124,33 6,62E+03  5,37E+04 8,40 124,33 6,55E+03  5,30E+04
3 Glu 8,33 119,36  1,25E+04  1,02E+05 | 8,33 119,36 1,25E+04 1,02E+05 8,34 119,36 1,10E+04  9,04E+04 8,33 119,36 1,19E+04  9,68E+04 8,34 119,38 1,21E+04  9,85E+04
4 Phe 8,15 120,76 1,15E+04 9,53E+04 | 8,15 120,75 1,10E+04 9,01E+04 8,15 120,76 1,19E+04 9,77E+04 8,15 120,76 1,13E+04  9,20E+04 8,15 120,76 9,95E+03  8,07E+04
5 Arg 8,04 122,03 7,35E+03  5,95E+04 | 8,03 122,03 6,63E+03 5,38E+04 8,04 122,01 7,01E+03 5,63E+04 8,04 122,05 7,52E+03 6,09E+04 8,04 122,03 7,44E+03  6,03E+04
6 His
7 Asp 8,41 121,32 4,43E+03  3,95E+04
8 Ser 8,38 116,22 3,36E+03  2,73E+04 | 8,39 116,23 3,33E+03 2,81E+04 8,38 116,25 3,47E+03  2,83E+04 8,39 116,26  3,90E+03  3,23E+04 8,38 116,33  3,21E+03  2,67E+04
9 Gly 8,53 110,41 6,47E+03  5,32E+04 | 8,53 110,43 8,05E+03 6,47E+04 8,53 110,43 8,14E+03 6,62E+04 8,53 110,42 6,20E+03 5,03E+04 8,54 110,42 6,12E+03  4,99E+04
10 Tyr
11 Glu
12 Val 8,05 120,05 2,52E+04  2,14E+05 | 8,05 120,06 2,63E+04 2,25E+05 8,05 120,06 2,61E+04  2,21E+05 8,05 120,03 2,41E+04  2,05E+05 8,06 120,05 2,26E+04  1,93E+05
13 His
14 His
15 GIn 8,28 118,85 1,46E+04  1,19E+05 | 8,28 118,86 1,47E+04 1,19E+05 8,28 118,87 1,35E+04  1,10E+05 8,28 118,87 1,26E+04  1,02E+05 8,28 118,86 1,42E+04  1,16E+05
16 Lys
17 Leu 8,15 120,76 1,15E+04 9,53E+04 | 8,15 120,75 1,10E+04 9,01E+04 8,15 120,76 1,19E+04 9,77E+04 8,15 120,76 1,13E+04  9,20E+04 8,15 120,76 9,95E+03  8,07E+04
18 Val 7,87 118,75 1,46E+04  1,20E+05 | 7,87 118,73 1,45E+04 1,20E+05 7,87 118,75 1,30E+04  1,08E+05 7,87 118,74 1,30E+04  1,08E+05 7,87 118,76  1,20E+04  9,82E+04
19 Phe
20 Phe 7,98 118,62 7,96E+03  6,57E+04 | 7,98 118,59 8,15E+03 6,69E+04 7,98 118,64 8,30E+03  6,85E+04 7,98 118,59  8,62E+03  7,14E+04 7,99 118,61 8,34E+03  6,96E+04
21 Ala 8,16 121,28 8,03E+04  4,52E+06 | 8,16 121,27 1,02E+04 8,45E+04 8,15 121,26  8,26E+03 6,91E+04 8,15 121,24 9,46E+03 7,80E+04 8,16 121,26 8,77E+03  7,37E+04
22 Glu 8,27 117,55 1,26E+04  1,05E+05 | 8,26 117,56 1,15E+04 9,66E+04 8,26 117,56 1,24E+04  1,04E+05 8,26 117,54 1,03E+04  8,66E+04 8,26 117,55 1,23E+04  1,04E+05
23 Asp 8,17 119,36  1,26E+04  1,04E+05 | 8,17 119,37 1,16E+04 9,55E+04 8,17 119,35 1,23E+04  1,02E+05 8,17 119,36  1,23E+04  1,01E+05 8,17 119,37 1,12E+04  9,22E+04
24 Val
25 Gly 8,31 107,64 7,44E+03 6,17E+04 | 8,31 107,62 8,17E+03 6,80E+04 8,31 107,64 7,54E+03 6,20E+04 8,31 107,63 8,85E+03 7,35E+04 8,31 107,62 6,16E+03  5,15E+04
26 Ser 8,00 114,43 3,87E+03  3,20E+04 | 8,00 114,46 4,76E+03 3,96E+04 8,00 114,45 5,82E+03  4,75E+04 8,00 114,44 4,06E+03  3,35E+04 7,99 114,48 3,81E+03  3,12E+04
27 Asn
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28 Lys 8,46 121,30 9,21E+03  7,69E+04 | 8,46 121,28 9,66E+03 8,09E+04 8,47 121,29 8,97E+03  7,55E+04 8,45 121,34 7,42E+03  6,39E+04 8,47 121,30 7,81E+03  6,44E+04
29 Gly 8,67 106,40 5,60E+03  4,75E+04 | 8,67 106,44 6,20E+03 5,14E+04 8,67 106,41 5,90E+03  4,91E+04 8,67 106,43 4,97E+03 4,17E+04 8,68 106,45 6,08E+03  4,94E+04
30 Ala 8,00 122,70 7,14E+03  5,90E+04 | 8,00 122,71 7,82E+03 6,55E+04 8,00 122,70 6,42E+03  5,27E+04 8,00 122,70 6,66E+03  5,50E+04 8,00 122,74  7,21E+03  5,97E+04
31 lle 7,83 116,20 5,74E+03  4,81E+04 | 7,83 116,20 5,21E+03 4,41E+04 7,83 116,18 5,99E+03  5,06E+04 7,83 116,16  4,58E+03  3,78E+04 7,82 116,20 5,99E+03  4,97E+04
32lle

33 Gly 8,54 106,48 4,61E+03  3,78E+04 | 8,54 106,46 4,29E+03 3,51E+04 8,54 106,47 5,92E+03  4,93E+04 8,53 106,50 4,53E+03  3,70E+04 8,55 106,50 4,65E+03  3,90E+04
34 Leu 8,24 120,50 1,40E+04  1,20E+05 | 8,24 120,51 1,42E+04 1,23E+05 8,24 120,48 1,40E+04  1,21E+05 8,24 120,44 1,22E+04  1,05E+05 8,24 120,47 1,25E+04  1,07E+05
35 Met 8,27 117,55 1,26E+04  1,05E+05 | 8,26 117,56 1,15E+04 9,66E+04 8,26 117,56 1,24E+04  1,04E+05 8,26 117,54 1,03E+04  8,66E+04 8,26 117,55 1,23E+04  1,04E+05
36 Val 8,66 117,66 6,63E+03  5,71E+04 | 8,61 117,65 6,92E+03 5,94E+04 8,60 117,56 5,61E+03  4,73E+04 8,61 117,56 6,57E+03  5,53E+04 8,60 117,60 6,67E+03  5,61E+04
37 Gly 8,77 106,09 4,67E+03  3,88E+04 | 8,77 106,14 4,24E+03 3,48E+04 8,79 106,13 3,34E+03  2,88E+04 8,78 106,16  3,34E+03  2,73E+04 8,77 106,08 4,23E+03  3,60E+04
38 Gly 8,77 108,22 4,78E+03  4,01E+04 | 8,77 108,25 3,60E+03 2,94E+04 8,78 108,25 5,18E+03  4,24E+04 8,78 108,23 3,07E+03  2,43E+04 8,78 108,22  3,93E+03  3,30E+04
39 Val 8,24 120,50 1,40E+04  1,20E+05 | 8,24 120,51 1,42E+04 1,23E+05 8,24 120,48 1,40E+04  1,21E+05 8,24 120,44 1,22E+04  1,05E+05 8,24 120,47 1,25E+04  1,07E+05
40 Val 8,54 122,29 6,92E+03  5,84E+04 | 8,54 122,28 5,42E+03 4,46E+04 8,54 122,23 6,32E+03  5,21E+04 8,54 122,29 6,07E+03  5,07E+04 8,54 122,27 4,77E+03  4,00E+04
41 lle 8,48 118,85 7,94E+03  6,90E+04 | 8,48 118,88 7,91E+03 6,66E+04 8,47 118,83 8,35E+03  7,28E+04 8,47 118,86 7,56E+03  6,53E+04 8,48 118,63 7,10E+03  6,13E+04
42 Ala 8,59 120,48 8,72E+03  7,19E+04 | 8,60 120,47 7,22E+03 6,06E+04 8,59 120,46 8,11E+03 6,80E+04 8,60 120,46 8,27E+03  6,88E+04 8,59 120,45 5,49E+03  4,53E+04
43 Thr 8,17 113,97 6,26E+03  5,15E+04 | 8,18 113,96 5,00E+03 4,21E+04 8,18 113,96 6,08E+03  5,03E+04 8,17 11391 6,28E+03  5,20E+04 8,18 113,92  4,34E+03  3,52E+04
44 Val

45 lle 8,44 121,86 2,11E+04 1,74E+05 | 8,43 121,86 2,15E+04 1,76E+05 8,43 121,86 2,07E+04 1,70E+05 8,44 121,86 2,09E+04 1,73E+05 8,44 121,86 1,97E+04 1,62E+05
46 Val 8,48 118,85 7,94E+03  6,90E+04 | 8,48 118,88 7,91E+03 6,66E+04 8,47 118,83 8,35E+03  7,28E+04 8,47 118,86 7,56E+03  6,53E+04 8,48 118,63 7,10E+03  6,13E+04
47 lle 8,66 117,66 6,63E+03  5,71E+04 | 8,61 117,65 6,92E+03 5,94E+04 8,60 117,56 5,61E+03  4,73E+04 8,61 117,56 6,57E+03  5,53E+04 8,60 117,60 6,67E+03  5,61E+04
48 Thr 8,18 116,59 6,06E+03  5,10E+04 | 8,18 116,56 3,15E+03 2,52E+04 8,18 116,56 6,15E+03  5,10E+04 8,17 116,58  2,42E+03 1,98E+04 8,18 116,60 3,64E+03  2,98E+04
49 Leu 8,34 119,85 6,27E+03 5,26E+04 | 8,34 119,80 5,93E+03 4,97E+04 8,34 119,83 5,77E+03 4,84E+04 8,34 119,85 5,14E+03 4,32E+04 8,33 119,86 4,30E+03 3,56E+04
50 Val 8,39 117,50 8,21E+03  7,08E+04 | 8,39 117,56 7,06E+03 6,01E+04 8,40 117,50 8,21E+03  7,06E+04 8,38 117,48 9,34E+03  8,06E+04 8,39 117,45 7,90E+03  6,80E+04
51 Met | 847 117,43 2,19E+03 1,99E+04 | 8,47 117,67 2,67E+03 2,18E+04

52 Leu

53 Lys 7,83 117,76 8,93E+03 7,42E+04 | 7,83 117,78 9,43E+03 7,76E+04 7,83 117,79 9,91E+03 8,25E+04 7,82 117,79 8,84E+03 7,36E+04 7,83 117,79 9,91E+03 8,24E+04
54 Lys 8,05 119,04 1,14E+04 9,43E+04 | 8,05 119,03 1,15E+04 9,68E+04 8,05 119,04 1,20E+04  9,90E+04 8,05 119,04 1,15E+04 9,58E+04 8,05 119,05 1,14E+04  9,47E+04
55 Lys 8,22 122,11 1,04E+04  8,62E+04 | 8,22 122,09 9,92E+03 8,13E+04 8,22 122,11 7,98E+03  6,58E+04 8,22 122,10 1,02E+04 8,41E+04 8,22 122,09 9,63E+03  7,90E+04
56 Pro

57 Gly 8,54 109,29 2,90E+03  2,38E+04 | 8,55 109,28 3,54E+03 2,87E+04 8,54 109,29 8,03E+02  6,31E+03 8,54 109,35 2,74E+03  2,22E+04
58 Gly 8,39 108,65 4,79E+02  5,45E+03 | 8,38 108,74 1,97E+03 1,60E+04 8,39 108,65 7,43E+02 6,46E+03 8,35 108,59 2,95E+03  2,47E+04
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Tabelle A. 2 Chemische Verschiebungstabelle des APLP2 ausgehend von 'H-'"H-NOESY-, 'H-'"H-TOCSY-
und 'H-"3C-HSQC-Sepktren.

Nummer Rest H [ppm] "Ho [ppm] =~ "HB [ppm] = *Coa [ppm]  '3CB [ppm]
689 Ser - 4,62 3,92/ 4,07 - 63,62
690 Leu - - 1,73/ 1,52 - 41,33
691 Ser - - - -
692 Ser - - - -
693 Ser 8,07 4,34 3,94/ 3,93 59,64 62,26
694 Ala 7,81 4,24 1,51 53,69 17,46
695 Leu 7,61 4,26 1,69/ 1,92 56,94 41,26
696 lle 7,68 3,89 1,95 63,42 37,13
697 Gly 7,80 3,83/3,83 46,35 -
698 Leu 7,61 4,22 2,12/ 1,77 56,72 41,34
699 Leu 7,87 4,18 1,79/ 1,90 57,34 41,09
700 Val 8,05 3,66 2,26 66,03 30,97
701 lle 7,69 3,84 2,03 63,95 37,24
702 Ala 8,10 4,07 1,60 55,15 16,83
703 Val 8,33 3,73 2,23 65,57 31,13
704 Ala 8,39 4,11 1,61 55,48 16,69
705 lle 8,56 3,73 1,95 64,49 37,22
706 Ala 8,14 4,04 1,56 54,97 16,91
707 Thr 8,11 3,88 4,53 66,90 68,41
708 Val 7,94 3,67 2,37 66,35 30,85
709 lle 8,35 3,64 2,13 65,54 36,83
710 Val 8,41 3,64 2,27 67,35 30,97
711 lle 8,58 3,72 1,99 64,76 36,91
712 Ser 8,27 4,26 4,17 59,98 62,26
713 Leu 8,30 4,18 2,12/ 1,51 57,34 41,35
714 Val 8,45 3,72 2,35 65,90 31,20
715 Met 8,46 4,32 2,11/ 2,33 57,19 31,45
716 Leu 8,01 4,28 1,65/ 1,96 55,96 41,66
717 Arg 7,74 4,28 1,98/ 1,98 56,11 29,51
718 Lys 7,93 4,32 1,97/ 1,87 56,00 31,84
719 Arg 7,58 4,24 1,77/ 1,91 56,44 31,12
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Tabelle A. 3 Chemische Verschiebungstabelle des Fn14 ausgehend von 'H-'H-NOESY-, 'H-'H-TOCSY-
und 'H-"3C-HSQC-Sepktren.

Nummer Rest H [ppm] "Ho [ppm] ~ "HB [ppm] = ®Ca [ppm] '*CB [ppm]
76 Arg - - 1,57/ 1,73 - 32,99
77 Leu - 4,32 1,65/ 1,90 54,57 41,17
78 Leu 7,58 4,45 1,60 54,03 41,21
79 Trp 7,59 4,70 3,35 58,89 27,49
80 Pro - 4,27 1,75/ 2,26 64,98 30,36
81 lle 7,20 4,00 1,95 62,41 37,54
82 Leu 7,64 4,23 1,69 56,93 41,55
83 Gly 8,46 3,64/3,74 46,04
84 Gly 7,92 3,89 46,15
85 Ala 8,01 418 1,52 54,52 16,95
86 Leu 8,51 413 1,87 57,45 41,43
87 Ser 7,96 4,30 3,99 61,61 62,41
88 Leu 8,05 4,22 1,65/ 1,93 57,51 41,18
89 Thr 7,98 3,89 4,37 66,32 68,39
a0 Phe 8,05 4,35 3,38/ 3,29 60,67 38,43
91 Val 8,23 3,61 2,30 66,63 31,31
92 Leu 8,67 417 1,561/ 1,92 57,49 40,95
93 Gly 8,22 3,76/3,90 46,00
94 Leu 7,98 4,09 1,77/ 1,61 57,37 41,47
95 Leu 8,65 4,18 1,87/ 1,67 57,34 41,45
96 Ser 8,29 3,99/4,22 4,08/ 3,99 61,38 62,43
97 Gly 7,82 3,89/3,94 46,18
98 Phe 8,05 4,45 3,38/ 3,29 60,22 38,43
99 Leu 8,21 4,04 1,96 57,40 41,20
100 Val 7,96 3,70 2,17 65,83 31,38
101 Trp 8,05 4,36 3,36/ 3,49 59,80 28,18
102 Arg 8,27 3,81 1,82 57,74 29,09
103 Arg 7,95 4,21 1,99 57,14 29,60
104 Cys 8,05 4,38 2,94 59,79 26,78
105 Arg 7,75 4,22 1,74/ 1,63 55,53 29,55
106 Arg 7,87 4,28 1,80/ 1,92 55,75 29,81
107 Arg 7,62 4,22 1,71/ 1,88 56,52 31,17
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Tabelle A. 4 Chemische Verschiebungstabelle ErbB4 des ausgehend von 'H-'H-NOESY-, 'H-'H-TOCSY-
und 'H-"3C-HSQC-Sepktren.

Nummer Rest H [ppm] "Ho [ppm] ~ "HB [ppm] = "3Ca [ppm]  "*CB [ppm]
649 Lys 8,43 4,11 1,88 56,31 32,63
650 Lys 7,77 4,08 1,88 59,08 32,10
651 Leu 7,53 418 1,66/ 1,89 57,39 41,71
652 lle 7,86 3,83 1,95 64,26 37,95
653 Ala 8,04 4,06 1,50 55,17 17,43
654 Ala 8,00 4,09 1,51 54,82 17,49
655 Gly 7,96 3,89/3,92 46,29 -
656 Val 8,09 3,87 2,25 65,86 32,03
657 lle 8,29 3,88 1,94 64,82 37,79
658 Gly 8,15 3,98/3,95 46,35 -
659 Gly 7,79 3,90/3,96 46,52 -
660 Leu 7,93 4,23 1,67/ 1,83 57,54 41,69
661 Phe 8,01 4,31 3,25/ 3,23 60,79 38,58
662 lle 7,62 3,78 2,04 64,01 37,47
663 Leu 7,62 4,04 2,01/ 1,63 58,16 41,38
664 Val 8,01 3,69 2,27 66,51 31,53
665 lle 7,98 3,80 2,01 64,44 37,12
666 Val 8,88 3,61 2,19 67,40 31,44
667 Gly 8,14 3,97/3,92 47,31 -
668 Leu 8,67 4,28 1,67/ 1,90 57,91 42,20
669 Thr 8,20 3,93 4,42 66,90 68,88
670 Phe 8,40 4,37 3,26/ 3,26 61,43 38,91
671 Ala 8,13 4,02 1,62 55,42 17,58
672 Val 8,17 3,62 2,21 66,42 31,78
673 Tyr 8,11 413 3,15/ 2,22 61,63 38,16
674 Val 8,29 3,51 2,02 65,98 31,56
675 Lys 7,91 4,05 1,96 58,34 32,10
676 Lys 8,17 4,13 1,86 58,64 32,11
677 Lys 7,99 411 1,68/ 1,74 56,31 32,15
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Tabelle A. 5 Chemische Verschiebungstabelle des ITGB1 ausgehend von 'H-'H-NOESY-, 'H-'H-TOCSY-
und 'H-"3C-HSQC-Sepktren.

Nummer Rest H [ppm] "Ho [ppm] ~ "HB [ppm] = ®Ca [ppm] '*CB [ppm]
727 Pro - 4,40 2,30/ 2,04 63,49 30,79
728 Asp 8,59 4,45 2,69/ 2,69 54,25 38,84
729 lle 7,59 4,42 2,08 60,72 38,65
730 lle 7,67 3,97 2,13 64,87 35,04
731 Pro - 4,29 2,33/ 1,81 65,06 30,42
732 lle 7,20 3,90 2,16 63,34 37,34
733 Val 7,88 3,66 2,17 66,13 31,33
734 Ala 8,70 4,06 1,45 54,62 16,98
735 Gly 7,68 3,94/3,94 45,93
736 Val 8,05 3,82 2,38 65,74 31,21
737 Val 8,34 3,66 2,16 65,80 31,05
738 Ala 8,15 4,06 1,52 54,62 16,89
739 Gly 7,72 3,88/3,94 46,37
740 lle 7,90 3,85 2,16 64,30 37,34
741 Val 8,22 3,70 2,27 65,86 31,09
742 Leu 8,27 417 1,98/ 1,65 57,71 41,14
743 lle 8,18 3,89 2,02 64,06 37,11
744 Gly 8,00 3,93/3,82 46,66
745 Leu 8,18 4,26 1,73/ 1,89 57,16 41,33
746 Ala 8,10 4,11 1,59 54,98 16,64
747 Leu 8,26 4,12 1,42 57,33 40,91
748 Leu 7,84 4,29 1,95/ 1,87 57,51 41,43
749 Leu 8,16 4,18 1,78/ 1,96 57,69 40,96
750 lle 8,34 3,81 2,04 64,53 37,32
751 Trp 8,34 4,37 3,47/ 3,56 60,29 28,00
752 Lys 8,27 3,82 2,01/ 2,10 59,25 31,47
753 Leu 8,15 4,14 1,88/ 1,42 57,67 40,93
754 Leu 8,62 4,08 1,37/ 2,03 57,64 40,87
755 Met 8,17 417 1,93/ 2,16 57,71 31,57
756 lle 8,10 3,82 2,15 64,53 37,60
757 lle 8,39 3,77 1,87 64,00 37,73
758 His 7,94 4,42 3,37/ 3,09 58,09 28,57
759 Asp 7,95 4,67 2,80/ 2,88 54,29 40,34
760 Arg 7,87 4,39 1,84/ 1,94 55,22 29,63
761 Arg 7,59 4,22 1,91/1,76 56,56 30,95
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Tabelle A. 6 Statistik der berechneten Strukturen von APLP2, ErbB4, Fn14 und ITGB1. Ausgehend von
einem Ensemble der 40 besten Strukturen mit den niedrigsten Energien, ausgehend von 400 berechneten

Strukturen.

Gesamtanzahl verwendeter
Abstandsinformationen
eindeutige NOEs
Intraresidual

Sequentiell (Ji-j|=1)

Medium (1 < Ji-j| < 4)

Lang (|i-j| 2 4)
Mehrdeutige NOEs
Torsionswinkel-
Beschrankungen

Statistik fiir die
Strukturberechnung
RMSD der Bindungen [A]

RMSD der Bindungswinkel [°]
RMSD von unzuldssigen
Torsionen [°]

Finale Energien [kcal mol]
Etotal

EBsindungen

Ewinkel

Eunzulassig

EDieder
Evow

Enoe

Koordinatengenauigkeit [A]
RMSD Riickgrat aller Reste
RMSD aller schweren Atome
aller Reste

RMSD des Riickgrats der
geordneten Reste

RMSD aller schweren Atome
der geordneten Reste

APLP2
374

312
123
90
18
0
62

50

0,001 +/-
0,00005
0,275 +/-
0,005
0,149 +/-
0,01

-986,80 +/-
30,58

0,45 +/- 0,05
10,45 +/-
0,36

0,75 +/- 0,16
137,78 +/-
1,41

-234,65 +/-
2,71

-901,59 +/-
30,45

2,63 +/- 0,74
3,31 +/- 0,75

1,13 +/- 0,50

1,37 +/- 0,46

ErbB4
331

292
106
90
26
0
39

54

0,001 +/-
0,00007
0,282 +/-
0,005
0,147 +/-
0,01

-990,99 +/-
30,52

0,66 +/- 0,07
11,91 +/-
0,54

0,97 +/- 0,24
125,60 +/-
1,84
-238,75 +/-
3,73
-891,38 +/-
30,73

1,32 +/- 0,42
1,89 +/- 0,46

1,06 +/- 0,34

1,46 +/- 0,39

Fn14
300

273
86
98
16
0
27

56

0,001 +/-
0,00008
0,325 +/-
0,008

0,15 +/- 0,01

-962,36 +/-
32,23

0,88 +/- 0,11
16,30 +/-
0,84

1,04 +/- 0,20
140,24 +/-
2,81
-257,97 +/-
3,62
-862,85 +/-
32,45

2,76 +/- 0,90
3,70 +/- 1,04

2,24 +/- 0,78

2,90 +/- 0,88

ITGB1
462

462
156
130
50
0

0

101

0,002 +/-
0,0001
0,329 +/-
0,011
0,196 +/-
0,019

-1231,09 +/-
19,72

1,68 +/- 0,32
17,4796 +/-
0,10

1,46 +/- 0,21
157,951 +/-
2,39
-297,35 +/-
3,10
-1112,31 +/-
19,44

1,74 +/- 0,76
2,26 +/- 0,76

1,55 +/- 0,70

1,87 +/- 0,69
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Tabelle A. 7 Chemische Verschiebungstabelle des APP WT ausgehend vom "H-"N-HSQC-IPAP (isotrop)
und "H-"N-HSQC-IPAP-Spektrum (anisotrop) sowie Daten des gequollenen Gels mit Streckfaktor.

Isotrope Spektren Anisotrope Spektren
Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm] Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm]
1H 15N 1H 15N 1H 15N 1H 15N
26 Ser 7,91 114,07 7,91 115,60 7,92 11417 7,92 115,58
27 Asn 7,96 119,14 7,96 120,69 7,99 119,28 7,99 120,71
28 Lys 8,14 119,36 8,14 120,88 8,19 119,60 8,19 120,92
29 Gly 8,31 104,03 8,3 105,59 8,32 104,28 8,32 105,60
30 Ala 777 12243 7,77 123,96 7,78 122,64 7,78 124,00
31 lle 7,63 116,28 7,63 117,81 7,66 116,54 7,66 117,82
32 lle 796 119,14 7,96 120,69 7,99 119,28 7,99 120,71
33 Gly 8,01 104,39 8,01 105,95 8,02 104,72 8,02 105,98
34 Leu 796 121,41 7,96 122,94 797 121,62 797 122,85
35 Met 8,31 119,02 8,30 120,55 8,29 119,16 8,29 120,46
36 Val 8,71 118,21 8,71 119,75 8,71 118,23 8,71 119,61
37 Gly 8,21 105,56 8,21 107,15 8,22 105,83 8,22 107,11
38 Gly 7,94 105,08 7,94 106,64 7,95 105,42 7,95 106,67
39 Val 7,78 121,03 7,78 122,57 7,79 121,20 7,79 122,46
40 Val 8,27 122,86 8,27 124,4 8,28 123,06 8,28 124,31
41 lle 8,24 117,79 8,24 119,33 8,23 118,30 8,23 119,26
42 Ala 796 119,14 7,96 120,69 7,99 119,28 7,99 120,71
43 Thr 7,99 111,73 7,99 113,26 7,99 112,03 7,99 113,23
44 Val 8,33 120,46 8,33 121,97 8,33 120,52 8,33 121,89
45 lle 8,54 122,73 8,54 124,26 8,54 122,95 8,54 124,17
46 Val 8,31 119,02 8,30 120,55 8,29 119,16 8,29 120,46
47 lle 8,62 117,36 8,62 118,90 8,62 117,19 8,62 118,76
48 Thr 8,22 115,08 8,22 116,61 8,22 115,34 8,22 116,55
49 Leu 8,54 120,52 8,54 122,06 8,53 120,61 8,53 122,00
50 Val 8,62 118,72 8,62 120,25 8,62 118,83 8,62 120,11
51 Met 8,58 117,59 8,58 119,14 8,57 117,51 8,57 118,97
52 Leu 8,41 118,20 8,41 119,71 8,40 118,39 8,40 119,59
14 % Gel:

Masse [mg] Lange [cm] Durchmesser [cm]
Gel nach Polymerisation 125,25 2,03 0,25
nach trocknen 19,03 1,13 0,16
nach quellen 496,00 3,05 0,42
in Tube 4,71

gestreckt um 1,66 cm > Faktor 1,54
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Anhang

Tabelle A. 8 Chemische Verschiebungstabelle der G38P Mutante ausgehend vom 'H-'SN-HSQC-IPAP
(isotrop) und "H-""N-HSQC-IPAP-Spektrum (anisotrop) sowie Daten des gequollenen Gels mit Streckfaktor.

Isotrope Spektren Anisotrope Spektren
Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm] Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm]
1H 15N 1H 15N 1H 15N 1H 15N
26 Ser 7,89 114,01 789 115,55 7,89 114,07 7,89 115,52
27 Asn 7,94 119,06 7,94 120,60 7,96 119,11 7,96 120,61
28 Lys 8,12 119,38 8,12 120,92 8,16 119,42 8,16 120,89
29 Gly 8,28 104,08 8,28 105,63 8,29 104,22 8,29 105,67
30 Ala 7,74 122,26 7,74 123,80 7,75 12245 7,75 123,83
31 lle 7,61 116,07 7,61 117,60 7,62 116,20 7,62 117,63
32 lle 7,94 119,06 7,94 120,60 796 119,11 7,96 120,61
33 Gly 7,99 104,72 7,99 106,27 8,01 104,94 8,00 106,36
34 Leu 7,85 119,50 785 121,05 7,85 119,58 7,85 120,98
35 Met 8,00 117,07 8,00 118,60 8,02 117,20 8,02 118,58
36 Val 8,22 113,49 8,22 115,01 8,21 113,50 8,21 114,93
37 Gly 7,98 107,64 7,98 109,19 7,97 107,90 7,97 109,21
38 Pro
39 Val 7,45 11512 7,45 116,63 745 115,31 745 116,62
40 Val 8,07 123,04 8,06 124,57 8,05 123,05 8,05 124,41
41 lle 8,20 117,74 8,20 119,25 8,17 117,96 8,177 119,20
42 Ala 7,94 119,06 7,94 120,60 7,96 119,11 7,96 120,61
43 Thr 790 111,58 790 113,12 7,88 111,76 7,88 113,07
44 Val 8,30 120,28 8,30 121,82 8,29 120,36 8,29 121,75
45 lle 8,49 122,73 8,49 124,29 8,48 122,84 8,48 124,20
46 Val 8,30 119,03 8,30 120,58 8,27 119,02 8,27 120,44
47 lle 8,61 117,30 8,61 118,84 8,61 116,97 8,61 118,51
48 Thr 8,20 115,06 8,20 116,60 8,18 115,14 8,18 116,52
49 Leu 8,53 120,46 8,53 122,02 8,48 120,59 8,48 121,97
50 Val 8,62 118,74 8,62 120,28 8,59 118,72 8,59 120,10
51 Met 8,58 117,56 8,58 119,13 8,56 117,42 8,56 118,87
52 Leu 8,40 118,18 8,40 119,64 8,37 118,14 8,37 119,57
14 % Gel:

Masse [mg] Lange [cm] Durchmesser [cm]
Gel nach Polymerisation 126,47 2,14 0,23
nach trocknen 19,42 1,12 0,15
nach quellen 478,60 2,92 0,34
in Tube 4,63

gestreckt um 1,71 cm - Faktor 1,59
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Anhang

Tabelle A. 9 Chemische Verschiebungstabelle der G38L Mutante ausgehend vom 'H-'SN-HSQC-IPAP
(isotrop) und "H-"N-HSQC-IPAP-Spektrum (anisotrop) sowie Daten des gequollenen Gels mit Streckfaktor.

Isotrope Spektren Anisotrope Spektren
Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm] Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm]
1H 15N 1H 15N 1H 15N 1H 15N
26 Ser 7,88 113,99 7,88 115,53 7,87 114,00 7,87 115,44
27 Asn 7,99 118,88 7,99 120,45 8,02 118,94 8,02 120,44
28 Lys 8,14 119,28 8,14 120,83 8,17 119,53 8,17 120,86
29 Gly 8,32 104,12 8,32 105,67 8,33 104,34 8,33 105,72
30 Ala 7,75 122,21 7,75 123,77 7,76 122,48 7,76 123,77
31 lle 7,60 116,34 7,60 117,87 7,62 116,61 7,62 117,86
32 lle 7,94 119,32 7,94 120,86 7,95 119,58 7,95 120,80
33 Gly 7,95 103,75 7,95 105,31 7,95 104,12 7,95 105,34
34 Leu 7,84 121,89 7,84 123,45 7,83 122,08 7,83 123,30
35 Met 8,18 117,33 8,18 118,88 8,18 117,53 8,18 = 118,78
36 Val 8,53 117,31 8,53 118,85 8,52 117,52 8,52 118,80
37 Gly 7,91 104,78 7,91 106,34 7,89 105,03 7,90 106,32
38 Leu 799 118,94 7,99 120,51 8,02 118,94 8,02 120,44
39 Val 7,90 118,47 7,90 120,03 7,89 118,64 7,89 119,90
40 Val 8,44 122,79 8,44 124,34 8,43 122,95 8,43 124,19
41 lle 8,28 118,38 8,28 119,88 8,23 118,53 8,23 119,78
42 Ala 8,26 119,35 8,26 120,90 8,26 119,53 8,26 120,87
43 Thr 8,03 111,99 8,03 113,52 8,02 112,20 8,02 113,46
44 Val 8,38 120,57 8,38 122,10 8,35 120,74 8,35 121,99
45 lle 8,57 122,76 8,57 124,32 8,54 122,97 8,54 124,18
46 Val 8,26 118,97 8,27 120,51 8,24 118,96 8,24 120,37
47 lle 8,62 117,39 8,62 118,93 8,59 117,62 8,59 119,14
48 Thr 8,22 115,08 8,23 116,61 8,20 115,20 8,20 116,46
49 Leu 8,52 120,48 8,52 122,04 8,47 120,72 8,47 121,92
50 Val 8,62 118,73 8,62 120,26 8,59 118,76 8,59 120,04
51 Met 8,58 117,60 8,57 119,14
52 Leu 8,41 118,13 8,41 119,68 8,37 118,05 8,37 119,43
14 % Gel:

Masse [mg] Lange [cm] Durchmesser [cm]
Gel nach Polymerisation 114,03 1,78 0,27
nach trocknen 16,67 0,97 0,15
nach quellen 479,00 2,70 0,40
in Tube 4,33

gestreckt um 1,63 cm - Faktor 1,60
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Anhang

Tabelle A. 10 Chemische Verschiebungstabelle der I45T Mutante ausgehend "H-'*N-HSQC-IPAP (isotrop)
und "H-"N-HSQC-IPAP-Spektrum (anisotrop) sowie Daten des gequollenen Gels mit Streckfaktor.

Addiert [ppm]
1H 15N

26 Ser 7,9 114,08
27 Asn 7,94 119,14
28 Lys 8,13 119,28
29 Gly 8,28 103,95
30 Ala 7,76 122,38
31lle 762 116,23
32lle 8,02 118,83
33 Gly 7,99 1043
34 Leu 7,98 121,56
35 Met 8,32 119,05
36 Val 8,74 118,43
37 Gly 8,21 105,4
38 Gly 794 105,25
39 Val 7,82 121,47
40 Val 8,41 123,91
41 lle
42 Ala 8,34 123,31
43 Thr 8,21 113,45
44 Val 8,78 118,65

8,32 118,75
46 Val 8,24 120,88
47 lle 8,45 117,04
48 Thr 8,14 114,42
49 Leu 8,3 120,44
50 Val 8,58 118,44
51 Met 8,54 117,63
52 Leu 8,41 118,06

14 % Gel:

Isotrope Spektren

Gel nach Polymerisation

nach trocknen

nach quellen
in Tube

Subtrahiert [ppm]

1H 15N 1H
79 115,61
7,95 120,69
8,13 120,82
8,29 105,51
7,76 123,93
762 117,76
8,02 120,36
7,99 105,87
7,98 123,09
8,32 120,62
8,74 119,99
8,21 107,02
7,94 106,83
7,82 123,03
8,41 125,46
8,34 124,85
8,21 114,99
8,78 120,22
8,32 120,29
8,24 122,42
8,45 118,56
8,14 115,96
8,3 121,96
8,58 119,99
8,54 119,15
8,41 119,65

Masse [mg]

118,55

20,63

605,00

gestreckt um 2,29 cm -> Faktor 1,67

Anisotrope Spektren

Addiert [ppm]
15N

7,89 113,98
7,99 119,17
8,17 119,48
8,31 104,15
7,76 122,52
7,63 116,49
7,99 119,38
7,98 104,55
7,95 121,61
8,27 119,08
8,71 118,58
8,21 105,85
7,94 105,68
7,81 121,47
84 124,42
8,39 123,83
8,75 118,82
8,32 118,79
8,2 120,95
8,48 117,61
8,11 114,67
8,26 120,11
8,55 117,94
86 117,53
8,37 118,03
Lange [cm]
2,12

1,23

3,44

5,73

Subtrahiert [ppm]
1H 15N

7,89 115,44
7,99 120,62
8,17 120,8
8,31 | 105,52
7,76 123,93
7,63 117,76
7,99 120,62
7,99 105,92
7,95 122,89
8,27 120,45
8,71 | 119,73
8,21 107,03
7,94 106,87
7,82 122,82
8,4 125,5
8,39 125,18
8,18 | 114,86
8,75 120,1
8,32 120,16
8,2 122,32
8,48 118,83
8,11 | 115,78
8,26 121,66
8,55 119,58
8,6 119,04
8,37 | 119,42

Durchmesser [cm]

0,25
0,15
0,42
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Anhang

Tabelle A. 11 Chemische Verschiebungstabelle der V44M Mutante ausgehend vom 'H-"SN-HSQC-IPAP
(isotrop) und "H-"N-HSQC-IPAP-Spektrum (anisotrop) sowie Daten des gequollenen Gels mit Streckfaktor.

Isotrope Spektren Anisotrope Spektren
Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm] Addiert [ppm] Subtrahiert [ppm]
1H 15N 1H 15N 1H 15N 1H 15N
26 Ser 7,87 113,97 7,87 115,5 7,88 114,03 7,88 115,48
27 Asn 8,03 118,63 8,03 120,17 8,05 118,85 8,05 120,32
28 Lys 8,15 119,25 8,15 120,79 8,18 119,52 8,18 120,78
29 Gly 8,34 104,05 8,34 105,61 8,34 104,31 8,34 105,64
30 Ala 7,74 122,31 7,74 123,87 7,75 12255 7,75 123,87
31 lle 76 116,21 76 117,74 762 116,42 762 117,72
32 lle 7,98 119,21 7,98 120,74 799 119,41 7,99 120,71
33 Gly 7,98 104,36 7,98 105,92 7,99 104,69 7,99 105,95
34 Leu 795 121,38 795 122,93 7,93 121,51 7,93 122,8
35 Met 8,23 119,27 8,23 120,84 8,22 119,12 8,22 120,49
36 Val 8,71 118,24 8,71 119,78 8,68 118,27 8,68 119,54
37 Gly 8,21 105,58 8,21 107,14 8,2 105,9 82 107,14
38 Gly 7,93 105,09 7,93 106,65 7,93 105,43 7,94 106,71
39 Val 78 121,31 78 122,91 7,86 121,54 7,86 123
40 Val 8,31 123,33 8,31 124,87 8,28 123,42 8,28 1247
41 lle 8,28 118,65 8,28 120,28 8,28 118,92 8,28 120,26
42 Ala 8,06 119,41 8,06 120,95 8,06 119,57 8,06 120,82
43 Thr 8,11 111,64 8,11 113,14 8,08 111,84 8,08 113,07
8,3 119,16 8,3 120,68 8,29 119,18 8,29 120,52
45 lle 8,54 12247 8,54 124,04 8,52 122,59 8,52 123,86
46 Val
47 lle 8,6 116,94 86 118,48 8,55 116,92 8,55 118,42
48 Thr 8,01 115,07 8,01 116,59 7,98 115,29 7,98 116,44
49 Leu 8,49 120,44 8,49 121,99 8,45 120,58 8,45 121,88
50 Val 8,62 118,68 8,62 120,22 8,62 118,76 8,62 120,25
51 Met 8,54 117,58 8,54 119,13 8,58 117,63 8,58 119,16
52 Leu 8,4 118,11 8,4 119,65 8,34 118,22 8,34 119,45
14 % Gel:
Masse [mg] Lange [cm] Durchmesser [cm]
Gel nach Polymerisation 113,00 1,74 0,26
nach trocknen 16,71 0,95 0,16
nach quellen 471,50 2,60 0,37
in Tube 4,48

gestreckt um 1,88 cm > Faktor 1,72
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