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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Faltungshelferenzyme

Als Faltungshelferenzyme bezeichnet man Proteine, welche die Fahigkeit besitzen, langsame Schritte
der Proteinfaltung katalytisch zu beschleunigen. Das unterscheidet sie von Chaperonen, welche die
korrekte Faltung von Proteinen durch die Stabilisierung von z.B. aggregationsanfilligen
Faltungsintermediaten unterstiitzen. Zu den Faltungshelferenzymen gehort die Gruppe der
Peptidbindungs-cis/trans-lsomerasen (PCTlasen [1]). Es werden zwei Arten von PCTlasen
unterschieden, die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen (PPlasen, EC 5.2.1.8 [2]) und die
Sekundaramid-Peptidbindungs-cis/trans-lsomerasen (APlasen [3]). PPlasen katalysieren die cis/trans-
Isomerisierung von Peptidbindungen N-terminal von einem Prolin (Prolylbindung) (Abbildung 1),
APlasen katalysieren die Isomerisierung von sekundaren amidischen Peptidbindungen [3], [4]. Die cis-
und  trans-Konformere  einer  Peptidbindung  ergeben sich aus dem partiellen
Doppelbindungscharakter der Peptidbindung. Dieser Doppelbindungscharakter erhéht die
energetische Barriere fiir eine freie Rotation der Aminosdauren um diese Peptidbindung [5]. Die Cq-
Atome der an der Peptidbindung beteiligten Aminosdauren nehmen eine planare Konformation mit
einem Torsionswinkel (w) von 0° (cis) oder 180° (trans) zueinander ein.

Aufgrund sterischer Besonderheiten ist bei Prolylbindungen der Anteil der cis-Konformation in
funktionalen Proteinstrukturen mit ca. 6 % hoher als bei anderen Peptidbindungen [6],[7]. Im
Vergleich zu einer cis/trans-Isomerisierung in nicht-prolinhaltigen Peptidbindungen ist die Rotation
um eine Prolylbindung relativ langsam. Die hohe Rotationsbarriere ergibt sich aus der zyklischen
Struktur von Prolin, in der sowohl das zentrale Cq-Atom als auch die Seitenkette kovalent an das
Stickstoffatom der Aminogruppe gebunden sind [8]. Die Isomerisierung einer Prolylbindung zu der im
nativen Protein bevorzugten Konformation bildet potentiell einen langsamen Schritt wahrend der

Faltung eines Proteins [9].

c/)/ Cq - / Ca
)\ R? )\
o) R2 o) R2
trans cis

Abbildung 1 Darstellung der cis/trans-lsomerisierung einer Prolylbindung. PPlasen beschleunigen das
Einstellen des chemischen Gleichgewichtes zwischen der cis- und trans-Konformation der Prolylbindung. Der
Torsionswinkel w der Peptidbindung kann 0° (cis) oder 180° (trans) betragen.

Neben Proteinfaltungsvorgangen sind PPlasen an einer Vielzahl weiterer wichtiger biologischer

Prozesse beteiligt [10], [11]. So kdnnen sie ihre Substratproteine, wie zum Beispiel Rezeptoren, in
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eine funktionale Konformation schalten [12] und dienen als Signaltransmitter fur zelluldre
Stressantworten [5,6].

Die Enzymklasse der PPlasen wird in drei Familien unterteilt. Die Familie der Cyclophiline ist durch
ihre Eigenschaft charakterisiert, das zyklische Undecapeptid Cyclosporin A (CsA) aus dem
Ascomyceten Tolypocladium inflatum zu binden. CsA inhibiert die PPlase-Aktivitat der Cyclophiline
und hat im humanen Organismus eine immunsuppressive Wirkung, welche allerdings nicht auf der
Inhibition der PPlase-Aktivitat beruht [15]. Es gibt derzeit 18 beschriebene humane Isoformen von
Cyclophilinen (Ubersicht in [1]). Der prototypische Vertreter der Cyclophiline ist das ca. 18 kDa groRe
Cyclophilin A (CypA), welches nur aus einer katalytisch aktiven PPlase-Domédne besteht und
zytosolisch lokalisiert ist [16].

Die zweite bekannte PPlase-Familie umfasst die FK506-bindenden Proteine (FKBPs). Diese Enzyme
erhielten ihren Namen aufgrund der Eigenschaft, das von Streptomyces tsukubaensis synthetisierte
Macrolidlacton FK506, auch Tacrolimus genannt, zu binden [17]. FK506 inhibiert die PPlase-Aktivitat
von FKBPs im mikromolaren bis nanomolaren Bereich [18]. Auch das aus dem Bakterium
Streptomyces hygroscopicus isolierte Rapamycin (auch Sirolimus) ist ein Inhibitor der PPlase-Aktivitat
der FKBPs. Sowohl Rapamycin als auch FK506 wirken immunsupprimierend im humanen Organismus
[19].

Es sind aktuell 16 humane Isoformen der FKBPs beschrieben [1]. Das prototypische FKBP ist das
12 kDa groRe FKBP12 (codiert durch das Gen FKBP1A), welches ubiquitdir im menschlichen
Organismus exprimiert wird [20], [21]. Fir die verschiedenen FKBPs wurden diverse Spleivarianten
beschrieben, wodurch die Anzahl der funktional exprimierten FKBPs erhoht wird. Sie sind an einer
Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt. So bindet FKBP12 an die skeletale und kardiale Isoform des
Ryanodinrezeptors (RyR), ein Kalziumkanaltyp der Membran des Endoplasmatischen Retikulums. Der
Ryanodinrezeptor steuert iiber seine Offnungswahrscheinlichkeit die zytosolische Ca?*-Konzentration
und somit die elektromechanische Kopplung der neuronalen Muskelaktivierung. FKBP12 moduliert
die Offnungswahrscheinlichkeit dieses Kanals [22], [23].

Fir die Familie der Parvuline wurden zwei humane Isoformen beschrieben, Pin1 und Parvulin 14.
Pinl ist eine der bisher am besten untersuchten PPlasen. Es bindet spezifisch phosphorylierte
Ser/Thr-Pro-Motive, hat eine Vielzahl von Interaktionspartnern und ist in eine groRe Anzahl zelluldrer
Prozesse involviert. Von groRem Interesse ist die Interaktion von Pinl mit dem Transkriptionsfaktor
p53. Pinl stabilisiert p53 in einem Komplex und dndert seine Konformation. Bei oxidativem Stress
und DNA-Schiaden konnen so DNA-Reparaturmechanismen induziert werden. Bei weiterer
Akkumulation von stabilen Pin1/p53-Komplexen, zum Beispiel bei anhaltender DNA-Schadigung und
oxidativem Stress, wird die Apoptose eingeleitet [24]. Pinl hat auch eine regulatorische Funktion bei
der Prozessierung von amyloid precursor protein (APP) und der Bildung von AB-Peptiden und spielt
somit bei der Pathogenese der Alzheimer’schen Krankheit eine Rolle. Es wurde gezeigt, dass Pinl das
pThr668-Pro-Motiv in APP erkennt und dessen cis/trans-lsomerisierung katalysiert [25]. Dies
beeinflusst die proteolytische Prozessierung von APP durch B- und y-Sekretase. Ein genetischer knock

out von Pinl im Mausmodell fiihrt zu erhohten Konzentrationen von l6slichen AB(1-42)-Monomeren
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im Blutplasma, wahrend eine Uberexpression von Pinl die Blutkonzentration von AR(1-42)-
Monomeren senkt [25].
Zu den APlasen z3hlt das E. coli-Hsp70-Chaperon DnaK [3], welches die cis/trans-Isomerisierung einer

Vielzahl von Peptidbindungen katalysiert, allerdings nicht von Prolylbindungen.

Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Katalyse von PPlasen und APlasen sind noch
nicht vollstandig geklart. Der Katalyse-Mechanismus der Prolylisomerisierung durch Cyclophiline war
Gegenstand von einigen Untersuchungen. Mit Hilfe von Varianten des aktiven Zentrums von CypA
gelang es, an der Katalyse beteiligte Aminosduren zu identifizieren. Eine gut untersuchte und
charakterisierte Variante ist CypA R55A, welche im PPlase-Enzymassay eine sehr geringe
enzymatische Aktivitat aufweist [26].

Eine reduzierte Stabilitat der polaren Resonanzstruktur der Prolylbindung des Substrats im unpolaren
aktiven Zentrum von CypA konnte die Isomerisierung erleichtern [27]. Im Modell kann das
Losungsmittel Wasser durch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zum Sauerstoffatom der
Carbonylgruppe der Prolylbindung einen Ubergangszustand stabilisieren (solvent assistent) [28].
Dabei dient die Guanidiniumgruppe von Arginin 55 im aktiven Zentrum von CypA als Donor fiir ein
Proton. Dieses Proton konnte eine Wasserstoffbriicke zum Stickstoffatom der Prolylbindung
ausbilden und so die energetische Rotationsbarriere verringern.

Ein weiteres Modell ist, dass Cyclophiline Spannung bzw. Verformung in das Substrat induzieren,
indem sie die Energie der Enzym-Substrat-Bindung nutzen. Sie binden dabei einen Ubergangszustand
des Substrates mit einer teilweise rotierten Peptidbindung [27]. Als mdglicher Mechanismus wurde
der nukleophile Angriff einer aktivierten Sulfhydrylgruppe an das C-Atoms der Carbonylgruppe der
Prolylbindung und der Ausbildung eines kovalenten Hemithioorthoamids unter Auflésung der
partiellen Doppelbindung vermutet [29]. Durch den Verlust der Resonanzstabilisierung ware die
Rotationsbarriere an der Peptidbindung erheblich verringert. Allerdings sind Varianten von
bakteriellen Cyclophilinen, in denen die Cysteine des aktiven Zentrums sukzessive gegen Alanin
substituiert wurden, noch katalytisch aktiv [30]. Dies lasst eine direkte Beteiligung von Cystein an der

Reaktion unwahrscheinlich erscheinen.

1.2 Ein-Domadnen-Cyclophiline und ihre Rolle in neurodegenerativen

Erkrankungen

1.2.1 Cyclophilin A
CypA (Cyp18) ist eine 18 kDa groRe, globuldre PPlase. Es ist das erste Protein, flir das PPlase-Aktivitat

nachgewiesen wurde [2]. Im menschlichen Organismus wird CypA durch das Gen PPIA codiert. Es ist
auf Chromosom 7 in der Region 7p13 lokalisiert [31]. Seine genomische Struktur umfasst fiinf Exons
sowie eine TATA-Box in der Promotorregion. CypA ist ein Ein-Domanen-Protein. Es besteht aus zwei
a-Helizes und acht antiparallelen B-Strangen, die eine Fassstruktur (8-barrel) ausbilden [32]. CypA

wurde sowohl intrazelluldr im Zytoplasma als auch extrazellular gefunden [33].
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Diese Sekundarstrukturmerkmale finden sich auch bei anderen Cyclophilinen mit denen CypA
gleichzeitig eine hohe ldentitdt der Primarstruktur aufweist. So betrdgt die Sequenzidentitdt der
PPlase-Domane zu CypB 48,6 % und zu CypD 59,9% (siehe Abbildung 2).

CsA bindet im aktiven Zentrum von CypA und inhibiert reversibel die PPlase-Aktivitdt des Enzyms
[29], [34]. CsA wirkt im menschlichen Organismus immunsupprimierend und ist daher nach
Allotransplantationen indiziert, um eine ungewollte Immunreaktion gegen das Allograft zu
verhindern [35],[36]. Cyp A wurde als Vermittler der immunsupprimierenden Eigenschaften von CsA
identifiziert [16]. Die CsA-induzierte Immunsuppression beruht auf der (iber einen gain of function-
Mechanismus erfolgenden Inhibition der Phosphatase Calcineurin [37], die in der T-Zellaktivierung
und -proliferation eine entscheidende Rolle spielt. Bei Applikation von CsA entsteht ein aus CypA,
CsA und Calcineurin bestehender ternarer Komplex [38]. Im Komplex gebunden, kann Calcineurin
nicht den Transkriptionsfaktor NF-AT (nuclear factor of activated T cells) dephosphorylieren. Dadurch

wird die T-Zellproliferation inhibiert und die Immunantwort unterdriickt.

CypA zeigt eine Vielzahl von intermolekularen Interaktionen und ist Gegenstand vieler
Untersuchungen, welche zum Beispiel die Bedeutung von CypA bei neurodegenerativen
Verdnderungen im Alter beleuchten. So wurde im Tiermodell gezeigt, dass bei Uberschuss an CypA
durch die Aktivierung der Matrixmetalloproteinase MMP-9 Komponenten der Blut-Hirn-Schranke
zerstort werden. Der Gehalt an CypA in Perizyten wird durch die zwei Isoformen ApoE2 und ApoE3,
aber nicht durch die dritte Isoform ApoE4 des fiir den menschlichen Fettstoffwechsel wichtigen
Apolipoprotein E kontrolliert [39]. Um die physiologische CypA-Konzentration in Perizyten zu
erhalten, ist die Interaktion von ApoE mit seinem Rezeptor LRP-1 (low density lipoprotein receptor
related protein 1) erforderlich. Eine solche Bindung ist furr die Isoform ApoE4 nicht nachweisbar.

In transgenen Méusen, in denen das murine Apoe fehlt (Apoe”"-M3use) oder in denen das humane
ApoE4 anstelle des murinen Apoe exprimiert wird (APOE4-Mause), zeigt sich ein Verlust der Blut-
hirnschranke. Durch Gabe von CsA oder durch Deletion des CypA-Gens wurde die Schadigung bzw.
der Verlust der Blut-Hirn-Schranke in Apoe” und in APOE4-Miusen verhindert. Die sich
entwickelnden neuronalen und synaptischen Fehlfunktionen in Apoe”- und in APOE4-Mé&usen
konnten durch CsA verringert werden. Das heiRt, der Gehalt an CypA und seine isomerspezifische
Regulation durch ApoE kontrolliert die zerebrovaskulare Integritat, die fir die normale neuronale
Funktion wichtig ist [39]. Interessanterweise ist die systemische Expression der Isoform APOE4, die
den CypA-Gehalt nicht kontrollieren kann, mit einer erhohten genetischen Disposition fiir eine
Alzheimer-Erkrankung und der fiir das Down-Syndrom typischen Demenz verbunden [40].

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass bei Verlust der Blut-Hirn-Schranke mehr neurotoxische
Peptide, wie AB(1-40) und AB(1-42), aus dem somatischen Blutkreislauf in das Gehirn diffundieren
kénnen [41].

CypA wird auch mit positiven Effekten, wie dem Schutz von Zellen vor oxidativem Stress, in
Verbindung gebracht. In einer Studie wurden Zellen einer neuronalen Zelllinie mit AB(25-35) und
CypA co-inkubiert. Zellen, denen nur AB(25-35) in das Medium zugegeben wurde, zeigten eine

wesentlich geringere Vitalitat als Zellen, welche zusatzlich CypA im Medium enthielten [42]. Es wird

4
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vermutet, dass CypA effektiv gegen oxidativen Stress schiitzt, der durch AB(25-35) verursacht wird.
Oxidativer Stress fiihrt bei Kardiomyozyten zu einer erhdéhten Expression des Membranrezeptors

CD147 und von CypA [43]. Die erhohte Expression der Proteine wird als ein Schutzmechanismus der

Zellen diskutiert.
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Abbildung 2 Alignment der Aminosduresequenzen von humanem CypA, CypB und CypD. Die
Aminosaurereste, die an der Bindung von CypA an CsA beteiligt sind, wurden rot hervorgehoben (nach [32],
[44]). Wenn diese Aminosaurereste in den Isoformen CypB und CypD konserviert vorliegen, sind sie in den
Aminosduresequenzen dieser Enzyme fett hervorgehoben. Das dargestellte Alighment wurde mit Clustalw?®
erstellt. Die Identitat von CypB zu CypA betragt 48,6 % und von CypD zu CypA 59,9 %. CypA und CypB besitzen
105 identische und zusatzlich 28 dhnliche Reste. CypA und CypD haben 124 identische und zuséatzlich 28
dhnliche Reste in ihren Sequenzen. Identische Reste sind mit * und dhnliche Reste mit : markiert.

SH-SY5Y-Zellen, welche in Zellkultur mit AB(1-42) inkubiert werden, zeigen ebenfalls eine erhdhte
Expression des Membranrezeptors CD147 [14]. Die verstarkte CD147-Expression wirkt sich aber nur
dann positiv auf die Vitalitdit der Zellen aus, wenn gleichzeitig rekombinantes CypA in das
Nahrmedium der Zellen gegeben wird.

CypA wird im Rahmen inflammatorischer Prozesse von Zellen in den umgebenden Extrazellularraum
sezerniert und aktiviert Leukozyten. CypA ist ein Chemoattraktor fiir Leukozyten. Diese wandern dem
chemischen Gradienten von CypA entlang zum Entzlindungsherd [33]. Die Induktion der Chemotaxis
wird durch die Interaktion von CypA mit dem membranstandigen Rezeptor CD147 vermittelt [45].
PPlase-inaktive Varianten von CypA sind nicht in der Lage, mit CD147 zu interagieren und Chemotaxis
zu induzieren [46], [47].

1 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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1.2.2 Cyclophilin B

Ein weiteres typisches Ein-Domanen-Cyclophilin ist Cyclophilin B (CyPB, Cyp23) mit einer molekularen
Masse von 23,7 kDa. Im Menschen wird CypB durch das Gen PPIB codiert [48], welches auf
Chromosom 15 in der Region q21-q22 lokalisiert ist. Das Gen besteht aus sechs Exons und finf
Introns. Exon 1 codiert eine 33 Aminosduren lange Transportsequenz, die CypB zum
endoplasmatischen Retikulum leitet [48]. Diese Transportsequenz ist auch fiir die Sekretion von CypB
in den extrazellularen Raum erforderlich.

Die fiinf Exons downstream von Exon 1 codieren die PPlase-Domaéne [48]. Diese besitzt eine hohe
Sequenzhomologie von 49,3 % zu CypA (Abbildung 2). Die Tertidrstruktur von CypB besteht wie die
von CypA aus acht antiparallelen B-Faltblattern, welche eine Fassform (B-barrel) einnehmen, und
zwei a-Helizes [49].

CypB wurde ahnlich wie CypA als Chemoattraktor fir Leukozyten beschrieben [45], [50].
Asthmapatienten haben hohe Konzentrationen von CypB in der Bronchialflissigkeit. Ein
Zusammenhang zwischen der Erkrankung und einer Rolle von CypB als Chemoattraktor fiir

Immunzellen wird diskutiert [51].

1.2.3 CyclophilinD
Cyclophilin D (CypD, Cyclophilin F, Cyp22) ist das prototypische mitochondriale Cyclophilin [52]. Es

wird im Menschen durch das Gen PPIF codiert [53], welches auf Chromosom 10 in der Region g22-
g23 lokalisiert ist. Die Genstruktur besteht aus finf Introns, sechs Exons und einer TATA-Box, welche
upstream (ca. 110 bp) vom Startcodon liegt [54]. Es wird wie die meisten mitochondrialen Proteine
im Zellkern kodiert und transkribiert. Das Prakursor-Protein hat eine Lange von 207 Aminosauren und
eine molekulare Masse von 22 kDa. Es besteht aus einer 109 Aminosauren langen Cyclophilin-
Domane und einer N-terminalen mitochondrialen Transitsequenz, die wahrend des mitochondrialen
Imports proteolytisch abgespalten wird [55].

Es konnten Kristallstrukturen von CypD und von CypD-Ligand-Komplexen (z. B. CypD/CsA) generiert
werden. Diese zeigen, dass CypD strukturell CypA sehr dhnlich ist. CypD besteht aus acht B-Strangen,
welche ein 8-barrel bilden, zwei a-Helizes und einer 310-Helix [56], [57]. Es ist zu bemerken, dass fir
die Bestimmung der Kristallstruktur nicht das Wildtypenzym von CypD verwendet wurde, sondern
CypD K133I. Das Wildtypenzym bildet unter den getesteten Bedingungen keine stabilen Kristalle.

Es ist bekannt, dass CypD in Neuronen, Hepatozyten, Kardiomyozyten und geringer auch in Zellen
anderer Organe exprimiert wird [53]. In Kardiomyozyten von Mausen wurde gezeigt, dass CypD die
Kalziumhomdostase und das mitochondriale Proteom beeinflusst. So ist in Ppif/-Zellen der
mitochondriale Ca?-Spiegel verglichen zu Ppif”*-Zellen erhéht [58]. AuRerdem wurde in CypD-
defizienten Mausen eine verringerte Expression von Succinatdehydrogenase,
Elektronentransferflavoproteinen und Carnitin-Palmitoyltransferase 1 (CPT1) nachgewiesen [59].
CypD verandert den Acetylierungszustand diverser Proteine im Mitochondrium. Eine Analyse des
Acetyloms von murinen kardialen Mitochondrien zeigt, dass die Acetylierung an Lysin im

mitochondrialen Proteom um 45 % erhoht ist, wenn die Maiuse einen CypD”" genotypischen
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Hintergrund hatten. Die Veranderungen betreffen unter anderem Proteine der

Elektronentransportkette und Transportproteine [60].

CypD besitzt eine wichtige Funktion in der Regulierung der mitochondrialen Membranintegritat
durch die Kontrolle der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore (mPTP).

Die Funktionalitat eines Mitochondriums hangt entscheidend von seiner Fahigkeit ab, Ladungs- und
Konzentrationsunterschiede an seiner inneren und duBeren Membran aufzubauen. Um
elektrochemische Gradienten zu erzeugen, zu erhalten und zur Energiegewinnung zu nutzen,
besitzen Mitochondrien eine Vielfalt an lonenpumpen (lonentransporter), Poren und
Proteintransportkanalen in der inneren (IMM) und duReren mitochondrialen Membran (OMM). Die
IMM ist generell impermeabel und tragt so zum Erhalt des elektrochemischen Protonengradienten
bei, welcher fiir die intrazellulare ATP-Synthese wichtig ist. Das Phdanomen des
Permeabilitatsiiberganges (permeability  transition) bezeichnet die plétzliche transiente
Permeabilitatszunahme der inneren Mitochondrienmembran fir lonen, Wasser und Makromolekiile.
Dieser Permeabilitatsiibergang wurde in den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts mit einer Pore in
Verbindung gebracht, der mPTP [61]. Die mPTP hat eine physiologisch und metabolisch wichtige
Funktion bei der Regulation der mitochondrialen Kalziumhomoostase, der Apoptose und der Nekrose
einer Zelle. Eine langere Offnung der Pore fiihrt zur Depolarisation der Mitochondrienmembran, zum
Verlust des elektrochemischen Protonengradienten, zur Schwellung des Mitochondriums und zum
Verlust der Membranintegritat. Dies fihrt zur Stérung des zelluldaren Stoffwechsels, zur Freisetzung
von Apoptose-induzierenden Faktoren, wie z. B. Bcl-2, und zur Stérung der Ca?*-Homdostase [62]. Die
Zelle geht in Nekrose oder Apoptose und wird sukzessive abgebaut. Man weil}, dass die mPTP eine
Leitfahigkeit von bis zu 1,5 nS besitzt [63] und permeabel fiir Molekiile bis zu einer GroRe von 1,5 kDa
ist [64]. Aufgrund dieser Eigenschaften wird der sogenannte mitochondrial mega channel, welcher
zuerst elektrophysiologisch charakterisiert wurde, heute mit der mPTP gleichgesetzt [65].

1988 wurde gezeigt, dass CsA den Permeabilitdtsiibergang inhibiert [66]. Damit wurde ein
Zusammenhang zwischen der hypothetischen mitochondrialen Pore und CypD hergestellt. Obwohl
die genaue Zusammensetzung der Pore derzeit noch diskutiert wird, gelten als Bestandteile der Pore
zur Zeit der spannungsabhdngige Anionentransporter (VDAC, voltage dependent anion channel) in
der OMM, der Adeninnukleotidtranslokator (ANT) der IMM und das mitochondriale Matrixprotein
CypD [67]. CypD erhoht die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP, vor allem bei oxidativem Stress.

In den folgenden Jahren war die Rolle und Funktion von CypD in der mPTP Gegenstand einer Vielzahl
weiterer Untersuchungen [68]. Eine funktionale Rolle von CypD wurde in Zusammenhang mit der
Regulation des mPTP [66] durch Modulierung der Aktivitat der FoF;-ATP-Synthase beschrieben [69].
Es konnte gezeigt werden, dass CypD verschiedene posttranslationale Modifikationen erfahrt und
diese seine Funktion modulieren. Rasola et al. berichten, dass die Offnung der mPTP in Krebszellen
durch die Glykogensynthase-Kinase-3-abhangige Phosphorylierung von CypD verringert wird [70].
Auch eine Nitrosylierung scheint Einfluss auf die Funktion von CypD zu haben. Die Autorengruppe um
T.T. Nguyen berichtete 2011, dass CypD an Cystein 203 eine S-Nitrosylierung erfahrt und diese die
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP erhéht [71].
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Eine tragende Rolle von ANT und VDAC bei der Ausbildung der mPTP konnte allerdings in tierischen
knock out-Modellen nicht nachgewiesen werden [72], [73]. Eine neuere Studie legt die Beteiligung
eines Dimers der FoF;-ATP-Synthase (Komplex V) bei der Ausbildung der mPTP nahe [69]. Bei
Anwesenheit von anorganischem Phosphat (Pi) bindet CypD an die laterale Untereinheit OSCP der
FoF1-ATP-Synthase. Eine Folge davon ist, dass die Bindung von Ca®-lonen an die ATP-Synthase
verstarkt wird [74].

Da CypD die Offnung der mPTP steuert, hat dieses Enzym direkten Einfluss auf den Zelltod mit
positiven Folgen bei der Beseitigung von Krebszellen [75] und mit negativen Folgen fiir Gewebe nach
tempordarer Ischdamie, zum Beispiel am Herzen [76].

In verschiedenen Studien war CypD Ziel fiir potentielle therapeutische Ansatze, z. B. in Modellen fir
Reperfusion nach einer Ischdmie im Herzen. Um die Offnung der Pore zu verhindern, wurde CypD mit
CsA inhibiert. Die Bindung von CypD an Komplex V erhéht dessen Affinitat fiir Ca?*-lonen, welche die
Offnung der mPTP triggern [74]. CsA inhibiert die Bindung von CypD an Komplex V, desensitiviert so
die mPTP und verringert ihre Offnungswahrscheinlichkeit. Diese Beobachtung wird durch Befunde
gestarkt, die zeigen, dass in Ppif/-Mausen die Offnung der mPTP nicht durch CsA inhibiert werden
kann [77]. Die CsA-vermittelte Inhibierung der Offnung der Pore durch reaktive Sauerstoffspezies und
eine erhdhte Konzentration an Ca?*-lonen birgt jedoch ein Krankheitsrisiko [66]. Patienten, die nach
einer Organtransplantation CsA zur Immunsupprimierung erhalten, haben ein erhéhtes Krebsrisiko.
Man hat dies mit einer Unterdriickung der Apoptose in putativen Krebszellen durch Inhibierung der
Offnung der mPTP durch CsA interpretiert [75].

1.3 Morbus Alzheimer und das Peptid Amyloid (1-40) bzw. (1-42)

Morbus Alzheimer, oder Alzheimer'sche Krankheit (AD), ist eine primare Demenz, die durch
histologische Veranderungen des menschlichen Gehirns verursacht wird. Sie ist die haufigste Form
der altersassoziierten Demenz mit einem Anteil von 60 % an der Gesamtanzahl an primaren
Demenzerkrankungen [78]. Die Krankheit wurde zum ersten Mal phdnotypisch vom Arzt Alois
Alzheimer (1864-1915) im Jahr 1907 beschrieben [79]. Alois Alzheimer sah eine Verbindung zwischen
der von ihm beschriebenen prasenilen Form der Demenz und sogenannten senilen Plaques, die
bereits 1892 in der grauen Substanz des Gehirns aufgefunden wurden [80]. Aufgrund ihrer
Ahnlichkeit mit Stirkekdrnern wurden diese proteinogenen Ablagerungen Amyloid-Plaques
(abgeleitet von dem Wort Amylose fiir Stirke) genannt. Lange wurde von der Toxizitdt der Plaques
als Ursache fiir die Gewebslasionen bei Morbus Alzheimer ausgegangen. Die Plaques bestehen im
Wesentlichen aus Fibrillen der Peptide AB(1-40) und AB(1-42) [81], die proteolytische Spaltprodukte
des APP sind. APP ist ein membranstandiges Protein [82] mit derzeit noch nicht bekannter Funktion.
Das codierende Gen heiRt APP und ist auf Chromosom 21 lokalisiert [82]. APP wird in derzeit drei
bekannten Isoformen, APP 695, APP 770 und APP 751, exprimiert, welche nach der Lange ihrer
Aminosauresequenz benannt sind. Unter diesen Isoformen wird APP 695 im Gehirn und im

Nervengewebe exprimiert. APP wird membranstindig durch die Endoproteasen a-, B- und y-

8



Einleitung

Sekretase proteolytisch prozessiert. Die Spaltung durch B- und y-Sekretase wird als amyloidogener
Proteolyseweg bezeichnet, da durch diesen die Peptide AB(1-40) und AB(1-42) gebildet werden [83].
Diese gelten als primar pathogene Agenzien in der Atiologie der Alzheimererkrankung.

Es gibt zwei Arten von Morbus Alzheimer, die altersassoziierte spontane Form der Erkrankung und
die genetische Form der friiheinsetzenden (early onset) Demenz, die sich bereits ab dem 30.
Lebensjahr bei Patienten manifestieren kann. Diese friiheinsetzende Form wird auch Familial
Alzheimer’s Disease (FAD) genannt. Bei den bisher beschriebenen Formen der FAD sind
Punktmutationen in verschiedenen an der Genese der Krankheit beteiligten Genen beschrieben, wie
z. B. Punktmutationen in APP, die zu einer erhéhten proteolytischen Spaltung von APP durch B- und
y-Sekretase oder zu verstarkt aggregierenden Formen von AB(1-40) und AB(1-42) flihren [84]. Als
Resultat fihren diese genetischen Verdnderungen zu erhéhten Konzentrationen von AB(1-40) und
AB(1-42) im Plasma und einer erhdhten Bildung bzw. Ablagerung von senilen Plaques. Die
Neurotoxizitat der senilen Plaques wurde jedoch durch Ergebnisse der sogenannten ,Nonnenstudie”
von Snowdon et al. in Frage gestellt. Die Studie zeigte, dass kognitive Einschrankungen und Plaques-
Ablagerungen im Gehirn nicht kausal korrelieren [85]. Als putativ pathogene und neurotoxische AB-
Spezies gelten nun |6sliche Oligomere, die durch verschiedene Assemblierungswege entstehen. Erste
Untersuchungen zeigten bereits 1994, dass fibrillenfreie AB-Losungen auf Zellkulturen zytotoxisch
wirken [86]. Losliche und diffusible Oligomere von AB(1-42) wirken neurotoxisch [87]. Dabei konnten
die verwendeten AB-Oligomere bereits nach kurzer Verweildauer auf Longitudinalschnitten von
Mausehirnen die long term potentiation (LTP) negativ beeinflussen.

In vivo werden durch die unterschiedliche Prozessierung von APP durch das Enzym y-Sekretase
verschiedene AB-Peptidfragmente generiert, wobei die Fragmentlange zwischen AB(1-39) und AB(1-
42) variiert [88]. Ihre Rollen in der Genese von Morbus Alzheimer sind noch nicht vollstandig geklart.
Erste Berichte belegen in den amyloiden Plaques von Neuriten vor allem AB(1-42) [89]. In
zerebrovaskuldren Plaques wurde vor allem AB(1-40) beschrieben. AB(1-40) aggregiert weniger
schnell als AB(1-42) in vitro [90]. Der hydrophobe C-Terminus von AB(1-42) beeinflusst die
Aggregation. AB(1-42) bildet schneller und in geringeren Konzentrationen Protofibrillen und Fibrillen
als AB(1-40) [90]. In Zellkulturexperimenten wurde AB(1-42) als toxischer wirkend beschrieben als
AB(1-40) [91]. Ob dies bei der Ausbildung von Morbus Alzheimer eine wesentliche Rolle spielt, ist
noch nicht abschlieBend geklart. Fir beide Peptide wurde eine Interaktion mit CypD beschrieben [92]
und beide sind an der Genese von Morbus Alzheimer beteiligt [93]. Eine Rolle bei der Bildung von
amyloiden Plaques spielt aber das Verhaltnis von AB(1-42) zu AB(1-40) [94].

1.3.1 Assemblierung von AB-Oligomeren und AB-Fibrillen

Die Fahigkeit zur Ausbildung von Amyloid-Fibrillen ist eine generelle Eigenschaft von vielen Peptiden
und Proteinen. Die Neigung zur Fibrillierung hangt sehr stark von der Aminosauresequenz des
betreffenden Peptids oder Proteins ab. Sind hydrophobe Bereiche von Proteinen aufgrund falscher
Faltung I6sungsmittelexponiert, verringert dies die Loslichkeit und initiiert den Prozess der fibrillaren

Aggregation. Die ungefaltenen Proteine lagern sich an den hydrophoben Bereichen zusammen und
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fallen aus [95]. Die Fibrillierung wird von den physikochemischen Umgebungsbedingungen, wie unter
anderem Salzkonzentration, pH-Wert und initialer Monomerkonzentration, beeinflusst [96]-[99].

Die Entstehung von Amyloid-Fibrillen im menschlichen Kérper fihrt zur Bildung von Amyloidosen, die
Proteinfehlfaltungserkrankungen sind. Es sind derzeit ca. 20 Amyloidosen bekannt und beschrieben,
welche durch fibrillare Ablagerungen, wie extrazelluldre Plaques oder intrazellulare Einschlisse,
charakterisiert sind [100].

I
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LU

Abbildung 3 Modell der Entstehung von Amyloidfibrillen (aus [101] entnommen). Peptide lagern sich
senkrecht zur Fibrillenachse zu intermolekularen B-Faltblattmotiven zusammen. Diese Struktur wird als cross 8-
sheet bezeichnet. Die AB-Monomere lagern sich sukzessive antiparallel aneinander und bilden so einen
Aggregationskeim (Bild A), welcher zur Protofibrille heranreift (Bild B). Mehrere Protofibrillen lagern sich dann
in gleicher raumlicher Orientierung zu einer reifen Fibrille zusammen (Bild C). Die reife Fibrille hat eine Lédnge
von bis zu 1 uM, eine Starke von 10 bis 20 nm und besteht aus mehreren aneinander gelagerten Protofibrillen
[102].

Die Bildung amyloidogener Fibrillen beginnt mit dem intermolekularen Aneinanderlagern von
antiparallelen B-Strangen des Peptides. Dieser Prozess wiederholt sich, bis eine Protofibrille
entstanden ist. Die entstandenen Protofibrillen kdnnen dann zu einer reifen Fibrille assemblieren
(Abbildung 3) [101].

Kinetisch lassen sich diese Prozesse durch die Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes Thioflavin T (ThT)
an die B-Faltblatter der Amyloidaggregate beobachten, die zu einer Fluoreszenzerhéhung und einer
Rotverschiebung des Fluoreszenzspektrums des Farbstoffes fiihrt [103]. Es werden im Verlauf der
Aggregationsreaktion drei Phasen unterschieden. Die fibrillare Aggregation beginnt mit einer Lag-
Phase, welche als Nukleationsphase interpretiert wird, in der sich Aggregationskeime bilden. Die

Bildung von solchen Aggregationskeimen kann durch Salze, Schwermetalle und Verunreinigungen im
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Reaktionsansatz beschleunigt werden. Die zweite Phase ist eine exponentielle Wachstumsphase.
Diese ist durch ein schnelles Wachstum der Protofibrillen bzw. Zusammenlagerung von Protofibrillen
zu reifen Fibrillen gekennzeichnet und durch einen exponentiellen Anstieg der ThT-Fluoreszenz
charakterisiert. In der dritten Phase ist die Bildung von reifen Fibrillen abgeschlossen. Diese Phase ist
stationar und der Endpunkt der fibrilliren Aggregation. Reife AB-Fibrillen kénnen eine Linge von
mehr als 1 um haben und besitzen einen Durchmesser von 10 bis 20 nm [102]. Sie bestehen aus
mehreren aneinander gelagerten Protofibrillen, welche wiederum aus intermolekularen -
Faltblattern bestehen. Diese sind senkrecht zur Fibrillenlangsachse angeordnet und bilden eine cross
B-sheet genannte Struktur [104], [105]. Das cross B-sheet wird durch die den B-Strang bildenden
Aminosaurereste, die sich im Zentrum (18-26) und am C-Terminus (31-42 bzw. 31-40) von AP
befinden, ausgebildet [106]. Sowohl bei der in vitro-Bildung von Fibrillen als auch bei der Fibrillierung
unter physiologischen Bedingungen in vivo entstehen Fibrillen mit unterschiedlicher Morphologie
[107].

1.3.2 Der Einfluss von Faltungshelferproteinen auf die Bildung von Amyloid-Fibrillen

Flr verschiedene Faltungshelferproteine, sowohl fiir PPlasen als auch fiir Chaperone, wurde gezeigt,
dass sie in unterschiedlicher Weise die Bildung von Amyloidfibrillen, die in verschiedenen
Amyloidosen eine Rolle spielen, beeinflussen kénnen.

Flr das Protein Tau (t) wurde die Inhibierung der fibrillaren Aggregation durch PPlasen der FKBP
Familie gefunden. Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das die Assemblierung des Zytoskelets
orchestriert. Die Hyperphosphorylierung des helikalen t-Filamentes verhindert den Einbau des
Proteins in Mikrotubuli. Hyperphosphoryliertes t-Protein fibrilliert und ist dann als neurofibrillare
Ablagerung (tangles) sichtbar [108]. Dies wird als eine der Ursachen fiir AD diskutiert.

Das prototypische FKBP FKBP12 inhibiert die Fibrillierung von t-Fragmenten. PPlase-inaktive
Varianten von FKBP12 zeigen diese antiaggregierende Eigenschaft nicht [109]. FKBP12 wird adharent
an t-Protein-Ablagerungen in Neuronen von Alzheimer-Patienten gefunden [110]. Verglichen mit
gesunden Probanden zeigen Alzheimer-Patienten eine wesentlich geringere Expression von FKBP12.

Daher wird eine regulative Interaktion von FKBP12 mit t-Protein vermutet [110].

Auch FKBP51 wirkt inhibierend auf die fibrillare Aggregation von t-Protein, wie in einem murinen
Uberexpressionsmodell fiir intrazelluldres t-Protein gezeigt wurde. Die Uberexpression von FKBP51
beschleunigte jedoch das Erscheinen von Alzheimer-assoziierten neurologischen Beeintrachtigungen
in T-transgenen Mausen [111]. Als moglicher Mechanismus wird daher die Stabilisierung toxischer t-
Protein-Oligomeren durch FKBP51 vermutet.

Auch die zur Parvulin-Familie gehérende PPlase Pinl interagiert mit t-Protein, wie bei Alzheimer- und
Parkinson-Patienten gezeigt werden konnte [112], [113]. Die beobachteten Effekte der Pinl/t-
Interaktion sind dabei von der Erkrankung abhangig. Pinl bindet spezifisch an hyperphosphoryliertes
T-Protein an das pThr231-Pro-Motiv. Diese Modifikation inaktiviert das t-Protein, welches in der
Folge nicht mehr an Mikrotubuli bindet. Pinl vermittelt diese Bindung von phosphoryliertem t-

Protein an Mikrotubuli wieder und (ibt so eine neuroprotektive Funktion aus [107].
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Chaperone der Hsp70-Familie inhibieren ebenfalls die fibrillire Aggregation von t-Molekilen und
schitzen Neuronen so vor Stérungen des schnellen axonalen Transportes durch préfibrillare

Aggregate von t-Protein [114].

Aggregiertes a-Synuclein bildet den Hauptbestandteil von aus Proteinablagerungen bestehenden
Lewis-Korpern, einem Kennzeichen der neurodegenerativen Krankheit Parkinson. a-Synuclein wurde
lange als intrinsisch unstrukturiertes Protein betrachtet. Neuere Daten lber endogenes a-Synuclein
zeigen jedoch die Ausbildung eines strukturierten Tetramers [115]. Pathologische Prozesse kénnen
zur fibrillaren Aggregation von a-Synuclein in Neuronen fuhren.

Das in Neuronen exprimierte FKBP12 beschleunigt die Fibrillierung von a-Synuclein [116]. Der FKBP-
Inhibitor FK506 kann die Fibrillenbildung in Anwesenheit von FKBP12 in vitro unterdriicken. Auch
per os-Applikation von FK506 in Mausmodellen von Parkinson reduziert die Bildung von a-Synuclein-
Aggregaten [117].

Die Fibrillierung von a-Synuclein wird auBerdem durch Hsp90 moduliert. Das Chaperon Hsp90 ist ein
Faltungshelferprotein, das in Anwesenheit von ATP die Bildung von Fibrillen und in Abwesenheit von
ATP die Bildung von Oligomeren von a-Synuclein beschleunigt [118].

Die fibrillare Aggregation von Stefin B, einem Modellprotein fiir die Bildung von Amyloid-Fibrillen,
wird durch CypA dual moduliert. Zum einen verlangert CypA die Lag-Phase der Fibrillierung, zum
anderen erhoéht es die Menge an gebildeten Fibrillen [119]. Die Bedeutung der PPlase-Aktivitdat von
CypA bei den initialen Schritten der Fibrillierung wird deutlich, weil eine PPlase-inaktive Variante von
CypA die Lag-Phase unter Versuchsbedingungen nicht verlangert. Der Aminosdurerest Pro74 von
Stefin B ist fiir die effiziente Fibrillierung des Proteins wichtig. Die Proteinvariante StefinB P74S
fibrillierte im ThT-Assay bei 25 °C nach mehr als 500 Stunden, wahrend der Wildtyp bereits nach ca.
50 Stunden Fibrillen bildete [119].

Auch die fibrillare Aggregation von AB(1-42) wird in vitro durch Hsp70 und Hsp90 in
substochiometrischen Verhaltnissen (~1:50) inhibiert [120]. Neuronale Zellen in Kultur, welche AB(1-
42) Uberexprimieren, zeigen eine hohe Mortalitdt und eine erhdhte Expression von Hsp70. Wird
Hsp70 parallel in diesen Zellen iberexprimiert, so haben sie eine signifikant verringerte Mortalitat
[121]. Dieser neuroprotektive Effekt von Hsp70 stellt einen potentiellen therapeutischen Ansatz dar.
In Mausmodellen von AD konnte bereits ein positiver Einfluss von nasal appliziertem Hsp70 gezeigt
werden [122]. Nach der Behandlung der transgenen Mause mit Hsp70 war deren Neuronendichte in
betroffenen Hirnarealen erhoht und die Belastung mit Amyloid-Plaques verringert. Diese
histologischen Befunde wurden durch verhaltensbiologische Experimente gestiitzt, in denen die
verwendeten transgenen Tiere bessere Lernleistungen nach nasaler Applikation von Hsp70 zeigten
als die unbehandelte Kontrollgruppe [122]. Andere Ansatze verfolgen den Einsatz von Hsp90- bzw.
Hsp70-Inhibitoren, welche durch positive Feedbackschleifen die Expression der Chaperone erhdhen
und so putativ neuroprotektiv wirken. Die Zugabe des Novobiocin-Analogon A4 zu kultivierten
Neuronen induziert eine hohere Expression von Hsp90 und Hsp70 in den Zellen und schiitzt diese vor
toxischen Effekten von AB(1-40) [123].
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Tabelle 1

Ubersicht der derzeit bekannten
Aggregation neigenden Peptiden bzw. Proteinen.

Einleitung

Interaktionen von Faltungshelferenzymen mit zur

Faltungshelfer Substrat Aggregation @ Bemerkung Literatur
\;ZTigi?;:ﬂg Peptidyl-Prolyl-
CypA Stefin B Erhthung der c15/t.rc.m5— [119]
L Isomerisierung
Fibrillenmenge
FKBP12 a-Synuclein + Inhibierbar mit FK506 [117]
. FKBP12 akkumuliert in
FKBP12 Amyloid B Fibrillen [124]
Peptidyl-Prolyl-
FKBP12 t-Protein - cis/trans- [109]
Isomerisierung
FKBP51 T-Protein + Inhibierbar mit FK506 [111]
FKBP52 a-Synuclein + Inhibierbar mit FK506  [110], [117]
Bindung an
Pinl o-Synuclein + hyperphosphoryliertes  [112], [113]
T
Pinl isomerisiert die
Pin 1 APP - Bindung an pThr668- [25]
Pro in APP
Poly-Glu-
Hsp40 Proteine i [125]
Hsp90 a-Synuclein + ATP-abhéngig [118]
. Hsp90 interagiert mit
Hsp90 a-Synuclein N —— [126]
Hsp90 T-Protein - Mit FKBP51 [111]
Hsp90 Amyloid B - [120] [127]
Hsp70 bindet an
. prafibrillare Aggregate
Hsp70 T-Protein und schwach an [114]
Fibrillen
Intrazellulare
Expression von
Amyloid B fihrt zu [121]
Hsp70 Amyloid B - erhohter Expression
[120]
von Hsp70,
Uberexprimiertes
Hsp70 wirkt protektiv
Poly-Glu-
Hsp70 Proteine i [125]
AR (AERAL, PR, Amyloid B - [128]-[130]

HspB8, a-Kristallin)

@ (+) Beschleunigung der Aggregation durch den

Aggregation durch den betreffenden Faltungshelfer

betreffenden Faltungshelfer, (-) Inhibierung der
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Kleine Hitzeschockproteine (sHsps) wie Hsp20, Hsp27, HspB2/B3 oder oa-Crystallin wurden co-
lokalisiert mit AB-Plaques in Gewebematerial von AD-Patienten gefunden. Bei in vitro-Studien wurde
gezeigt, dass diese Hitzeschockproteine die Bildung von Fibrillen aus initial monomer vorliegendem
AB(1-40) bzw. AB(1-42) inhibieren kbnnen. Als inhibierender Mechanismus wird die Stabilisierung der
a-Helix-Struktur der Monomere bzw. die Inhibierung der Ausbildung von B-Faltblattern angenommen
[128]-[130].

1.4 Die neurotoxische Interaktion von CypD und AB

Mitochondrien spielen in der Genese von Neuropathologien eine entscheidende Rolle. Im alternden
Organismus akkumulieren Schaden der mtDNA in Mitochondrien. Diese Mutationen kénnen unter
anderem zu posttranslationalen Modifikationen von Proteinen der oxidativen Atmungskette des
Mitochondriums fihren [131]. Diese Modifikationen storen die Proteinfunktion und fiihren
wiederum zu einer vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und reaktiven
Stickstoffspezies (NOS). Die entstandenen Radikale modifizieren posttranslational Proteine, storen
die Homoostase und beeintrachtigen die zellulare ATP-Produktion [132]-[134].

Zwischen mitochondrialer Dysfunktion und altersassoziierten Erkrankungen werden kausale
Zusammenhange vermutet. Krankheiten, die mit einer Veranderung der mitochondrialen Funktion in
Zusammenhang gebracht werden, sind z. B. AD, Parkinson und Amyotrophe Lateralsklerose.

AB spielt eine wichtige Rolle in der Storung der Zellhomodostase, wobei noch nicht geklart ist, Gber
welchen Mechanismus seine Toxizitdt vermittelt wird. Intrazelluldr produziertes AB wird Uber den
transporter of outer membrane (TOM)-Komplex in neuronale Mitochondrien importiert und dort
auch abgebaut [135]. Die physiologische Funktion von AB(1-40) in neuronalen Mitochondrien ist
noch nicht bekannt. Beschrieben wurde bisher eine Vielzahl von Interaktionspartner von AB in
neuronalen Mitochondrien. Zum Beispiel wurde eine Bindung von APP und AB an der
mitochondrialen ATP-Synthase gefunden [136]. Die Interaktion flhrt zu einer verringerten Bildung
von extrazellularen ATP und kdnnte einen physiologischen Regulierungsmechanismus darstellen.
Wenn der Abbau von AB gestort ist, erhoht sich die Bildung von mitochondrialen ROS. Dies fiihrt in
der Folge zu einer gesenkten Widerstandsfiahigkeit der Mitochondrien gegeniiber Ca?*-induziertem
Anschwellen [137]-[139]. Auch die Bildung von apoptotischen bzw. toxischen mitochondrialen NOS
wird durch AB erhoht [140]. AB vermittelt seine Toxizitdt auch Uber die Interaktion mit mitochondrial
lokalisierten Proteinen, wie zum Beispiel der AB-bindenden Alkohol-Dehydrogenase (ABAD). AP
bindet an das aktive Zentrum von ABAD und inhibiert so seine Funktion [117]. Dies fiihrt in der Folge
u.a. zu einer erhoéhten Bildung von ROS und einer verringerten Vitalitdt der Neuronen [118].

Im Jahr 2008 berichteten Du et al. Gber die Interaktion von AP und CypD [92]. M&use, welche einen
genetischen mAPP-Ppif’/-Hintergrund hatten, zeigten im Gegensatz zu Tieren mit dem genetischen
Hintergrund hAPP** keine Beeintrichtigung ihrer Lern- und Merkleistung, wie zum Beispiel im
Wasserlabyrinth-Test (water maze test). Tiere, welche systemische Gabe von CsA erhielten, zeigten

denselben Phdnotyp wie transgene Tiere mit einem mAPP-Ppif/-Genotyp. Es wurde auch gezeigt,
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dass die Mitochondrien des Ppif/-Genotyps besser gegen den von AB induzierten oxidativen Stress
geschitzt sind.

Mit surface plasmon resonance (SPR) wurden die Interaktionen von CypD mit monomerem und
oligomerem AB(1-40) analysiert, wobei sich Kp-Werte von 1,7 uM fiir monomeres bzw. von 227 nM
fir oligomeres AB(1-40) ergaben [92]. Interessanterweise wurde gezeigt, dass die Interaktion von
CypD mit AB direkt Apoptose einleiten kann. Akut isolierte und kultivierte murine Neuronen von
Wildtypmausen und transgenen (Ppif/) Mausen wurden mit AB(1-42) inkubiert und ihre Vitalitat
gemessen. Neurone von Ppif/-M&usen erweisen sich als robuster und vitaler als Neurone mit Ppif*-
Genotyp. Wenn mAPP-Zellen (Uberexpressionsmodell von murinem APP) gleichzeitig mit CsA
inkubiert wurden, zeigten sie eine dhnlich geringe Mortalitit wie Neuronen mit dem mAPP-Ppif’-
Genotyp. Die Kapazitit der Ca**-Aufnahme ist in mAPP-Mitochondrien wesentlich verringert und ihre
osmotisch verursachte Schwellung gréRer als in mAPP-Ppif”-Mitochondrien. Auch die AB-induzierte
Produktion von ROS war in in mAPP-Ppif/-Zellen signifikant geringer als in mAPP-Zellen.

Die Storung des axonalen mitochondrialen Transports gilt als einer der Griinde fiir eine verringerte
Plastizitdit von neuronalen Synapsen und der verringerten Lern- und Gedachtnisleistung in AD-
Modellen [142]. AB-induzierte ROS modulieren den fir den neuroaxonalen Transport von
Mitochondrien wichtigen Signalweg (iber die mitogen-aktivierte Proteinkinase p38. Die genetische
Deletion von CypD verbessert die Motilitdit und den axonalen Transport von neuronalen
Mitochondrien [143]. CypD-Defizienz wirkt protektiv gegen AB-induzierte Beeintrachtigungen des
PKA/CREB-Signalweges in Neuronen. Dieser Signalweg ist wichtig bei der synaptischen
Signalverarbeitung [144]. Zellen mit einem Ppif/-Genotyp sind besser gegen ROS vermittelte

Beeintrachtigung von Proteinkinase A geschiitzt.
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1.5 Ziele und Aufgabenstellung der Dissertation

Die Beteiligung von CypD an biologischen und pathologischen Vorgangen ist in der Literatur vielfaltig
dargestellt. Besonders seine Rolle bei der Genese von Morbus Alzheimer und seine Interaktion mit
dem AB-Peptid sind von Interesse. Die Interaktion anderer Faltungshelfer mit zur Aggregation
neigenden Peptiden bzw. Proteinen werfen die Frage nach einem generellen Mechanismus zur
Inhibierung der fibrillaren Aggregation auf. Dazu finden sich in der Literatur bisher keine Daten. Im
Rahmen der vorgelegten Arbeit sollte die physikalische Interaktion von AB(1-40) mit CypA bzw. CypD
untersucht werden. Die Bindestelle im Peptid und in CypD sollte identifiziert und der Einfluss der

Interaktion auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40) beleuchtet werden.
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2 Materialien

2.1 Verwendete Antibiotika, Antikérper, Chemikalien und Enzyme

Acetonitril AppliChem GmbH, Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D

Agar-Agar AppliChem GmbH, Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D
Ampicillin-Natriumsalz AppliChem GmbH, Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D
BN-Ammoniumchlorid Isotec™, Sigma-Aldrich Co. LLC, 3050 Spruce St., St. Louis, Missouri 63103, USA
Am moniumpersulfat SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-StralRe 7, 69115 Heidelberg, D
Anti-AB-Antikérper, monoklonal Klon WO-2Millipore Corporation, 28820 Single Oak Drive, Temecula, CA, USA

Anti-Maus-IgG-Antikorper, polyklonal sigma-Aldrich  Chemie  GmbH, Riedstrale 2, 89555  Steinheim, D

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, RiedstraRe 2, 89555 Steinheim, D
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, RiedstraRe 2, 89555 Steinheim, D
Borsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Riedstralle 2, 89555 Steinheim, D
CellTiterBlue® Cell Viability Assay Promega GmbH, High-Tech-Park, SchildkrétstraRe 15, 68199 Mannheim, D
Cobalt(ll)-chlorid-Hexahydrat Honeywell Riedel-de Haén AG, Wunstorfer Str. 40, 30926 Seelze, D
Coomassie-Brillant-Blau G-250 SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-Str. 7, 69115 Heidelberg, D
Coomassie-Brillant-Blau R-250 SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-Str. 7, 69115 Heidelberg, D
Cyclosporin A LC Laboratories, 165 New Boston Street, Woburn , MA 01801, USA
Cyclosporin H LC Laboratories, 165 New Boston Street, Woburn , MA 01801, USA
Kupfer(ll)-chlorid-Dihydrat Honeywell Riedel-de Haén AG, Wunstorfer Str. 40, 30926 Seelze, D
Dithiothreitol Carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraRe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
DMEM PAA, Pasching, A, jetzt GE Healthcare Life Sciences
Dimethylsulfoxid, Uvasol® Merck KGaA, Frankfurter StraRRe 250, 64271Darmstadt, D

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraRe 3-5, 76185 Karlsruhe, D

Essigsdure (96 %) Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstrafe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraRe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
Eisen(lll)-citrat Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250, 64271Darmstadt, D

Fetales Rinderserum Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64271Darmstadt, D

13C-Glucose Isotec™, Sigma-Aldrich Co. LLC, 3050 Spruce St., St. Louis, Missouri 63103, USA
Gcherin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Riedstralle 2, 89555 Steinheim, D

Glycin MP Biomedicals LLC., Parc d’Innovation, BP 50067 Ilikirch, Frankreich
Hefeextrakt SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-StralRe 7, 69115 Heidelberg, D
HEPES AppliChem GmbH, Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D

Hindlll New England BioLabs GmbH, Briiningstrale 50, 65929 Frankfurt am Main, D
Kanamycin-Sulfat AppliChem GmbH, Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D

Kaliumchlorid Merck KGaA, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, D

Lithiumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Riedstralle 2, 89555 Steinheim, D
Magnesiumchlorid Merck KGaA, Frankfurter StraRRe 250, 64271Darmstadt, D
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Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, RiedstraRe 2, 89555 Steinheim, D

Methanol VWR International LLC, P.O. Box 6660 100 Matsonford Road Radnor, PA 19087, USA
Natriumchlorid AppliChem GmbH, Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D

Natriumhyd roxid Carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraRe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
Dinatriummolybdat-Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraRe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
Natriumselenit Carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraBe 3-5, 76185 Karlsruhe, D

Ndel New England BioLabs GmbH, Briiningstrale 50, 65929 Frankfurt am Main, D
NickeI(II)—chIorid—Hexahydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstrafe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
Phusion™ DNA Polymerase New England Biolabs GmbH, Briiningstr. 50, Geb. B852, 65926 Frankfurt a.Main, D
PIC complete EDTA free™ Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

PonacryIamid—BisacryIamid Carl Roth GmbH + Co. KG, Schoemperlenstrafe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
Rotiphorese 30 Carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraRe 3-5, 76185 Karlsruhe, D
Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, RiedstraRe 2, 89555 Steinheim, D

Salzsdure (36 %) VWR International GmbH, HilpertstraRe 20a, 64295 Darmstadt

SDS SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-Str. 7, 69115 Heidelberg, D

TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG, SchoemperlenstraRe 3-5, 76185 Karlsruhe, D

Tricin SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-StralRe 7, 69115 Heidelberg, D

Tris AppliChem GmbH, Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D

Tris(2,2 -bipyridyl)dichloro- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, RiedstraRe 2, 89555 Steinheim, D

ruthenium(ll) Hexahydrat

Tween™ 20 SERVA Electrophoresis GmbH, Carl-Benz-StraRe 7, 69115 Heidelberg, D
T4-DNA—Ligase New England Biolabs GmbH, Briiningstr. 50, Geb. B852, 65926 Frankfurt a.Main, D
Trypsin New England Biolabs GmbH, Briiningstr. 50, Geb. B852, 65926 Frankfurt a.Main, D
Thrombin, Restriction Grade Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250, 64293 Darmstadt, D
Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, RiedstraRe 2, 89555 Steinheim, D
Zinksulfat-Heptahydrat Honeywell Riedel-de Haén AG, Wunstorfer Str. 40, 30926 Seelze, D

Das CsA-Derivat MM258 wurde von Herrn Dr. Miroslav Malesevi¢ (Max-Planck-Forschungsstelle fir

Enzymologie der Proteinfaltung) freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

2.2 Zubehor und Gerate

Agarose-Gel-Apparatur BIOTEC-FISCHER GmbH, Daimlerstr. 6, 35447 Reiskirchen, D
AKTAprime-plus-System GE Healthcare, Little Chalfont, UK

BioTrace™- Nitrocellulosemembran Pall Corporation, Pensacola, USA
Circulardichroismus-Spektrometer J-710 JASCO Labor- und Datentechnik GmbH, Robert-Bosch-Str.11,

64823 Gross-Umstadt; D
Diodenarray—Spektrophotometer HP 8452A  Hewlett Packard, USA

Eppendorf Mastercycler Eppendorf AG, Barkhausenweg 1, 22339 Hamburg,D

Formvar/Carbon 200 mesh, Copper Grids Ted Pella Inc., Redding, CA 96049-2477, USA
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Fraktionssammler RediFrac
Hochdruckaufschlusssystem TS0.75kW
GenElute™ Plasmid-Miniprep-Kit
FluoroMax-2 Spektralfluorimeter
Heraeus Fresco 21 Kiihlzentrifuge
Heizblock/Blockthermostat HBT130

Laborschuttler KS 260 basic
Magnetriihrer MR3001

Minigel-Twin
Multifuge 3 S-R Heraeus
Multimode-Mikroplatten-Reader FluoStar

Multimode-Mikroplatten-Reader Synergy™ HT

Peristaltikpumpe P1
Photospektrometer NanoDrop 2000™
Plattformschittler Polymax 1040

Power Pack P25 Low Voltage Power Supply
Rotilabo®-Spritzenfilter, PES, steril, 0,22 uM

RTE-111 Refrigerated Bath Chiller Circulator
Spektrophotometer LKB Novaspec I
Trans-Blot” SD Semi-Dry Transfer Cell
Thermomixer comfort ™

UV-Detektor Uvicord SlI

VP-ITC

Xpress Micro Dialyzer Cartridge 6-8 kDa
96-Well-Microplatte uCLEAR®, Non-Binding

Materialien

Pharmacia Biotech, Uppsala, S

Constant Systems Ltd. Low March, Daventry, Northants, NN11 4SD, UK
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D

HORIBA Jobin Yvon GmbH, Neuhofstrasse 9, 64625 Bensheim, D
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA

Digital Biomedical Imaging Systems AG, Freiburger Str. 3, 75179
Pforzheim, D

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Janke & Kunkel-Str. 10, 79219 Staufen, D

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Walpersdorfer Str. 12, 91126
Schwabach, D

Biometra GmbH, Rudolf-Wissell-Str. 30, 37079 Géttingen, D
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA

BMG LABTECH GmbH, Allmendgriin 8, 77799 Ortenberg, D

BioTek, USA

Pharmacia LKB-Produkter AB, Box 305, S-16126 Bromma, S
ThermoScientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA

Heidolph

Instruments GmbH & Co.KG, Walpersdorfer Str. 12,

91126 Schwabach, D
Biometra GmbH, Rudolf-Wissell-Str. 30, 37079 Géttingen, D

Carl Roth GmbH+Co.KG, SchoemperlenstralRe 3-5,
76185 Karlsruhe, D

NESLAB™ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Amersham Biosciences, Munzinger Str. 9, 79111 Freiburg, D

Bio-Rad Laboratories GmbH, Heidemannstrale 164, 80939 Minchen, D
Eppendorf AG, Barkhausenweg 1, 22339 Hamburg, D

Pharmacia LKB-Produkter AB, Box 305, S-16126 Bromma, S

MicroCal Inc., 6025 Scott Way Commerce, CA 90040, USA

Scienova™ GmbH, Wildenbruchstrae 15, 07745 Jena, D

Greiner Bio-One GmbH, Maybachstrale 2, 72636 Frickenhausen, D

2.3 Verwendete Chromatographiesaulen und -materialien

Affi-Blue™

Benzamidine Sepharose® 6B

Fraktogel EMD-DEAE-650(M)

Fraktogel EMD-SO*-650(M)
Nickel-Chelating-Agarose

Superdex™ 75

Vydac® 208TP C8 Reversed-Phase-Saule
(250 mm x 4,6 mm,5 uM, 300 A)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Pharmacia Biotech AB, Uppsala, S

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, Missouri 63103, USA
GE Healthcare Bio-Sciences AB, SE-751 84 Uppsala, S
Grace, Deerfield, IL 60015, USA
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2.4 Puffer und Losungen

Alle verwendeten Puffer und wassrige Losungen wurden mit entionisiertem H,0 hergestellt.

Tabelle 2

Verwendete Zellkulturmedien, Puffer, Stamm- und Reaktionslésungen

Puffer/Losung

Zusammensetzung

Agarndhrmedium
Ampicillin-Stammldsung
Blockierpuffer (Western Blot)
Coomassie-Entfarberlésung

Coomassielésung

Kanamycin
LB-Medium

Lysepuffer

Messpuffer fiir ITC, ThT-
Fluoreszenz- und PPlase-Assay
Messpuffer fir NMR

M9-Minimalmedium (5x)

Probenpuffer SDS-PAGE

PPlase-Assay-Puffer
Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer
Transferpuffer
Puffer A

Puffer B

TBT

TS-2-Losung

5 g/l Hefextrakt; 10 g/l Pepton; 10 g/l NaCl; 20 g/l Agar; autoklaviert
100 mg/ml Ampicillin-Natriumsalz; steril filtriert

5 % (w/v) BSA; TBT

45 % (v/v) Ethanol; 10 % Essigsaure (96%)

2,4 mM Coomassie-Brillant-Blau R-250; 0,59 mM Coomassie-Brillant-Blau G-
250; 10 % (v/v) Essigsaure (96 %); 30 % (v/v) Methanol; 17,5 % (v/v) Ethanol
100 mg/ml Kanamycin-Sulfat, steril filtriert

5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Pepton; 10 g/l NaCl; autoklaviert

20 mM Tris; pH 8,0 (HCI); 1 Tablette Proteaseinhibitor complete EDTA
freeTM auf 100 ml
35 mM HEPES pH 7,8 (NaOH)

35 mM HEPES pH 7,8 (NaOH); 10 % D,0
85 g/l Na;HPO4*12H,0; 15 g/l KH2POu; ?? g/l SNHaCl

65 mM Tris/HCl pH 6,8; 10 % (v/v) Glycerin; 5 % (w/v) SDS; 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau; 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
35 mM HEPES; pH 7,8 (KOH)

1,25 M Tris; pH 6,8 (HCI)

1,8 M Tris; pH 8,8 (HCI)

25 mM Tris; 150 mM Glycin; 10 % (v/v) Methanol; pH 8,3 (HCl)

20 mM Tris; 0,5 M NaCl; pH 7,5 (HCl)

10 mM HEPES; 1,5 mM MgClz; 150 mM KCl; 1 mM DTT; pH 7,8 (KOH)
50 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,2 % (v/v) Tween 20

100 mg/l ZnSO4*7H20; 30 mg/l MnCl2*4H,0; 300 mg/l H3BOs; 200 mg/I
CoCl2*6H20; 20 mg/I NiCl,*6H,0; 10 mg/| CuCly*2H20; 900 mg/I
Na:Mo04*2H,0; 20 mg/l Na:SeOs; steril filtriert

2.5 Expressionsvektoren

Tabelle 3 Verwendete Vektoren fur die heterologe Expression der untersuchten Proteine
Vektor Resistenz Insert kodiertes Protein Herkunft
pet28a Kanamycin PPIF CypD (30-207) Interne Stammsammlung
pQE70 Ampicillin PPIA CypA Interne Stammsammlung
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 PCR und Sequenzierung

DNA wurde mit Pfu-Polymerase nach Herstellerangaben in einem Eppendorf Mastercycler
amplifiziert. Alle PCR-Reaktionen erfolgten mit dem folgenden Programm: Denaturierung bei 95 °C
Gber 1 min, gefolgt von primer annealing bei 60 °C fiir 1 min und der Elongation der DNA bei 68 °C fir
2 min. Die PCR-Schritte wurden in 25 Zyklen wiederholt.

Der Erfolg von Mutagenesen wurde durch DNA-Sequenzierung (Eurofins, Ebersberg, D) tiberpriift.

3.1.2 Ortsspezifische Mutagenese von CypD

Die Varianten von CypD wurden mittels ortsspezifischer (Quick change) Mutagenese nach Protokoll
des Herstellers des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) generiert. Die
verwendeten Mutageneseprimer sind in Tabelle 4 flr alle Varianten aufgefiihrt. Das mutierte Codon
ist hervorgehoben. Der Erfolg der Mutagenesen wurde durch DNA-Sequenzierung (Eurofins,

Ebersberg, D) tiberpriift.

Tabelle 4 Ubersicht aller Primer zur Generierung der verwendeten CypD-Varianten
Variante Sequenz der forward primer (5°-3°)* Sequenz der reverse primer (5°-3°)?
T94A AAAGGCTCCGCCTTCCACAGG CCTGTGGAAGGCGGAGCCTTT
R97A CTCCACCTTCCACGCGGTGATCCCTTCC GGAAGGGATCACCGCGTGGAAGGTGGAG
F102A GTGATCCCTTCCGCGATGTGCCAGGCG CGCCTGGCACATCGCGGAAGGGATCAC

Q105T CTTCCTTCATGTGCACCGCGGGCGACTTCAC GTGAAGTCGCCCGCGGTGCACATGAAGGAAG

G114A AACCACAATGCCACAGGCGGG CCCGCCTGTGGCATTGTGGTT
G117A GGCACAGGCGCGAAGTCCATC GATGGACTTCGCGCCTGTGCC
K133l CTTTACACTGATTCACGTGGGGCC GGCCCCACGTGAATCAGTGTAAAG

W163A AAGACAGACGCGTTGGATGGC GCCATCCAACGCGTCTGTCTT

2Das mutierte Codon ist unterstrichen

3.2 Proteinpraparation und Analytik

3.2.1 Kultivierung von E. coli-Zellen zur Expression rekombinanter Proteine

Zur Anzucht der Expressionsklone wurden Schiittelkolben mit 1 | LB-Medium mit 50 ml einer BL21 E.
coli-Ubernachtkultur inokuliert und 1ml der Ampicillin- bzw. der Kanamycin-Stammlésung

zugegeben. Das Wachstum der Zellen (37 °C, geschittelt 180 U/min) wurde stindlich Gber die
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optische Dichte (OD) der Zellsuspension bei 600 nm mit einem Spektrophotometer gepriift. Bei
einem OD-Wert groRer 0,8 erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von 1 ml einer
1M IPTG-Stammlosung zu 11 LB-Medium. Nach 4 h Expression wurden die Zellen durch
Zentrifugation (15 min, 3000 g, 4 °C) geerntet.

3.2.2 Kultivierung von E. coli-Zellen zur Expression von 13C/*>N-markiertem CypD

13C/N-markiertes CypD wurde in M9-Minimalmedium mit 0,2 % TS2-Lésung und 2 % Glucose
exprimiert. Um einen Liter einfaches M9-Minimalmedium/TS2 herzustellen, wurden zu 200 ml von
funffachen M9-Minamalmedium zusdtzlich 2 ml TS2-Lésung, 20ml einer 20 % (w/v) 3C-
Glucoselosung (steril filtriert), 1 % 10 mM Fe(lll)-citrat, 1 % 0,1 M CaCl, gegeben. Die Zellen wurden
bei 37 °C bei 200 U/min kultiviert. Die 1 | Schuttelkolben wurden mit 50 ml Vorkultur inokuliert. Die

Vorkultur wurde in einem Volumen von 50 ml Giber Nacht bei 37 °C und 200 U/min kultiviert.

3.2.3 Aufschluss der Zellen zur Proteinreinigung

Das Pellet der E. coli-Zellen wurde in 50 ml Lysepuffer aufgenommen und anschlieRend mit einem
Hochdruckaufschlusssystem aufgeschlossen. AnschlieBend wurde das Zelllysat zentrifugiert (45 min,

15000 g, 4 °C) und der I6sliche Uberstand weiterverwendet.

3.2.4 Reinigung von CypA

Der I6sliche Uberstand des Zelllysates von E. coli-Zellen, die CypA rekombinant exprimiert haben,
wurde durch eine Peristaltikpumpe auf eine Fraktogel EMD-DEAE-650(M)-Saule (Merck, D), an
welche eine AffiBlue™-Saule (Bio-Rad Laboratories, D) gekoppelt war, gegeben. Die Flussrate betrug
1 ml/min. Sowohl| die DEAE- als auch die AffiBlue™-Siule waren mit 20 mM Tricine pH 8,0
dquilibriert. Nach Proteinauftrag wurden die Saulen entkoppelt. Mit einem Kaliumchloridgradienten
(0-3M in 20 mM Tricine pH 8,0) wurde CypA von der AffiBlue™-Saule eluiert und fraktioniert
aufgefangen (RediFrac, Pharmacia Biotech). Die Fraktionen, die CypA enthielten, wurden
zusammengefiihrt und auf eine Fraktogel EMD-SO*-650(M)-Saule (Merck, D) aufgetragen, die mit
10 mM HEPES pH 7,5 aquilibriert war. Am Saulenmaterial gebundenes CypA wurde mit einem
Natriumchloridgradienten (0-1 M in 10 mM HEPES pH 7,5) eluiert und fraktioniert aufgefangen. Die
Fraktionen, die CypA enthielten, wurden zusammengefiihrt und mit einer Spin Column (Amicon®
Ultra-15, Ultracel®-10K) bei 3000 g in einer Zentrifuge (Multifuge 3 S-R, Heraeus) mit
Ausschwenkrotor eingeengt. Als letzter Reinigungsschritt erfolgte eine
GroRenausschlusschromatographie mit einer Superdex 75-Saule (GE Healthcare Bio-Sciences AB, S)
an einem AKTAprime-System (GE Healthcare Bio-Sciences AB, S) mit Puffer B. Der Durchlauf wurde

fraktioniert aufgefangen und die CypA enthaltenden Fraktionen zusammengefiihrt.

3.2.5 Reinigung von Hise-CypD und seiner Varianten

Der I6sliche Uberstand des Zelllysates von E. coli-Zellen, die Hise-CypD rekombinant exprimiert

haben, wurde durch eine Peristaltikpumpe auf eine DEAE-Sdule, an welche eine AffiBlue™-Saule
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gekoppelt war, gegeben. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Sowohl die DEAE- als auch die AffiBlue™ -
Saule waren mit 20 mM Tris pH 7,5 dquilibriert. Nach Proteinauftrag wurden die Saulen entkoppelt.
Mit einem Kaliumchloridgradienten (0-2M in 20 mM Tris pH 7,5) wurde (His)s-CypD von der
AffiBlue™-Saule eluiert und fraktioniert aufgefangen (RediFrac, Pharmacia Biotech). Die Fraktionen,
die Hise-CypD enthielten, wurden zusammengefiihrt und auf eine Nickel-Chelating-Agarose-Saule
aufgetragen. An Sdulenmaterial gebundenes (His)s-CypD wurde mit einem Imidazolgradienten (O-
200 mM, Puffer A) eluiert und fraktioniert aufgefangen. Die Fraktionen, die Hise-CypD enthielten,
wurden zusammengefihrt und mit einem Konzentrationsrohrchen (Amicon® Ultra-15, Ultracel®-10K)
bei 3000 g in einer Zentrifuge (Multifuge 3 S-R, Heraeus) mit Ausschwenkrotor eingeengt. Als letzter
Reinigungsschritt erfolgte eine GréRenausschlusschromatographie (AKTAprime, Superdex 75) mit
Puffer B. Der Durchlauf wurde fraktioniert aufgefangen und die Hise-CypD enthaltenden Fraktionen
zusammengefihrt.

Die vereinigten Fraktionen wurden mit einem Konzentrationsréhrchen (Amicon Ultra-15 Zentrifugen-
Filtereinheiten, Merck Millipore) bis zu einer Konzentration von 700 uM (His)s-CypD konzentriert.
AnschlieBend wurde der (His)s-Tag proteolytisch mit 0,5 u/ml Thrombin fur 4 h bei Raumtemperatur
abgespalten. Das Thrombin-CypD-Gemisch wurde mit 100 pl Benzamidin-Sepharose 6B-Suspension
bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. Die Benzamidin-Sepharose 6B-Suspension wurde mit

einer Tischzentrifuge sedimentiert und der Uberstand mit CypD entnommen und weiterverwendet.

3.2.6 Expression oder Synthese der verwendeten Peptide

Das fir alle Experimente verwendete humane AB(1-40) wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. Marcus Fandrich (Institut fir Proteinbiochemie der Universitdt Ulm) heterolog exprimiert und
gereinigt und anschlieRend in lyophilisierter Form zur Verfligung gestellt. Es wurde bis zu einer
Konzentration von 5 mM in DMSO gel6st.

Das Peptid AB(16-20) wurde von Herrn Dr. Christian W. Beyer (Max-Planck-Forschungsstelle fur
Enzymologie der Proteinfaltung) synthetisiert und bereitgestellt.

Das CsA-Derivat MM258 wurde von Herrn Dr. Dr. Miroslav Malesevi¢ (Max Planck Forschungsstelle

flr Enzymologie der Proteinfaltung) synthetisiert und bereitgestellt.

3.2.7 SDS-Polyacrylamidgelektrophorese

Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach dem Protokoll von
Laemmli durchgefihrt [145]. Es wurden 15 %ige SDS-Polyacrylamidgele verwendet. Die
Zusammensetzung des Trenngels bzw. des Sammelgels ist in Tabelle 4 bzw. Tabelle 5 dargestellt. Alle
mittels SDS-PAGE untersuchten Proben wurden zuvor 5 min bei 95 °C in Probenpuffer denaturiert. Es
wurde 20 ul Probenvolumen auf das Sammelgel aufgetragen. Die Proben wurden nach dem

Erreichen des Trenngels mit einer Stromstarke von 30 mA fiir 60 min getrennt.
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Tabelle 5 Pipettierschema fiir ein SDS-PAGE-Trenngel (10 cm - 10 cm - 1,5 mm)
Reagenz/% 12,5 % 15 %
Rotiphorese Gel 30 3,125 ml 3,725 ml
H,0 2,625 ml 2ml
Trenngelpuffer 1,5 ml 1,5 ml
SDS 75 ul 75 ul
TEMED 4 ul 4 ul
APS 25 ul 25 ul
Tabelle 6 Pipettierschema fiir ein SDS-PAGE-Sammelgel
Reagenz Rotiphorese H,O Sammelgelpuffer SDS TEMED APS
Gel 30
Volumen 0,8 ml 3,6 ml 0,5 ml 50 ul 2,5 ul 20 pl

3.2.8 Coomassiefarbung von SDS-PAGE-Gelen

SDS-Polyacrylamidgele wurden fiir ca. 60min mit einer Coomassielésung auf einem
Schwenkinkubator gefarbt und anschlieBend mehrfach mit Entfarberlésung entfarbt bis klar

erkennbare Proteinbanden auf einem Lichttisch zu sehen waren.

3.2.9 Western Blot

Proteine in SDS-PAGE-Gelen wurden im Semi Dry-Verfahren elektrophoretisch auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Die verwendete Stromdichte fir den Elektrotransfer betrug
1,5 mA/cm?. Nach dem Transfer wurde die Blotmembran fiir mindestens 4 h mit Blockierldsung
bedeckt und anschlieRend mit primarem Antikorper aus einer Stammlésung (1:1000) fiir 2 h bei RT
auf einem Plattformschittler unter kontinuierlichem doppelorbitalen Schiitteln inkubiert. Nach der
Inkubation mit dem primdren Antikorper wurde die Blotmembran fiinfmal fir 5 min mit TBT
gewaschen und anschlieBend mit HRP-gekoppelten sekundidren Antikdrpern inkubiert.
Ungebundener sekundarer Antikorper wurde durch flinffaches Waschen mit TBT fiir jeweils 5 min bei
RT entfernt. Die Detektion von gebundenem Antikorper erfolgte durch Chemilumineszenz mit ECL
Western Blot-Detektionsreagenz an einer charge coupled detector-Kamera (ChemiSmart 5000,
PeqgLab Biotechnologie GmbH, D).

3.2.10 HPLC

Die gereinigten Peptide und Proteine wurden fiir massenspektrometrische Untersuchungen mittels
HPLC-Saulenchromatographie gereinigt. Die verwendeten Laufmittel waren Wasser (0,1 % TFA) und
Acetonitril (0,1 % TFA). Es wurde ein Wasser-Acetonitril-Gradient von 5 % bis 100 % Acetonitril in
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30 min mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min eingestellt. Alle Ldufe wurden mit einer Grace
Vydac® 208TP C8 Reversed Phase-Saule durchgefihrt.

3.2.11 Bestimmung der PPlase-Aktivitdt von CypA, CypD und CypD-Varianten

Die Aktivitat der gereinigten Enzyme wurde durch isomerspezifische Proteolyse (ISP) bestimmt [146],
[147]. Alle Messungen wurden an einem Diodenarray-Spektrophotometer HP 8452A (Hewlett
Packard, USA) durchgefiihrt. Als Substrat wurde Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid verwendet,
welches als 30 mM Stammlésung in 0,5 M LiCI/TFE gelost wurde. In den Messansatz wurde das
Substrat im Verhaltnis zum Messvolumen 1:1000 zugegeben. Fiir die ISP-Reaktion wurde bovines a-
Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) in einer Konzentration von 17 uM verwendet. Es wurde in 35 mM HEPES
pH 7,8 bei 10 °C und unter standigem Riihren gemessen. Die aufgezeichneten Kinetiken wurden mit
dem Programm H89531A UV/VIS Operating Software fiir MS-DOS 5.0 ausgewertet. Die Inhibition der
CypD-Aktivitdt durch von APB abgeleiteten Peptiden wurde mit einem proteasefreien
Fluoreszenzassay bestimmt [148], [149]. Als Substrat wurde Abz-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA in einer 30 mM
Stammlésung verwendet. Alle Inhibitionsmessungen wurden mit einem FluoroMax-2
Spektralfluorimeter aufgezeichnet und anschlieBend mit der Software SigmaPlot™ 11.0 ausgewertet.
Die Geschwindigkeitskonstante der katalysierten Reaktion ergibt sich aus Formel 1. Die katalytische
Effizienz wurde mit Hilfe des ermittelten ken, (siehe Formel 1) als keat/Km-Wert angegeben und unter

den verwendeten Reaktionsbedingungen nach Formel 2 berechnet.

Formel 1 Kenz = Kops — ko
Formel 2 kcat _ kenz
Ky [E]

ken; : Geschwindigkeitskonstante der enzymkatalysierten Reaktion

kobs : apparente Geschwindigkeitskonstante der enzymkatalysierten Reaktion
ko : Geschwindigkeitskonstante der unkatalysierten Reaktion

keat: Wechselzahl

Kwm : Michaelis-Menten-Konstante

[E]: Enzymkonzentration

3.2.12 Inhibierung der PPlase-Aktivitdt von Cyclophilinen durch CsA und CsA-Derivate

Um die mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) von CsA und der verwendeten CsA-Derivate zu
bestimmen, wurden ISP-Messungen (siehe 3.2.11) mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen
durchgefiihrt. Zur Bestimmung des charakteristischen 1Cso-Wertes wurden die gemessenen Ken,-
Werte gegen die Inhibitorkonzentration grafisch aufgetragen. Zur Berechnung des ICso-Wertes wurde

SigmaPlot™ Version 12.3 verwendet (siehe Formel 3).
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_ Ymax ~ Ymin

y =
Formel 3 X
o™

ny: Hill-Koeffizient (=1)
ICso: mittlere inhibitorische Konzentration
Ymax: Maximaler ken-Wert

Ymin: Minimaler ken,-Wert

3.2.13 Massenspektrometrische Analysen

Die massenspektrometrischen Analysen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Angelika Schierhorn
(Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung) durchgefihrt.

Zur Analyse der molekularen Masse der verwendeten Peptide und Proteine wurden die
Massenspektren mit einem ESI-Q-TOF2 Massenspektrometer (Waters, Manchester, GrofRbritannien)
aufgezeichnet. Das Gerat ist mit einer Nanospray™-Quelle ausgestattet. Die Proben wurden (ber
einen Picotip (New Objective, Cambridge, MA, USA) mit einer Spritzenpumpe (Harvard Apparatus,
MA, USA) injiziert. Die Flussrate betrug 300 nl/min. Die Dekonvolution der mehrfachgeladenen lonen
zum einfach geladenen Zustand erfolgte mit dem Software-Algorithmus MaxEntl (Waters,

Manchester, GroRRbritannien).

3.2.14 Peptide SPOT Arrays der Interaktionsstelle von CypD/AB(1-40)

Um die Bindestelle von CypD in AB(1-40) zu bestimmen, wurden Peptidarrays verwendet, die mittels
Spot-Synthese nach Frank [150] erzeugt wurden. Es wurden Peptidfragmente von humanem AB(1-
40) mit einer Lange von 13, 12, 11, 10, usw. bis 6 Aminosiduren auf einer Zellulosemembran
(Whatman 540 Zellulosemembran) tiber einen B-Alanin-Dimer-Anker C-terminal kovalent gekoppelt
synthetisiert. Die Peptide liberlappten in der AB(1-40)-Sequenz jeweils um eine Position. So wurde
die gesamte Sequenz von humanem APB(1-40) abgebildet. Die Synthese erfolgte mit einem
Pipettierroboter (Abimed GmbH, DE). In jedem Syntheseschritt wurden Fmoc-geschitzte
Aminosauren verwendet. Die Aminosauren lagen als voraktivierte Pentafluorphenylester fiir die
Kopplungsreaktion vor. Nach jedem Kopplungsschritt wurden die Aminosdauren mit Acetanhydrid
blockiert und anschlieBend die Fmoc-Schutzgruppe mit 20 % (v/v) Piperidin in Dimethylformamid
entfernt. Die Seitengruppen waren jeweils mit Pbf (Arginin), Trt (Asparagin, Glutamin, Histidin,
Cystein), tBu (Threonin, Tyrosin, Serin), OtBu (Asparaginsdure, Glutaminsdure) und Boc (Lysin,
Tryptophan) geschutzt. Diese Schutzgruppen wurden am Schluss der Peptidsynthese mit 50 % (v/v)
TFA in Dichlormethan entfernt. Die Zellulosemembran wurde getrocknet und konnte gelagert
werden.
Vor der Inkubation mit Protein wurde die Zellulosemembran grindlich mit Wasser und TBT
gewaschen. AnschlieBend wurde sie mit 1uM CypD in TBT fir 4h bei RT auf einem
Plattformschuttler inkubiert. Nicht gebundenes CypD wurde durch Waschen mit TBT (3 mal je 5 min,
RT) entfernt. Die Membran wurde mit einem Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad
Laboratories GmbH, D) auf eine Nitrozellulosemembran elektrotransferiert (0,85 mA/cm?, 90 min).
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Die Nitrozellulosemembran wurde mit 3 % Milchpulver (m/v) in TBT blockiert (2 h, RT). AnschlieBend
wurde sie mit einem polyklonalen Anti-CypA-Antikorper in 3 % Milchpulver (1:1000, 2 h, RT) inkubiert
und danach 3 mal 10 min mit TBT gewaschen, um ungebundenen Antikérper zu entfernen. Der
primdre Antikérper wurde mit einem Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper detektiert. Der ungebundene
sekundare Antikorper wurde wie oben beschrieben entfernt. Die Detektion von gebundenem
Antikorper erfolgte durch Chemilumineszenz mit ECL Western-Blot-Detektionsreagenz an einer

charged coupled device-Kamera (ChemiSmart 5000, Peqglab Biotechnologie GmbH, D).

3.3 Biophysikalische Methoden

3.3.1 Konzentrationsbestimmung von Peptiden und Proteinen

Die Konzentration der eingesetzten Proteine bzw. Peptide wurde an einem Absorptionsspektrometer
(JASCO V-660 oder NanoDrop™) bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt. Die Berechnung der
Extinktionskoeffizienten erfolgte nach Gill und von Hippel [151].

Die Protein- und Peptidkonzentration in Losung wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz

berechnet (Formel 4).

Formel 4 Eq = €ay-c-d

E : Absorbanz des Materials fiir Licht der Wellenldange A
£p) : Extinktionskoeffizient (I-molt-cm™)
c : Stoffmengenkonzentration der absorbierenden Substanz in der Flissigkeit

d : Schichtdicke des durchstrahlten Kérpers

Eingesetzte Extinktionskoeffizienten:

£1280)cypa = 8480 I'mol™*-cm™
£1280cypp = 9970 I'mol?-cm™
E(257)KLVFF = 394 |-mol™t-cm™?

E(257)A8(1-40) = 1490 I-mol™*-cm™

Fir NMR-Messungen wurde das lyophilisierte Pentapeptid AB(16-20) eingewogen, in Messpuffer
geldst und die Konzentration tber Integration eines 1D H-NMR Spektrum abgeschatzt.

Flr ITC-Messungen wurden die verwendeten Peptide AB(1-40) und AB(16-20), welche als Lyophilisat
vorlagen, unmittelbar vor Versuchsbeginn per Einwaage in der berechneten Menge in einem
entsprechenden Volumen Messpuffer gelost. Die Losung wurde fiir 20 min entgast und anschlieBend
mit einer Heraeus Fresco 21 Kihlzentrifuge (ThermoScientific Inc., USA) fir 15 min mit 13000 U/min
bei 4 °C zentrifugiert, um Aggregate zu sedimentieren. Der Uberstand wurde in ein neues

ReaktionsgefalR Uberfiihrt und anschliefend mit einem Photospektrometer die Absorption von
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Phenylalanin bei 257 nm bestimmt. Mit Formel 4 wurde die Konzentration des gel6sten Peptids

berechnet.

3.3.2 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Experimente wurden von Dr. Rolf Sachs und Monika Baumann in der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. Jochen Balbach (Institut fir Biophysik der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg) durchgefihrt. Alle Messungen wurden in NMR-Messpuffer mit einem Bruker AVANCE Il
800 Mhz Spektrometer aufgenommen, welches Uber eine Kryosonde verfligt. Alle erhaltenen
Spektren wurden mit dem Programm NMRPipe verarbeitet [152]. Die Zuordnungen der spezifischen
Resonanzsignale der Aminosaduren wurden mit dem Programm NMRView J 8.0 (One Moon Scientific
Inc., West Field, NJ, USA) durchgefiihrt. Die Berechnung der Bindekonstante wurde mit Origin 7.5
(OriginLab Corporation, One Roundhouse Plaza, Northampton, MA 01060, U.S.A.) durchgefiihrt.

Die Resonanzzuordnung fiir CypD wurde durch Ubertragung der Zuordnungen des Eintrags #7310 der
Biological Magnetic Resonance Data Bank auf die experimentellen Bedingungen der
Tripelresonanzmessung erhalten [153]: ®N-TOCSY-HSQC, *N-NOESY-HSQC, trHNCA, trHNCACB,
trHNCOCACB [152], [154]-[157] mit 260 uM 3C/®N-CypD. Die Resonanzzuordnung fiir AB(1-40)
wurde durch *N-TOCSY-HSQC und N-NOESY-HSQC-Messungen erhalten.

Die Interaktion von CypD und AB(1-40) wurde durch schrittweises Titrieren des Liganden in den
Versuchsansatz bei 25 °C gemessen. Die Startkonzentrationen waren 50 pM *N-markiertes AB(1-40)
und 100 uM CypD. Der Titrationsendpunkt lag bei 1,5-fachem molaren Uberschuss an CypD zu AB(1-
40) (70,3 pM :105,6 uM [AB(1-40):CypD]) bzw. fiinffachem molaren Uberschuss an AB(1-40) zu
CypD (295 puM : 59 uM [AB(1-40):CypD]). Nach jedem Titrationsschritt wurde ein *H-°N-fastHSQC-
Spektrum aufgenommen. Die Mittelwerte der Veranderungen in den chemischen Verschiebungen

wurden nach Formel 5 berechnet:

AS( TH)? + = AS(PSN)?
2

Formel 5 AS (ppm) = \/

A6 : relative Anderung der chemischen Verschiebung in ppm
H : chemisches Symbol fiir Wasserstoff (=Protonen)

N : chemisches Symbol fir Stickstoff

3.3.2.1 Messung des Amidprotonenaustauschs
Der schnelle Austausch von Amidprotonen von AB(1-40) mit dem wassrigen Losungsmittel wurde
mittels NewMEXICO-Messungen [158]-[160] ermittelt (50 uM AB(1-40), 50 uM CypD). Die

Austauschraten fir die einzelnen Reste wurden durch Anpassen von Formel 6 errechnet [161]:

kex

= - [e Riw't — =(Rinn+kex)t]
Riyy + kex — Ryw

Formel 6 1
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kex : Amidprotonen-Austauschrate

Rinw: longitudinale Relaxationsrate der Amidprotonen
Riw : longitudinale Relaxationsrate von Wasser

t: Austauschzeit

e: Elementarladung

Die Interaktion von AB(16-20) mit CypD wurde ebenfalls durch Titrationsmessungen unter den oben
genannten Bedingungen untersucht. Die Startkonzentrationen fiir AB(16-20) und CypD waren je
50 uM. Es wurde bis zu einem 150-fachen molaren Uberschuss an AB(16-20) titriert. Die
Endkonzentrationen lagen bei 7,6 mM : 50 uM [AB(16-20) : CypD]). Fir jeden Titrationsschritt wurde
ein H-’N-fastHSQC-Spektrum aufgezeichnet. Die Auswertung wurde wie bereits oben beschrieben

durchgefihrt.

3.3.3 Circulardichroismus-Spektroskopie

Die Sekundarstrukturmerkmale der CypD-Varianten wurden mit Circulardichroismus (CD)-
Spektroskopie untersucht. Die erhaltenen CD-Spektren wurden mit denen des Wildtypenzyms
verglichen, um Aussagen (iber die Faltung der Varianten im Vergleich zum Wildtypenzym zu erhalten.
Alle CD-Messungen wurden an einem Jasco J710 Spectropolarimeter (Jasco GmbH, D) durchgefihrt.
Die Temperatur der Probenlésung wurde in der Messkiivette mit einem Neslab RTE 111 Refrigerated
Bath/Circulators Digital Controller auf 20 °C reguliert. Es wurde in einer Quarzglas-Kiivette (Hellma
110-QS) mit einer Schichtdicke von 1 mm gemessen. Alle Spektren der analysierten Proteine wurden
in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 aufgenommen. Der Wellenlangenbereich von 190 bis
240 nm wurde mit einer Scangeschwindigkeit von 1 nm/s gemessen. Es wurden jeweils 50 Spektren
akkumuliert. Als Referenz diente das CD-Spektrum von 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4. Die
gemessenen Spektren wurden als mittlere molare Elliptizitdt aufgetragen, welche sich mit Formel 7

berechnen lasst.

1425
(5610051 '3300) [MRW]

Formel 7 []
MR
cd

MRW : mean residue weight
¢ : Konzentration des Proteins in mg/ml
d : Schichtdicke in cm

Die Anteile der Sekundarstrukturmerkmale wurden mit dem Programm K2D2?% berechnet.

2k2d2.ogic‘ca
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3.3.4 Isotherme Titrationskalorimetrie von CypD mit AB(16-20)

Alle ITC-Messungen wurden mit einem VP-ITC-Microcalorimeter bei 20 °C durchgefiihrt. Die
verwendeten Puffer wurden filtriert und entgast. Die zu untersuchenden Proteine CypA und CypD
wurden in dem verwendeten Messpuffer 35mM HEPES pH7,8 auf die verwendete
Messkonzentration von 100 uM verdiinnt und anschlieRend noch mindestens 2 h gegen Messpuffer
dialysiert. Fir die Dialyse wurden Xpress Micro Dialyzer Cartridges 6-8 kDa (Scienova™, D)
verwendet. Eine Losung mit einer Konzentration von 100 uM CypA bzw. CypD wurde zu 240 uM
AB(16-20) titriert. Nach einer initialen Injektion mit einem Volumen von 2 ul wurden 19 weitere
Injektionen mit einem Volumen von je 20 ul in die Messkammer injiziert. Das Intervall zwischen den
Injektionen betrug 300s, die Rihrgeschwindigkeit der Injektionsspritze betrug 310 U/min. Die
Datenanalyse der Titrationskurven erfolgte mit der ITC-Origin Software die zu dem System geliefert
wurde.

Den Wert fiir die freie Reaktionsenthalpie G° erhdlt man durch Einsetzen der entsprechenden

Parameter in Formel 8.

Formel 8 AG° = —RT - InK

AG’ : freie Gibbs-Energie
R : universelle Gaskonstante (8,134 J- mol-K?)
T : Temperatur (in K)

InK : natirlicher Logarithmus der Bindungskonstante

3.3.5 Thioflavin T-Fluoreszenzassay der AB(1-40)-Aggregationskinetiken
Die fibrillare Aggregation von APB(1-40) wurde mit Thioflavin T (ThT: 4-(3,6-Dimethyl-1,3-

benzothiazol-3-ium-2-yl)-N,N-dimethylanilinchlorid), einem fluoreszierenden Benzothiazol,
gemessen. ThT interkaliert in assemblierende Fibrillen und zeigt nach Bindung an B-Faltblatt-reiche
Strukturen eine Zunahme der Fluoreszenzintensitit und eine Rotverschiebung der
Fluoreszenzemission von 445 nm zu 487 nm [103]. Alle Reaktionsansatze wurden in 96-Well-Platten
untersucht. Die Messungen erfolgten in einem BMG FluoStar Multi Mode Plate Reader (BMG Labtech
GmbH, D). Die Aufzeichnung und Auswertung der Messdaten erfolgte mit der zum System gelieferten
Software. Fir ein Experiment wurden, wenn nicht anders beschrieben, je acht Ansdtze mit einem
Volumen von je 100 pl pipettiert. Die Proben wurden bei 37 °C in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 20 uM
ThT, 1% DMSO, 50 uM AB(1-40) und 10 mM Natriumazid inkubiert. Die Platten wurden alle 30 min
fr 10 Sekunden doppelorbital geschittelt. Die Fluoreszenz von ThT wurde bei einer Wellenldange von

450 nm angeregt und die Fluoreszenzemission bei 482 nm gemessen.

3.3.6 Bestimmung des Kp-Wertes durch Messung der intrinsischen Fluoreszenz von CypD

Die intrinsische Tryptophan-Fluoreszenz von CypD wurde durch Anregung der Proben bei 295 nm
(Spaltbreite 2,5 nm) und Bestimmung der Emission bei 340 nm (Spaltbreite 5 nm) gemessen. Die

Fluoreszenzmessungen erfolgten in 35mM HEPES pH7,8 bei 10°C. Die Bestimmung der
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Bindekonstanten erfolgte durch Titration von CypD mit steigenden Mengen des Peptides AB(16-20)
unter Analyse der Erhéhung der Intensitat der intrinsischen Fluoreszenz des CypD. Die Daten wurden
in SigmaPlot™ 12 durch nicht-lineare Regression analysiert. Die Berechnung des Kp-Wertes erfolgte

nach Formel 9.

a
Formel 9 f=yo+ &
1+e Kb

Kp: Dissoziationskonstante
e: Eulersche Zahl
Vo: Achsenversetzung

a: Amplitude

3.3.7 Photo-induced cross-linking of unmodified proteins (PICUP)

Um den oligomeren Status von AB(1-40) wahrend der fibrillaren Aggregation in Gegenwart bzw.
Abwesenheit von CypD zu charakterisieren, wurde die Methode des Photo-induced cross-linking of
unmodified proteins (PICUP) verwendet [162], [163].

Belichtungszeitregulierer

Halogenleuchte

Probenhalter
Aluminium
geschwarzt

Netztef
Winkelstativ ' 12V AC
Ausloser Acryl 0.8cm : 20-60W

Abbildung 4 Darstellung der Beblitzungsvorrichtung fiir die PICUP-Experimente. Als Gehduse diente eine
Spiegelreflexkamera vom Typ Praktiflex FX (Pentacon, DDR). Der Ausloser der Kamera wurde so modifiziert,
dass ein Offnen des Verschlusses ohne direkten Kontakt mit der Kamera méglich war. In dem schwarz
gefarbten Probenhalter aus Aluminium wurde ein 1,5 ml ReaktionsgefaR fiir die Belichtung gestellt. Vor dem
Probenhalter sitzt der Verschluss, welcher durch Betitigen des Auslésers gedffnet wurde. Uber den
Belichtungszeitregulierer wurde seine Offnungszeit modifiziert.

Bei PICUP wird durch Photoneneintrag eine kovalente Konjunktion von Peptiden bzw. Proteinen

durch das photoaktivierbare Reagens Tris(2,2 -bipyridyl)dichlororuthenium(ll)-Hexahydrat (Ru(Bpy))
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induziert. So kann unter den denaturierenden Bedingungen einer SDS-PAGE die Interaktion zwischen
zwei Protein- bzw. Peptidliganden beobachtet werden. Der verwendete Rutheniumkomplex hat eine
maximale Absorption bei Amax = 452nm, d.h. im sichtbaren Bereich. Zur Initiation der
Photolysereaktion wurde eine handelsibliche Glihlampe (Halogenleuchte DecoStar 50 W, Osram, D)
verwendet. Der Rutheniumkomplex oxidiert bei Lichteintrag [162]. Der Komplex Ru(Bpy)® oxidiert
daraufhin ein Tyrosin. Der aktivierte Phenolrest des Tyrosins kann einen nucleophilen Angriff an der
Peptidbindung eines zweiten Proteins bzw. Peptids initiieren und mit Ammoniumpersulfat eine
stabile kovalente Bindung zwischen zwei Aminosauren bilden (Abbildung 5).

Dazu wurden Reaktionsansatze zur fibrillaren Aggregation von AB(1-40) in 35 mM HEPES pH 7,8 mit
5 % DMSO, 50 uM AB(1-40) und 5 uM CypD angesetzt. Sie wurden in einem comfort™-Thermomixer
(Eppendorf GmbH, D) bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde alle 30 min fir 10 s bei 300 U/min

doppelorbital geschiittelt. Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben aus den Reaktionsgefidlien

entnommen.
OH 0 o
|~ Ru(lll)
( H H
-H* = X= Nukleophil
3 — \\|
- Ru(ll) Nukleophile J.X Brot2
Aminosaure- N
seitenkette
Prot-1 Prot-1 Prot-1
$,04% _ Tautomer-
[Ru(ll)bpy,]** —— [Ru(l)bpy,]** + $0,% + SO, isierung
452 nm
OH l OH T
‘ X Prot-2 .- X Prot-2
\/ SO_] . \/
-
Prot-1 \Prot 1

Abbildung 5 Schematische Darstellung der PICUP-Reaktion mit Rutheniumkomplex und einem Nukleophil.
Darstellung erstellt nach [162] mit ChemBioDraw Version 12.0. In dem Ké&stchen (Bildmitte) sind die
photoinduzierte Oxidation des Rutheniumkomplexes und die Reduktion von APS dargestellt. Der
Rutheniumkomplex hat eine maximale Absorption bei 452 nm. Der oxidierte Rutheniumkomplex reagiert mit
dem aromatischen Bestandteil von z.B. Tyrosin (links oben). Der aktivierte Phenolrest des Tyrosins kann einen
nukleophilen Angriff an der Peptidbindung eines zweiten Proteins bzw. Peptids initiieren und mit
Ammoniumpersulfat eine stabile kovalente Bindung zwischen zwei Aminosduren bilden (rechts oben, Mitte
und unten in der Abbildung dargestellt).

Zu je 18 pl des Reaktionsansatzes wurde 1 pl einer 4 mM Ru(Bpy)- und 1 pl einer 80 mM APS-Losung

gegeben. Danach wurde das Reaktionsgefal’ in eine Vorrichtung zur Bestrahlung der Proben fiir eine
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definierte Zeit (Abbildung 4) gestellt und fiir 200 ms mit sichtbarem Licht bestrahlt. Diese Vorrichtung
wurde von Herrn Harald Bahn (Max-Planck-Forschungsstelle fliir Enzymologie der Proteinfaltung)
gebaut. Sie bestand aus einem Winkelstativ aus Acryl, welches als Stander und Aufhdangung des
Gehduses diente. Als Gehausekorper diente eine Spiegelreflexkamera vom Typ Praktiflex FX (VEB
Pentacon, DDR). An der Seite der Filmrolleneinlage wurde die Halogenleuchte angebracht. Auf der
Seite des Objektivs ein Probenhalter. Durch Offnung des Verschlusses wurde die Probe der
Lichtbestrahlung ausgesetzt, die Offnung des Verschlusses wurde durch betitigen des modifizierten
Ausl6sers initiiert. Durch den Belichtungszeitregulierer der Kamera konnte die genaue Expositionszeit
gesteuert werden. Die Versorgung der Gliihlampe mit elektrischem Strom erfolgte tGber ein 12V AC
20-20 W Netzteil. Die Reaktion wurde sofort nach dem Belichten durch Zugabe von SDS-
Probenpuffer und Erhitzen in einem Thermoblock (95 °C, 5 min) gestoppt. Die Versuche wurden in
einer Dunkelkammer durchgefiihrt, um die Proben zu einer einzigen Lichtquelle und einer definierten

Zeit zu exponieren.

3.3.8 Transmissionselektronenmikroskopie

Fur den Nachweis fibrilldrer Strukturen wurden die entsprechenden Proben auf Formvar/Carbon 200
mesh, Copper Grids (Firma Ted Pella Inc., USA) adsorbiert. Die zur Prdparation der Netze nétigen
Losungen wurden auf Parafilm® als 50 pl Tropfen vorgelegt. Zuerst wurden die Grids mit einer
Pinzette durch einen Tropfen frischer 10 %iger Essigsdure gezogen. Dann wurden sie zweimal mit
Wasser gewaschen und anschlieRend fiir 30 s an der Luft getrocknet, nachdem uberflissiges Wasser
mit etwas Filterpapier vorsichtig abgesaugt wurde. AnschlieRend wurden 5 ul der Probenldsung auf
das trockene Grid pipettiert. Das Netz wurde mindestens 30 s mit dem Tropfen der Probenlésung
inkubiert, um ein Anhaften des Probenmaterials an die Oberflache des Netzes zu gewahrleisten. Der
Tropfen wurde danach vorsichtig mit etwas Filterpapier abgesaugt. AnschlieBRend wurde das Netz
einmal mit 100 mM und einmal mit 10 mM Ammoniumacetat gewaschen. Zum Kontrastieren der
Probe wurde das Netz zweimal in einem Tropfen einer 10 %igen Ammoniummolybdat-Lésung
geschwenkt. Die Netze wurden nach dem Trocknen weiterverwendet.

Die Bilder der Proben wurden mit dem Zeiss EM 900 Transmissionselektronenmikroskop (Carl Zeiss
SMT) mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV bis 50 kV generiert, mit einer slow scan
Variospeed SSCCD Kamera SM-1 k-120 aufgenommen und mit dem Programm siViewer™

ausgewertet.

3.4 Zellkultur der humanen Neuroblastoma-Zellen SH-SY5Y

3.4.1 Zellkulturbedingungen

Fir die Zellexperimente wurden immortalisierte humane Neuroblastomazellen der SH-SY5Y-Linie
verwendet. Sie wurden in einem Brutschrank bei 37 °C und 8,5 % CO»-Atmospharensattigung in
75 cm?-Kulturflaschen in DMEM kultiviert. Bei einer Konfluenz von ca. 80 % wurden die SH-SY5Y-

Zellen zweimal mit PBS gewaschen und danach fir ca. 2 min mit Trypsin/EDTA von der Oberflache
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der Kulturflasche proteolytisch abgelost und subkultiviert. Die gelosten Zellen wurden in 5 ml

DMEM/FBS aufgenommen und anschlieRend auf 2 - 10° Zellen/ml verdiinnt.

3.4.2 Untersuchung zur Zytotoxizitat von AB(1-40) und AB(16-20)

Flr die Vitalitatsexperimente wurden die SH-SY5Y-Zellen in Kavitdten von 96-Well-Platten mit je
20000 Zellen pro Kavitat in einem Volumen von 100 ul ausgesat. Die SH-SY5Y-Zellen wurden Uber
Nacht im Brutschrank kultiviert. AP(1-40) und AP(16-20) wurden aus einer 5mM DMSO-
Stammlésung in DMEM gegeben und zu den SH-SY5Y-Zellen gegeben. Als Positivkontrolle fir
Zelltoxizitat wurde 50 UM Wasserstoffperoxid in DMEM verwendet. Das Wasserstoffperoxid wurde in
einer wassrigen Stammldsung frisch aus 32 %igem Wasserstoffperoxid verdinnt und 1:100 zu DMEM

gegeben. Die SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 24 h mit den Substanzen inkubiert.

3.4.3 Cell Titer Blue™-Assay zur Bestimmung der Zellvitalitat

Nach Inkubation der SH-SY5Y-Zellen mit AB(1-40) bzw. AB(16-20) erfolgte die Analyse der Zellvitalitat
mit CellTiterBlue™ (Promega, D) nach Herstellerangaben. Dazu wurde die Fluoreszenz des
verwendeten Farbstoffes mit einem BMG FluoStar Multi Mode Plate Reader gemessen und mit der

zum System gelieferten Software aufgezeichnet und ausgewertet.

3.5 Statistik

Es wurde, wenn nicht anders beschrieben, das statistische Mittel und die Standardabweichung

angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression und Reinigung von humanen Cyclophilinen

4.1.1 Expression und Reinigung von humanen CypA und CypD

Die rekombinante Expression von CypA erfolgte von einem pQE70-Derivat in E. coli. Die Reinigung
von CypA erfolgte durch saulenchromatographische Trennung unter Einbeziehung einer
Anionenaustauschchromatographie  mittels einer DEAE-Saule, einer Kationenaustausch-
chromatographie mittels einer SO*-Siule und einer Gelfiltration. Die Reinheit der Priparation wurde
mit SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie- Farbung geprift (Abbildung 6A).

CypD wurde ohne mitochondriale Signalsequenz als CypD(30-207) mit einem N-terminalen (His)e-Tag
exprimiert, der Gber die Peptidsequenz einer Schnittstelle flir Thrombin mit dem Protein verbunden
war. Der (His)e-Tag wurde mit Thrombin proteolytisch abgespalten. Aufgrund der Erkennungssequenz
von Thrombin blieb N-terminal die Sequenz GSHM als Rest erhalten, welcher nicht von CypD(30-207)
abgespalten wurde. Die proteolytische Spaltung von (His)s-CypD(30-207) erfolgte in 35 mM HEPES
pH 7,8 bei Raumtemperatur. Die Vollstandigkeit der Proteolyse wurde durch SDS-PAGE und
anschlieRender Coomassiefarbung des Gels gepriift (Abbildung 6B). Nach Proteolysezeiten von langer
als 4 h war die Bande des (His)s-CypD(30-207) bei 20 kDa nahezu vollstindig umgesetzt und es
erschien eine Bande bei ca. 17 kDa (Abbildung 6B). Diese Bande zeigt CypD(30-207) mit der
zusatzlichen N-terminalen Aminosduresequenz GSHM nach der enzymatischen Hydrolyse des (His)s-

Tags durch Thrombin. Dieses Protein wird im Folgenden CypD genannt.

A B
40kDa 40kDa
35kDa )
25kDa 35kDa
' 25kDa
15kDa CypA
- - - (His) -CypD(30-207)
15kDa " GSHM-CypD(30-207)
10kDa
10kDa

. 12 3 4 5
Abbildung 6 Uberpriifung der Reinheit der Proteinpraparation mittels SDS-PAGE. Nach der Praparation der

Proteine wurde mittels SDS-PAGE und Coomassiefarbung die Reinheit der Proteinlésung von Reinigung von
CypA (Bild A) und CypD (Bild B) gepriift. CypD wurde mit einem N-terminalen (His)s-Tag exprimiert. Dieser
wurde proteolytisch mit Thrombin abgespalten. Zu sehen ist in Abbildung B die erfolgreiche Proteolyse: Bahn 1
= Proteinmarker, Bahn 2 = 0 min, Bahn 3 = 15 min, Bahn 4 =2 h, Bahn 5 = 4 h. Die Proteolyse erfolgte in 35 mM
HEPES pH 7,8 bei RT.

Zusatzlich wurden mittels ortsspezifischer Mutagenese Varianten von CypD erzeugt, bei denen

bestimmte funktionale Aminosaurereste ausgetauscht waren. Sie wurden wie das Wildtypenzym
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gereinigt. Durch massenspektrometrische Analysen wurden die molekularen Massen der gereinigten
Proteine durch ESI-MS bestimmt (Tabelle 7).

4.1.2 Expression und Reinigung von °N- und 3C/**N-markiertem Cyclophilin D

Fir NMR-Experimente wurde 3C/**N- und *N-Isotopenmarkiertes (His)s-CypD(30-207) exprimiert
und gereinigt. Isotopenmarkiertes (His)e-CypD wurde analog zu nicht markiertem (His)s-CypD

gereinigt und der (His)s-Tag wurde mit Thrombin proteolytisch entfernt.

Tabelle 7 Theoretische und experimentell bestimmte Masse der verwendeten Proteine
Protein Theoretische Masse (Da) Bestimmte Masse (Da)
CypA 18012,4 18012,0
(His)s-CypD(30-207) 21060,9 21062,0
CypD R97A 19224,7 19224,9
CypD Q105T 19282,8 19282,0
CypD K133l 19294,8 19294,0
CypD R97A/F102A 19148,6 19148,0
CypD R97A/H168Q 19215,7 19216,0
CypD N144A 19266,8 19268,8
CypD W163A 19194,7 19216,1

4.2 Charakterisierung der PPlase-Aktivitat der Cyclophiline

4.2.1 Die PPlase-Aktivitdt von CypA und CypD
Nach Expression und Reinigung der Cyclophiline CypA und CypD wurde ihre PPlase-Aktivitat durch

isomerspezifische Proteolyse (ISP) bestimmt [147]. Dazu wurde die Geschwindigkeitskonstante der
enzymkatalysierten Isomerisierung (ken;) der Ala-Pro-Bindung des Substrates Suc-AAPF-pNA in
Abhéangigkeit von der Konzentration des jeweiligen Cyclophilins ermittelt (Abbildung 7).

Die ermittelten Werte sind als Spezifitdtskonstante (keat/Km-Wert) und als prozentuale Aktivitdt im
Vergleich zu wtCypD in Tabelle 8 und Abbildung 8 dargestellt. Der ermittelte ke.t/Km-Wert von CypA
betrdgt 1,68 (+0,10) - 107 Ms?,

Der fiir CypD ermittelte ket/Km-Wert betragt 1,09 (+0,02) - 107 Ms? (Abbildung 7). Beide Werte
entsprechen den in der Literatur genannten Aktivitaten [29]. Die Aktivitat des isotopenmarkierten
CypD wurde ebenfalls mit ISP charakterisiert. Das isotopenmarkierte CypD hatte mit einer Aktivitat
von 1,70 (£ 0,07) - 10’ Ms! einen geringfligig hoheren keti/Km-Wert als das nicht isotopenmarkierte

Protein.
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Abbildung 7 Bestimmung der PPlase-Aktivitdt von CypA (Bild A) und CypD (Bild B). Die mittels ISP bestimmten
Geschwindigkeitskonstanten der PPlase-katalysierten cis/trans-Isomerisierung sind in Abh&ngigkeit von der
eingesetzten Enzymkonzentration dargestellt. Ein Messpunkt reprasentiert das statistische Mittel aus 3
Messungen. Die Messungen erfolgten in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 17 uM Chymotrypsin und 30 uM Suc-AAPF-
pNA als Peptidsubstrat bei 10 °C. Der ermittelte kcat/Km-Wert fiir CypA betrug 1,7 - 10’ M1s! und fir CypD

1,1-10"Mst,

Tabelle 8 Ubersicht der PPlase-Aktivitat von CypA, CypD und CypA- sowie CypD-Varianten im ISP-
PPlase-Aktivitatsassay. Es ist immer die Standardabweichung angegeben.
CypD CypA
Variante Aktivitat Variante Aktivitat (%)
keat/Km (M 5) (%)

CypD 1,1 (+0,07) - 107 100 CypA 100
CypD T94A 1,9 (+0,06) - 107 173 n. b. n. b.

CypD R97A 9,2 (0,2) - 10° 0,08 CypA R55A 0,06 [164]

CypD Q105T 4,0 (x0,04) - 10* 0,36 CypA Q62T 0,06 [164]
CypD K133l 2,7 (+0,15) - 107 245 n. b. n. b.
CypD N144A 2,5 (+0,08) - 10° 2,3 n. b. n. b.

CypD W163A 2,8(+0,03) - 10° 25,5 CypA W121F 8,7 [165]
CypD R97A/F102A 6,0 (+0,07) - 10° 0,05 n. b. n. b.
CypD R97A/Q105T 3,3 (+0,06) - 10* 0,17 n. b. n. b.
CypD R97A/H168Q 6,0 (£0,05) - 10* 0,30 n. b. n. b.

CypA H126F 8,8 [166]

CypA F133A 3 [165]

n. b., nicht beschrieben

Die PPlase-Aktivitat verschiedener Varianten von CypD mit Aminosauresubstitutionen im aktiven
Zentrum des Enzyms wurde nach Expression und Reinigung ebenfalls durch ISP bestimmt. Die

Substitution von Arg97 in CypD, welches dem katalytisch wichtigen Aminosaurerest Arg55 in CypA

37



Ergebnisse

entspricht, gegen einen Alanylrest fiihrt zu einer nahezu vollstandig inaktiven CypD-Variante. Die
PPlase-Aktivitdt betrug 0,08 % der Aktivitdt des Wildtypenzyms. Dies entspricht der Variante CypA
R55A, deren Aktivitat in der Literatur mit 0,1 % angegeben ist [26]. Die Doppelvariante CypD
R97A/F102A hatte einen keat/Km-Wert von 6,0 (+0,05) - 103 Mlst und so eine geringere Aktivitat als
CypD R97A, wahrend die Doppelvarianten CypD R97A/Q105T und CypD R97A/H168Q eine etwas
hohere Aktivitat als die Einfachvariante aufwiesen (Abbildung 8, Tabelle 8). Die enzymatischen
Aktivitaten der beiden Doppelvarianten waren ungefahr um den Faktor 1,5 hoher als die Aktivitat
von CypD R97A. Diese hohere Aktivitat kann durch eine Kontamination der Proteinprdparation mit
PPlasen aus E. coli wie PPIA, PPIB oder SlyD verursacht worden sein. Eine entsprechende
Kontamination wurde bereits bei Praparationen von CypA R55A gefunden [166]. Ohne die
Verunreinigungen betrug die Aktivitdit von CypA R55A nur noch <0,02 % verglichen mit dem
Wildtypenzym [166].

Die Variante CypD Q105T hatte analog zu der entsprechenden Substitution von Q62T in CypA eine
reduzierte PPlase-Aktivitit mit einem ket/Km-Wert von 4,0 (0,04) - 10°M1st. Im Gegensatz dazu
besallen die Substitutionen von W163, K133 und T94 durch Alanin einen geringeren Einfluss auf die
PPlase-Aktivitdt von CypD (Abbildung 8, Tabelle 8). Die bereits in der Literatur beschriebenen PPlase-
Aktivitaten der verwendeten CypA-Varianten sind in Tabelle 8 im Vergleich zu den CypD-Varianten

dargestellt.
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Abbildung 8 Darstellung der enzymatischen Aktivititen der verwendeten CypD-Varianten. Die hier grafisch
dargestellten keat/Km-Werte sind in Tabelle 8 numerisch dargestellt. Die Substitution von T94 und K133 hat
wenig Einfluss auf die PPlase-Aktivitdt verglichen zum Wildtypenzym. Der Austausch von R97 und Q105 fiihrte,
analog zu R55 und Q62 in CypA, zu einer starken Reduzierung der PPlase-Aktivitdt von CypD. Die Messungen
erfolgten in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 17 uM Chymotrypsin und 30 uM Suc-AAPF-pNA als Peptidsubstrat bei
10 °C. Darstellung der Werte mit Standardabweichung.

38



Ergebnisse

4.2.2 Inhibition von CypD durch das Cyclosporin A-Derivat MM258

Reaktionsansatze mit AB(1-40) sind anfallig fir das Auftreten von Aggregationskeimen. Um die
Inhibition von CypD in Reaktionsansatzen mit AB(1-40) untersuchen zu kdnnen musste deshalb ein
CsA-Derivat mit einer héheren Wasserloslichkeit als CsA verwendet werden, da die Moglichkeit
besteht, dass bei héheren Konzentrationen in Puffer ungelostes CsA als Aggregationskeim die
fibrillare Aggregation von AB(1-40) beeinflusst.

CsA CsH
(D-Glu)s-Gly-OH
o
Y o
S N\)I\ - (o]
(9% N N -~
/ K/,;o N
N— ° %o
N ® N—
H
e} N N
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Abbildung 9 Darstellung der chemischen Strukturen von CsA, CsH und MM258. Das CsA-Derivat CsH ist ein
nicht inhibierendes Derivat von CsA und unterscheidet sich an einer Bindung von CsA (in der Abbildung durch
einen roten Kreis hervorgehoben). MM258 besitzt im Gegensatz zu CsA am C1-Atom eine (Glu)s-Gly-Kette (in
der Abbildung mit einem roten Kastchen hervorgehoben). Diese strukturelle Verdnderung scheint die bessere
Wasserloslichkeit zu vermitteln. Cyclosporin H hat die Summenformel Cs2H111N11012, die Summenformel von
Cyclosporin A ist Ce2H111N11012.
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Abbildung 10 Inhibition der CypD-Aktivitat durch das CsA-Derivat MM258. Der ICso-Wert fiir den Inhibitor-
Ligand-Komplex CypD/MM258 betrdgt 11 nM £ 0,5 nM. Dieser Wert ist vergleichbar mit dem 1Cso-Wert fur die
Inhibition von CypA mit CsA [167]. Der berechnete ICso-Wert ist auch vergleichbar mit dem K-Wert fir
CypD/CsA von 6,7 nM [168]. Die Inhibierung der PPlase-Aktivitdt von CypD durch MM258 wurde in 35 mM
HEPES pH 7,8 bei 10 °C gemessen. Der Reaktionsansatz enthielt 1 nM CypD, 30 uM Suc-AAPF-pNA, 17 uM

Chymotrypsin. Jeder Messpunkt reprasentiert das statistische Mittel aus drei Messungen. Angegeben ist die
Standardabweichung.

Das CsA-Derivat MM258 hat eine sehr gute Wasserloslichkeit verglichen mit CsA (personliche

Mitteilung von Dr. Miroslav Malesevi¢, Max Planck Forschungsstelle fiir Enzymologie der
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Proteinfaltung). Es wurde die Inhibition von CypD durch dieses CsA-Derivat mittels ISP-PPlase-Assay
untersucht. Der ermittelte 1Cso-Wert fir die Inhibierung von CypD durch MM258 betrug 10,6 nM
(Abbildung 10) und lag im Bereich des K-Werts von 6,7 nM fir die Inhibierung von CypD durch CsA
[168].

4.2.3 Analyse der Sekundarstrukturen von CypD und seiner Varianten

Um die korrekte Faltung von CypD und seiner Varianten zu untersuchen, wurden Fern-UV-CD-
Spektren der Proteine gemessen und miteinander verglichen. Aus den erhaltenen Fern-UV-CD-
Spektren der Proteine wurde die molare Elliptizitdt der gemittelten Masse der Aminosduren nach
Formel 7 berechnet. Aus der Elliptizitdit wurde mit Hilfe des evidenzbasierten Programms K2D23 der
Gehalt an Sekundarstrukturen berechnet. K2D2 nutzt 3D-Strukturen von ausgesuchten Proteinen aus
der Proteindatenbank® (PDB) als Referenz fiir seine Approximationen [169], [170]. Die PDB-
Strukturen wurden mit dem online zugédnglichen Programm DichroCalc® in CD-Spektren umgewandelt
und daraus die putativen Anteile von a-Helix- und B-Faltblattsekundarstrukturelementen berechnet.

Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.
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Abbildung 11 CD-Spektren von CypD und der Varianten von CypD. Die Spektren wurden in 10 mM NaH2POa4
pH 7,4 bei 20 °C aufgezeichnet. Die Scangeschwindigkeit betrug 1 nm/s. Fir jedes Spektrum wurden 50
Messungen akkumuliert. Die Spektren sind alle sehr dhnlich und zeigen eine geordnete und identische Faltung
aller verwendeten Proteine. Die Anteile der Sekundarstrukturbestandteile in Prozent der Gesamtstruktur der
CypD-Varianten sind in Tabelle 9 angegeben.

Die Spektren der CypD-Varianten sind dem des Wildtypenzyms von CypD &ahnlich. Sie sind durch
lokale Minima der molaren Elliptizitat bei 225 nm und 208 nm gekennzeichnet (Abbildung 11). Die
Ahnlichkeit der Spektren wird durch eine Auswertung der Spektren mit K2D2 bestétigt, welche a-

3 http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/~andrade/k2d2/
4 http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
5> http://comp.chem.nottingham.ac.uk/dichrocalc/
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Helix-Anteile zwischen 8 und 19 % und B-Faltblatt-Anteile zwischen 28 und 40 % fiir CypD und seine
Varianten ergaben. Eine Ausnahme bildet die CypD-Variante CypD N144A, welche einen berechneten

a-Helix-Anteil von ca. 44 % besitzt.

Tabelle 9 Abschatzung der Sekundarstrukturmerkmale fiir CypD und seine Varianten fir den
Wellenlangenbereich von 200 bis 240 nm mit K2D2.

CypD Variante a-Helix (%) B-Faltblatt (%)
CypD 8,36 40,42
CypD R97A 9,65 38,75
CypD Q105T 9,65 38,75
CypD K133l 13,82 34,61
CypD N144A 44,11 28,93
CypD W163A 11,03 37,31
CypD R97A/F102A 18,79 32,22
CypD R97A/Q105T 8,25 40,45
CypD R97A/H168Q 8,25 40,45

4.3 Einfluss von Cyclophilinen auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40)

4.3.1 Einfluss von CypA und CypD auf die Bildung von AB(1-40)-Fibrillen

Um einen moglichen Einfluss von CypA bzw. CypD auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40) zu
untersuchen, wurde die fibrillare Aggregation des Peptides sowohl in Gegenwart als auch in
Abwesenheit der beiden Cyclophiline untersucht. Um die fibrillire Aggregation messen bzw.
beobachten zu kdnnen, wurde der ThT-Fluoreszenzassay verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff ThT
lagert sich in neu assemblierende AB-Fibrillen ein. Dabei nimmt seine Fluoreszenzintensitat bei
482 nm nach Anregung bei 450 nm zu. Diese Zunahme der ThT-Fluoreszenzsignalintensitdt kann
somit direkt als Bildung fibrillarer Aggregate interpretiert werden [103].

Unter den verwendeten Bedingungen war der Start einer Aggregation von initial monomerem AB(1-
40) nach 20 bis 40 Stunden zu beobachten. Bei zusatzlicher Zugabe von CypA oder CypD in den
Reaktionsansatz wurde mit steigender Enzymkonzentration eine sinkende Fluoreszenzsignalzunahme
im Vergleich zu Messungen ohne zusatzliches Enzym beobachtet (Abbildung 12). Beide Cyclophiline
wurden in einer 50 UM AB(1-40)-Lésung in substdchiometrischen Verhiltnissen eingesetzt. CypA
verringerte bei einer Konzentration von 2 uM die Bildung von AB(1-40)-Fibrillen (Abbildung 12A). Ab
einer Konzentration von 5 uM inhibierte CypA die Fibrillenbildung vollstdndig unter den verwendeten
Bedingungen. CypD unterdriickte bereits ab einer Konzentration von 2 uM die fibrillare Aggregation
von APB(1-40) vollstandig (Abbildung 12B). Da CypD die Aggregation von AB(1-40) effektiver
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unterdriickte als CypA und die Signifikanz der CypD/AB(1-40)-Interaktion in der Literatur beschrieben
ist, wurden die nachfolgenden Untersuchungen nur mit CypD durchgefihrt.

Wadhrend der Aggregation von AP(1-40) werden verschiedene APB(1-40)-Spezies mit
unterschiedlichem Gehalt an AB(1-40), zum Beispiel Oligomere, Protofibrillen und Fibrillen, zu
verschiedenen Zeiten innerhalb des Zeitverlaufes der Aggregation ausgebildet. Um zu untersuchen,
in welchem Zeitrahmen die Cyclophiline ihre Wirksamkeit entfalten und damit Hinweise zu erhalten,
welche AB-Spezies mit Cyclophilinen interagieren, wurde CypD mit zeitlicher Verzogerung zu
Aggregationsansatzen hinzugegeben. Dazu wurden dem Aggregationsansatz nach 0, 4, 8, 12, 16, 20
oder 24 Stunden nach Start der Reaktion jeweils 5 uM CypD zugefiigt. Einen Einfluss auf die fibrilldre
Aggregation wies CypD nur auf, wenn es innerhalb der ersten 16 Stunden der Reaktion, d.h. wahrend
der Lag-Phase, in den Reaktionsansatz gegeben wurde (Abbildung 13). Wurde CypD nach 20 oder 24
Stunden, also bereits nach Einsetzen des exponentiellen Fibrillenwachstums, zum Reaktionsansatz

gegeben, wurde kein inhibierender Einfluss auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40) beobachtet.
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Abbildung 12 Einfluss von CypA und CypD auf die fibrilldire Aggregation von humanem AB(1-40). Abgebildet
sind Fluoreszenzsignale bzw. Kinetiken von entstehenden fibrillaren AB-Aggregaten. Sowohl CypA (Bild A) als
auch CypD (Bild B) inhibieren konzentrationsabhangig die fibrillare Aggregation von AB(1-40).

Der Reaktionsansatz erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT und 50 uM monomerem AB(1-
40) bei 37 °C. Die Reaktionsansatze wurden jeweils alle 30 min fir je 10s doppelorbital bei 100 U/min
geschittelt. Die Messungen erfolgten mit einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm
und Aem=482 nm. Jede Kurve stellt das reprdsentative Mittel aus 8 Messreplikaten dar. Abbildungen mit
einzelnen Messansatzen siehe Anhang (Abbildung 40; Abbildung 41).

Parallel zu diesem Experiment konnte nachgewiesen werden, dass unter den eingesetzten
Bedingungen die PPlase-Aktivitdt von CypD Uber 80 h stabil war (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse
des beschriebenen Experimentes weisen darauf hin, dass CypD in der initialen Phase der Aggregation
funktional mit Monomeren oder I6slichen Intermediaten bzw. Oligomeren von AB(1-40) interagiert,
die in den Anfangsstadien der Reaktion vorhanden sind, deren Anteil aber wahrend der

exponentiellen Phase der Aggregation deutlich abnimmt [161].
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Abbildung 13 Zeitversetzte Gabe von CypD zu Reaktionsansitzen der fibrilliren Aggregation von AB(1-40).
Die Zugabe von CypD nach dem zeitlichen Einsetzen des exponentiellen Fibrillenwachstums kann die fibrillare
Aggregation nicht unterdriicken. Die Zugabe von CypD wahrend der Lag-Phase inhibiert eine einsetzende
fibrillare Aggregation bis 16 h nach Reaktionsansatz. Jede Reaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 20 uM
ThT und 50 uM AB(1-40) bei 37 °C. Die Reaktionsansatze wurden alle 30 min fir 10 s doppelorbital geschittelt.

Die Messungen erfolgten mit einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und
Aem=482 nm. .

4.3.2 EinfluB von Cyclophilininhibitoren auf die Cyclophilin/AB(1-40)-Interaktion

Ziel der Studie war es, die Rolle des aktiven Zentrums der Cyclophiline bei der Inhibition der
fibrillaren Aggregation von AB(1-40) zu untersuchen. Eine Moglichkeit ist es, das aktive Zentrum mit
einem spezifischen Inhibitor zu blockieren und dessen Einfluss auf die fibrillaire Aggregation zu
untersuchen. Fir solche Studien wurde der an das aktive Zentrum von Cyclophilinen bindende
hochaffine Inhibitor CsA eingesetzt. Die durch CypD inhibierte Fibrillenbildung von AB(1-40) konnte
durch die Zugabe von 5 uM CsA wiederhergestellt werden. In den Messungen mit Inhibitor war eine
Zunahme der ThT-Fluoreszenzintensitat nach dem Ende der Lag-Phase beobachtbar (Abbildung 14).
In einem Kontrollexperiment wurde CsH, ein dem CsA ahnliches Cyclopeptid, das nicht an
Cyclophiline bindet und deren Aktivitat nicht inhibiert, in den Reaktionsansatz gegeben [16]. Die
Zugabe von 5 puM CsH hatte keinen Einfluss auf die inhibierende Wirkung von CypD auf die fibrillare
Aggregation (Abbildung 14A). In diesen Ansatzen war kein Anstieg der ThT-Fluoreszenzintensitat
beobachtbar. Die Gegenwart von CsA allein beeinflusste die Bildung der Fibrillen nicht. Die Dauer der
Lag-Phase im Vergleich zur Lag-Phase der Reaktion ohne CsA war jedoch im Kontrollexperiment mit
CsA in der AB(1-40)-Losung verkiirzt.
Um einen Einfluss von CsA, der auf der hydrophoben Natur des Undecapeptides beruhen kdnnte,
selbst ausschliefen zu kdnnen, wurde das besser in Wasser |6sliche CsA-Derivat MM258 fiir weitere
Untersuchungen verwendet. MM258 selbst besald keinen Einfluss auf die Kinetik der Fibrillenbildung
von AB(1-40). Sowohl die Dauer der Lag-Phase als auch die Amplitude des ThT-Fluoreszenzsignals der

fibrillaren Aggregation waren durch MM258 unverandert (Abbildung 14A). Im Reaktionsansatz mit
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3uM CypD konnten 30 uM MM258 die inhibierte Ausbildung von APB-Fibrillen vollstandig
wiederherstellen (Abbildung 14B). Die Zunahme der Amplitude des ThT-Fluoreszenzsignals ist dabei
von der eingesetzten MM258-Konzentration abhangig (Abbildung 15). Damit zeigt MM258 eine fiir
Inhibitoren typische Dosis-Wirkung-Abhangigkeit. Eine steigende Konzentration von MM258 im
Reaktionsansatz verkirzt die Dauer der Lag-Phase (Abbildung 15).

Um zu untersuchen, ob Intermediate der AB-Aggregationsreaktion wahrend der Inkubation mit CypD
akkumulieren, wurde CypD zeitversetzt im Reaktionsansatz inhibiert. Dafir wurde MM258 zu
verschiedenen Zeitpunkten (nach 0 h, 20 h und 50 h) in den AB(1-40)/CypD-Reaktionsansatz gegeben
und das Einsetzen der fibrilliren Aggregation bei Bildung des CypD/MM258-Inhibitor-Ligand-
Komplexes untersucht. Die Gabe von MM258 nach 0, 20 oder 50 Stunden zum Reaktionsansatz
ermoglichte eine fibrillaire Aggregation, aber der Zeitpunkt der Zugabe des Inhibitors verkirzte die
Dauer der Lag-Phase nach der Zugabe des Inhibitors nicht (Abbildung 16). Diese Daten zeigen, dass

eine Akkumulation von zur Aggregation neigenden AB(1-40)-Spezies durch CypD unwahrscheinlich
ist.
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Abbildung 14 Der Einfluss von Cyclophilininhibitoren auf die fibrillire Aggregation von Ap(1-40). Der
Cyclophilininhibitor CsA ermdglicht die fibrillare Aggregation von AB(1-40) bei Anwesenheit von CypD. Das
nicht inhibierende CsA-Derivat CsH tut dies nicht (Bild A). CsA beschleunigt in der Kontrolle die fibrillare
Aggregation von APB(1-40). Aufgrund dieses Einflusses auf die fibrillaire Aggregation ist es ungeeignet fir
Experimente mit hohen Inhibitorkonzentrationen. Das CsA-Derivat MM258 inhibiert CypD und beschleunigt in
Kontrollexperimenten mit hohen Konzentrationen nicht die fibrillare Aggregation von AB(1-40) (Bild B). Es ist
daher besser fiir den Einsatz in Aggregationsassays geeignet. Jede Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM
HEPES pH 7,8 mit 1% DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 3 uM CypD bei 37 °C. Die Reaktionsansatze
wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen erfolgten mit einem Multimode

Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm. Jeder Graph stellt das reprasentative Mittel
aus 4 Messreplikaten dar.
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Abbildung 15 MM258 stellt die durch CypD inhibierte fibrillire Aggregation von AP(1-40)
konzentrationsabhangig wieder her. Die Lag-Zeit der fibrillaren Aggregation wurde mit steigenden
Konzentrationen von MM258 im Reaktionsansatz kiirzer. Auch die Amplitude des gemessenen
Fluoreszenzsignals wurde mit steigender Konzentration an MM258 hoher. Jede Aggregationsreaktion erfolgte
in 35mM HEPES pH7,8 mit 1% DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 3 uM CypD bei 37 °C. Die
Reaktionsansatze wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschittelt. Die Messungen erfolgten mit einem
Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm. Jeder Graph stellt das

reprasentative Mittel aus 8 Messreplikaten dar. Die einzelnen Messreplikate sind im Anhang gezeigt (Kapitel
9.2).
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Abbildung 16 Die zeitverzégerte Gabe von MM258 zu einem Reaktionsansatz von AB(1-40) mit CypD
ermoglichte die fibrillare Aggregation. Die Lag-Zeit der fibrillaren Aggregation ist nach der Zugabe von MM258
in den Reaktionsansatz nicht signifikant verkirzt. Ein akkumulieren von aggregationsférdernden AB-Spezies
unter Anwesenheit von CypD scheint nicht stattzufinden. Jede Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM HEPES
pH7,8 mit 1% DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40), 3 uM CypD und 12 uM MM258 bei 37 °C. Die
Reaktionsansatze wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen erfolgten mit einem
Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und AEM=482 nm. Jeder Graph stellt das
reprasentative Mittel aus 8 Messreplikaten dar. Abbildung mit einzelnen Messansatzen siehe Anhang
(Abschnitt 9.2, Abbildung 47).
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4.3.3 Der Einfluss von Cyclophilin-Varianten auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40)

Es wurden mehrere Varianten von CypA und CypD mit stark verminderter PPlase-Aktivitat
verwendet, um die Rolle der PPlase-Aktivitat der Cyclophiline bei der Inhibierung der fibrillaren
Aggregation von AB(1-40) zu untersuchen. Es wurden ThT-Fluoreszenzexperimente zur fibrilldren

Aggregation von AP(1-40) mit verschiedenen Konzentrationen der CypA- und CypD-Varianten
durchgefihrt.

Intensitat (10° rel. Einh.)

Abbildung 17 Einfluss verschiedener CypA-Varianten auf die fibrillire Aggregation von AB(1-40). Einfluss der
Einfachvarianten CypA R55A, CypA Q62T, CypA D66E, CypA S99A, CypA F113A, CypA W121F, CypA H126F und
der Doppelvariante CypA R55A/W121F auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40). Alle verwendeten Varianten
von CypA unterdriickten die fibrillare Aggregation von AB(1-40) unter den gewahlten Bedingungen und zeigten
so gleiche Eigenschaften im ThT-Fluoreszenzassay wie das Wildtypenzym. Jede Reaktion erfolgte in 35 mM
HEPES pH 7,8 mit 1% DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 5 uM der CypA Varianten bei 37 °C. Jeder

Reaktionsansatz wurde alle 30 min fir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen erfolgten mit einem

Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm. Jeder Graph stellt das
reprasentative Mittel aus 8 Messreplikaten dar.

Untersucht wurde das Verhalten der CypA-Varianten CypA R55A, CypA Q62T, CypA D66E, CypA F99A,
CypA F113A, CypA W121F, CypA H126F und der Doppelvariante CypA R55A/W121F. Bei einer
Konzentration von 5 uM der verwendeten Varianten wurde im beobachteten Zeitraum, wie in
Gegenwart von wtCypA, keine Zunahme der ThT-Fluoreszenz beobachtet (Abbildung 17). AuRerdem
wurden die CypD-Varianten CypD T94A, CypD R97A, CypD Q105T, CypD K133I, CypD N144A, CypD
W163A und die Dopplevarianten CypD T94A/G117A, CypD R97A/Q105T, CypD R97A/F102A und CypD
R97A/H168Q im ThT-Fluoreszenzassay untersucht. Auch hier wurde kein Unterschied in der
Beeinflussung der Aggregation von AB(1-40) im Vergleich zum wtCypD gefunden (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Einfluss verschiedener CypD-Varianten auf die Aggregation von AB(1-40). Einfluss der CypD-

Varianten CypD T94A, CypD R97A, CypD Q105T, CypD K133, CypD T94A/G117A, CypD R97A/Q105T, CypD
R97A/F102A und CypD R97A/H168Q auf die Fibrillierung von AB(1-40). Alle verwendeten Varianten von CypD

unterdriickten die fibrillare Aggregation von AB(1-40) unter den gewédhlten Bedingungen und zeigten so gleiche
Eigenschaften im ThT-Fluoreszenzassay wie das Wildtypenzym. Jede Reaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8
mit 1% DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 5 pM der entsprechenden CypD-Variante bei 37 °C. Jeder

Reaktionsansatz wurde alle 30 min flir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen erfolgten mit einem

Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm. Jeder Graph stellt das
reprasentative Mittel aus 8 Messreplikaten dar.
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Abbildung 19 Einfluss der zwei CypD-Varianten N144A und W163A auf die Fibrillierung von AB(1-40). Beide
Varianten inhibieren die fibrillare Aggregation von AB(1-40). Jede Reaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit
1% DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 5puM der entsprechenden CypD-Variante bei 37 °C. Jeder
Reaktionsansatz wurde alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen erfolgte mit einem

Multimode Microplate Reader BioTek Synergy™ HT. Jeder Graph stellt das reprdsentative Mittel aus 8
Messreplikaten dar.
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4.4 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen der fibrilliren

Aggregation von AB(1-40)

Ob die beobachtete ThT-Fluoreszenzzunahme kausal mit der fibrillaren Aggregation von initial
monomerem AB(1-40) zusammenhangt, wurde mit Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
untersucht. Diese Methode wurde auch zur Untersuchung der Morphologie der entstehenden

Aggregate verwendet, um Fibrillen von weniger geordneten Aggregaten zu unterscheiden.

AB(1-40)

AB(1-40) + CypD + MM258

Abbildung 20 Elektronenmikroskopische Untersuchung von diversen AB(1-40)-Aggregationsansitzen. TEM-
Aufnahmen von Proben der AB(1-40)-Aggregation bei 50000-facher VergroRerung (50 kV). Der Malstabsbalken
am rechten unteren Bildrand entspricht 200 nm. Bild A zeigt Fibrillen aus einem Aggregationsansatz von AB(1-
40). In Bild B dargestellt ist ein Prdparat aus einem Reaktionsansatz von AB(1-40) mit CypA. Es sind keine
ausgebildeten Fibrillen in diesem Reaktionsansatz zu beobachten. Das gleiche ist in Reaktionsansdtzen von
AB(1-40) mit CypD zu beobachten, wie in Bild C der Abbildung dargestellt. In Abbildung D sieht man, dass die
Zugabe eines Cyclophilininhibitors wie MM258 in den Reaktionsansatz die Ausbildung von AB(1-40)-Fibrillen
trotz Anwesenheit eines Cyclophilins erméglicht. Jede Probe wurde aus einem Reaktionsansatz in 35 mM
HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 5 uM CypA oder CypD entnommen und auf
einem Kupfer-Grid fur die TEM-Messung prapariert. Um den Einfluss von MM258 auf die fibrilldre Aggregation
von AB(1-40) bei Anwesenheit von CypD zu messen, wurden 15 uM MM258 in einen Reaktionsansatz mit 3 uM
CypD gegeben. Alle Reaktionsansétze wurden fiir 48 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend fiir die Praparation
von Grids verwendet. Die Reaktionsansdtze wurden fir die Dauer der Inkubation alle 30 min fir 10s
doppelorbital geschittelt.
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Die Proben wurden einem AB(1-40)-Aggregationsansatz entnommen, auf ein Kupfer-Grid adsorbiert
und mit Ammoniummolybdat kontrastgefarbt. Praparate einer AB(1-40)-Lésung, welche im ThT-
Fluoreszenzassay eine typische Reaktionskurve aufwiesen, zeigten in der TEM-Aufnahme Strukturen,
die typisch fiir Amyloid-Fibrillen sind (Abbildung 20A) [171]. Im Gegensatz dazu wurden in Préparaten
aus einem Aggregationsansatz, der AB(1-40) und CypA enthielt, keine fibrillaren Strukturen gefunden
(Abbildung 20B). Auch bei Reaktionsansadtzen mit CypD waren mit TEM keine fibrillaren Strukturen
nachzuweisen (Abbildung 20C). Dass in den TEM-Studien keine beobachtbaren Fibrillen vorhanden
waren, korreliert mit der fehlenden Fluoreszenzzunahme bei 482 nm im ThT-Fluoreszenzassay in
Gegenwart von CypA und CypD. Cyclophilin-spezifische Inhibitoren wie CsA und das CsA-Derivat
MM258 scheinen, wie im ThT-Fluoreszenz-Assay beobachtet, die Fibrillierung von AB(1-40) unter
Anwesenheit von CypA und CypD zu ermoglichen. Abbildung 20D zeigt eine Probe einer Losung von
AB(1-40) mit CypD und dem CsA-Derivat MM258. Es sind typische fibrillare Strukturen sichtbar.

4.5 Identifizierung der CypD-Interaktionsstelle in AB(1-40) durch Peptide
SPOT Array

Um den Sequenzbereich in AB(1-40), der mit CypD interagiert, zu identifizieren, wurden Peptidarrays
verwendet, die durch Spot-Synthese erzeugt wurden [150]. Dazu wurden Uberlappende tridecamere
bis hexamere Peptide, die die komplette Sequenz von AB(1-40) iberspannten, Gber einen Linker an
eine Nitrocelluosemembran synthetisiert. Die Peptidarrays wurden mit 1 uM CypD inkubiert.
AnschlieBend wurde gebundenes CypD durch Immundetektion nach Elektrotransfer auf eine
Nitrozellulosemembran nachgewiesen. So konnten Regionen von AB(1-40) identifiziert werden,
welche an der Bindung an CypD beteiligt sind. Die deutlichsten Sequenzmotive fiir die Bindung von
CypD waren die Bereiche AB(3-6), AB(11-14) und AB(19-21). Fir weitere Untersuchungen wurde der
Bereich AB(16-25) mit der Aminosaduresequenz KLVFFAEDVG verwendet. Diese Sequenz enthélt die
fir die Interaktion mit CypD wichtigen Abschnitt AB(19-21). Die Sequenz beinhaltet auch den
hydrophoben Kernbereich AB(16-22), der als essentiell fiir die fibrillare Aggregation in der Literatur
beschrieben wurde [172]-[174]. Mit Peptidarray-Permutationsanalyse wurde untersucht, welche
Aminosauren in AB(16-25) fiir die Interaktion mit CypD wichtig sind. An den Positionen 2-9 dieses
Peptides wurde eine Substitution der Reste gegen alle kanonischen Aminosauren durchgefiihrt und
die Veranderung des Bindungsverhaltens von CypD an das Peptid analysiert (Abbildung 22). Eine
Substitution gegen Lysin und Arginin, unabhadngig von der Position im Peptid, flihrte zu einer
geringeren Bindung von CypD an das Peptid. Eine Substitution an beliebiger Stelle des Peptids gegen
die aromatischen Aminosauren Tryptophan und Tyrosin verstarkte die Bindung, wie auch eine
Substitution gegen Asparaginsaure zu einer starkeren Bindung von CypD an das zellulosegebundene
Peptid fiihrte. Essentiell fir die Bindung von CypD an das Peptid sind Phel9, Phe20 und Glu22 sowie
Asp23. Die Substitution von Phel9 und Phe20 gegen nicht hydrophobe Reste, mit Ausnahme von

Aspartat, war mit einer Abnahme der CypD-Bindung verbunden.
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Abbildung 21 Kartierung der Bindesequenzen von CypD an AB(1-40) mittels eines Peptidarrays. Es wurden
Uberlappende tridecamere bis hexamere Peptide, die die komplette Sequenz von AB(1-40) Gberspannen und
die Uber einen Linker mit einer Zellulosemembran verbunden waren, synthetisiert. Die Membran mit AB(1-
40)-Peptidfragmenten wurde mit 1 uM CypD inkubiert. Gebundenes CypD wurde mittels Elektrotransfer auf
ein Nitrocellulosemembran transferiert und anschlieRend die CypD-Bindestellen mittels eines anti-CypA-
Antikorpers detektiert. Der Blot ist in Bild A zu sehen. Die AB(1-40)-PeptidfragmentgrofRe nimmt von Reihe 1
zu Reihe 6 ab. Reihe 1 beginnt mit Tridecameren, die Peptidlange nimmt sukzessive um eine Aminosaure bis
Reihe 6 ab. Auf der letzten Reihe wurden Hexamere synthetisiert. Die gefundenen putativen Bindungsstellen
von CypD an AB(1-40) sind rot unterstrichen. In Bild B sind die identifizierten Bindungsbereiche von CypA in
der AB(1-40)-Sequenz rot hervorgehoben. Es sind die Bereiche AB(3-6), AB(11-14) und AB(20-22).

wtA R NDCQEGHI LK MFPSTWYYV

0O < Om>r» n < — X

Abbildung 22 Untersuchung der CypD/AB-Interaktion durch Permutation von AB(16-25). Die Positionen 2-9
der untersuchten Aminosauresequenz (Reihe) wurde gegen alle 20 kanonischen Aminosduren (Spalte)
substituiert. Die Spot-Membran wurde mit 1 uM CypD inkubiert und anschlieBend gebundenes Protein mit
Elektrotransfer auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Detektion von gebundenem CypD an AB(1-40)
erfolgte durch einen anti-CypA-Antikérper. Der Austausch der hydrophoben Reste Phel9 und Phe20 (mit einem
roten Rechteck eingefasst und markiert) gegen eine beliebige andere Aminosdure hat immer eine schwachere
Bindung von CypD an das Peptid AB(16-25) zur Folge. Die Substitution von Phel9 oder Phe20 gegen das
hydrophobe Tryptophan verstarkt die Bindung. Auch der Austausch von Asp23 fihrt zu einem fast
vollstandigen Verlust des Bindevermogens von CypD an AB(16-25). Die Kastchen (lila) markieren variierte
Aminosauren, welche in der Literatur als Ausloser fiir friih einsetzende erbliche Alzheimer-Erkrankungen (early
onset FAD) diskutiert werden. Die Substitutionen E22Q (,,Dutch”), E22G (,Arctic”), E22K (,Italian“) und D23N
(,Jlowa”) haben eine schwachere (E22Q) oder keine (E22K, E22G, D23N) nachweisbare CypD-Bindung.

Eine Bindung von CypD an das Peptid war nach Substitution von Glu22 und Asp23 gegen
Aminosauren, welche keine negativen Ladungen an ihrer Seitenkette tragen, kaum oder nicht mehr
nachweisbar. Eine Substitution gegen Tryptophan verstarkte in allen Positionen die Bindung von
CypD an die AB-Peptidfragmente. Interessanterweise wiesen Substitutionen, welche in der Literatur

im Zusammenhang mit dem Auftreten der friih einsetzenden erblichen Alzheimer-Erkrankungen
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(early onset FAD) diskutiert werden, eine stark verringerte Bindung an CypD auf. Die Substitutionen
E22Q (,Dutch”), E22G (,Arctic”), E22K (,Italian“) und D23N (,lowa”) (Abbildung 22, lila Kastchen)
haben eine schwachere (E22Q) oder keine (E22K,E22G,D23N) nachweisbare CypD-Bindung im
Peptidarray.

4.6 NMR-spektroskopische Untersuchung der Interaktionsstellen von CypD
und AB(1-40)

Weil die NH-Signale (cross-peaks) des Peptidriickgrates im zwei-dimensionalen H-*N-HSQC-
Spektrum sensitiv gegeniiber der Anderung der chemischen Umgebung sind, dndert die Bindung
eines anderen Proteins die Signalintensitdat oder die chemische Verschiebung von Resten an der
Bindungsstelle. Um die putative Interaktionsstelle der Bindung von CypD an AB(1-40) zu kartieren,
wurden 2D-'H->N-HSQC-NMR-Spektren von 50 uM °N-AB(1-40) aufgenommen. Die Spektren
reflektieren eine 16sliche, unstrukturierte und monomere Form von AB(1-40). AnschlieRend wurde zu
>N-isotopenmarkiertem AB(1-40) unmarkiertes CypD in 2,5-fachem Uberschuss gegeben und die
Spektren in Gegenwart und Abwesenheit von CypD verglichen (Abbildung 23). Die schwarzen Spots
zeigen das AB(1-40)-Spektrum in Abwesenheit von CypD. Die roten Spots zeigen das AB(1-40)-

Spektrum in Gegenwart eines 2,5-fachen Uberschusses an CypD.
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Abbildung 23 2D-'H-*N-HSQC-Spektrum von freiem AB(1-40) (schwarz) und AB(1-40)/CypD (Verhiltnis 1:2,5,
rot). Die Intensitat der cross-peaks andert sich vorwiegend im hydrophoben Bereich von Lys16 bis Glu22. Das
Spektrum wurde in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 10 % D20 bei 25 °C aufgenommen. Im Reaktionsansatz waren

40 pM >*N-markiertes AB(1-40) und 100 uM CypD.
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Signifikante Veranderungen der chemischen Verschiebung (>0,015 ppm) wurden fiir die
Aminosdurereste Tyr10, Lys16, Leul7, Val18, Ala21, lle32 und Gly33 von °N-AB(1-40) in Gegenwart
von CypD gefunden (Abbildung 24A). AuBerdem wurden nach Zugabe von CypD einige NH-Signale im
zwei-dimensionalen H->N-HSQC-Spektrum von ®N-AB(1-40) schwicher. Reste mit einer Reduktion
der Intensitdt unter 25% wurden fir die zentrale AP(1-40)-Sequenz Leul7-Glu22 gefunden
(Abbildung 24B). Die Abnahme der Signalintensitdt der NH-Signale im zwei-dimensionalen *H-°N-
HSQC-Spektrum von °N-AB(1-40) war von der CypD-Konzentration abhingig (Abbildung 25).
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Abbildung 24 NMR-Studien zur Identifizierung der Bindungsstelle von CypD an AB(1-40). A) Verdnderungen
der chemischen Verschiebung von AB(1-40) bei 2,5-fachem Uberschuss an CypD. Es ist gut eine Veridnderung
des Spektrums zu sehen, wobei die gréoRten Anderungen unter anderem im Bereich AB(16-20) liegen. B)
Auftrag der Veranderungen der relativen Signalintensitat gegen die AB(1-40)-Sequenz. Die gemessenen
Intensitdaten der einzelnen Aminosduren wurden in relativer GroRe zum Spektrum von AB(1-40) aufgetragen.
Auch hier sind die grofRten Verdnderungen, das heiRt die Abnahme der Signalintensitdt, im Bereich AB(16-20)
zu beobachten. CypD wurde in 2,5-fachem Uberschuss zu AB(1-40) in den Versuchsansatz gegeben. Die
Messungen erfolgten in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 10 % D20, 40 uM **N-AB(1-40) und 100 uM CypD bei 25 °C.

L L L L L L L L

1 e —

. *

. _E e e O Y10
.C. 0.8 e -
5 | ° | @ L7
E
= 06 4 1 @ G38
i I 4
g2 o4 |- ° . - @ G25
E I, 8 . i
© . . E22
2 ooz : {0
7] I o |

0 I [ O [N N (RN DY [N Ny [N LA [N [ L |

0 02 04 06 08 1 12 14 16

Verhaltnis [AB:CypD]
Abbildung 25 Abnahme der Intensitit von H-*N-Korrelationssignalen von ausgewihlten AB(1-40)-Resten.
Bei steigender Konzentration von CypD im Aggregationsansatz (angegeben als Verhaltnis [CypD:AB(1-40)])
nimmt die Signalintensitit der gezeigten AB(1-40)-Aminosduren im HSQC-Spektrum ab. Keine Anderung zeigt

Gly38 am C-Terminus. Die Messungen erfolgten in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 10 % D.0, 40 uM **N-AB(1-40) und
100 uM CypD bei 25 °C.
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Abbildung 26 Veranderungen der relativen Signalintensivitdit von Resten innerhalb der von an CypD
bindenden AB(1-40)-Region. A) Relative Signalintensitit der 'H->N-Korrelationssignale von AB(1-40)/CypD und
AB(1-40)/CypD/CsA. B) Relative Signalintensitit der 'H-!>N-Korrelationssignale von AB(1-40)/CypD und AB(1-
40)/CypD/MM258. Beide Cyclophilininhibitoren nihern die Signalintensitdten des AB(1-40)/CypD-Spektrums
wieder an das AB(1-40)-Spektrum an. Die Messungen erfolgten in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 10% D0, 40 uM
15N-AB(1-40) und 100 uM CypD bei 25 °C. Eine relative Signalstirke von 1 entspricht dem Spektrum von AB(1-
40).
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Abbildung 27 Untersuchung der Veranderung Amidprotonenaustausches von AP(1-40)-Resten. CypD
beschleunigt den Amidprotonenaustausch mit dem umgebenden L&ésungsmittel Wasser. A)
Amidprotonenaustausch von AB(1-40)-Rickgratprotonen in Anwesenheit von CypD (rot) und in Abwesenheit
von CypD (schwarz). Die Austauschrate ist bei Anwesenheit von CypD erhéht bzw. beschleunigt. Dies kann an
einer offeneren und flexibleren Struktur von AB(1-40) liegen. B) Relative Austauschraten kex mit und ohne CypD
(Farbgebung analog Abb. A). Die Messungen erfolgten in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 10 % D0, 40 uM >N-AB(1-
40) und 100 pM CypD bei 25 °C.

Die Abnahme der Signalintensititen des AP(1-40)-Spektrums war reversibel. Wurde der
Cyclophilininhibitor MM258 in den Messansatz gegeben der AB(1-40) und CypD enthielt, glichen sich
die Intensitaten denen von AB(1-40) allein an (Abbildung 26). Dies ist ein Indiz fir eine direkte

Beteiligung des aktiven Zentrums von CypD an der Interaktion mit AB(1-40). Der Kp-Wert des AB(1-
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40)/CypD-Komplexes wurde auf ca. 30 uM geschéatzt (persénliche Mitteilung von Dr. Rolf Sachs, AG
Prof. Dr. Jochen Balbach, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Institut fir Physik).

New-MEXICO-Experimente wurden durchgefiihnrt, um den Austausch der Amidprotonen der
Peptidbindungen des Riickgrates mit dem wassrigen Puffer zu messen (Abbildung 27A). In diesem
Experiment findet man fiir exponierte Teile des Peptidriickgrates einen schnellen Anstieg der NMR-
Intensitaten, wahrend geschitztere Teile verzogert austauschen. Interessanterweise war der
beobachtete Protonenaustausch in Anwesenheit von 2,5-fachem CypD-Uberschuss im Vergleich zur
Probe ohne CypD-Zusatz gleichméaRig erhoht (Abbildung 27B). Das weist darauf hin, dass CypD die
Losungsmittelzuganglichkeit fiir alle Bereiche von AB(1-40) erhoht. Dies lasst auf eine offenere
Struktur des AB(1-40)-Peptids in Gegenwart von CypD schlieRen [175], z. B. wenn sich kein B-Faltblatt

bilden kann und das Peptid unstrukturiert vorliegt.
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Abbildung 28 2D-'H->N-HSQC-Spektrum von Cpr/Aé-l((f-alr%. Es sind die Signale fiir CypD (schwarz) und fiir
den CypD/AB(1-40)-Komplex (rot) bei 1,5-fachem AB(1-40)-Uberschuss gezeigt. Verdnderungen des Spektrums
wurden an Resten des aktiven Zentrums von CypD gemessen. Es wurde in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 10% D0,
80 UM CypD und 120 uM AB(1-40) bei 25 °C gemessen. Es sind einige Verschiebungen im CypD-Spektrum bei
Anwesenheit von AB(1-40) zu beobachten.

Zur Kartierung der putativen Interaktionsstelle von AB(1-40) in CypD wurden zwei-dimensionale H-
15N-HSQC-NMR-Spektren von H-’N-isotopenmarkiertem CypD in Abwesenheit und Anwesenheit
von unmarkierten AB(1-40) gemessen (Abbildung 28). Die schwarzen Spots zeigen das CypD-
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Spektrum in Abwesenheit von AB(1-40). Die roten Spots zeigen das CypD-Spektrum in Gegenwart
eines 1,5-fachen Uberschusses an AB(1-40).

In Abbildung 29 werden im Detail die Reste mit den groRten Veranderungen des Spektrums gezeigt.
Die meisten dieser Veranderungen finden an Resten des aktiven Zentrums von CypD statt.
Anderungen der chemischen Verschiebung der CypD-Signale waren vor allem an Aminosiuren im
aktiven Zentrum von CypD zu finden. Aminosduren mit groRerer Verdanderung der chemischen
Verschiebung, d. h. 6A >0,01 ppm, sind in Abbildung 29 dargestellt. Der an AB(1-40) bindende
Bereich umfasst Thr52 bis Ser77 und Leu98 bis Val128. In diesem Bereich enthaltene Aminosduren
binden auch CsA und sind an der Ausbildung des aktiven Zentrums von CypD beteiligt [56]. Die
Bindestelle von AB(1-40) in CypD ist in Abbildung 39 innerhalb der Kristallstruktur des CypD/CsA-
Komplexes (RCSB PDB®: 2BIU) dargestellt. AB(1-40) bindet in dhnlicher Weise an das aktive Zentrum
von CypD wie CsA ([176].
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Abbildung 29 Verdnderung der chemischen Verschiebung von Cyp-Resten im aktiven Zentrum. Darstellung
der Aminosduren mit der gréRten chemischen Verschiebung der !H->N-Korrelationssignale in CypD
(6A>0,01 ppm). Alle Aminosduren sind im aktiven Zentrum von CypD lokalisiert [50], [51]. Die starkste
Verschiebung zeigte W163, allerdings zeigt eine Substitution dieses Restes gegen Alanin keinen Einfluss im ThT-
Fluoreszenzassay auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40).

4.7 Charakterisierung der Interaktion von AB(16-20) mit Cyclophilinen

4.7.1 Inhibition der PPlase-Aktivitat von CypA und CypD durch AB(16-20)

Nach Identifizierung der Bindungsstelle von CypD in der Sequenz von AB(1-40) wurde das
Pentapeptid AB(16-20), das diesen Bereich von AP reprasentiert, synthetisiert und seine Interaktion
mit CypA und CypD charakterisiert. Um seine Affinitdt zu den aktiven Zentren der Cyclophiline zu
bestimmen, wurde seine Fahigkeit untersucht, die PPlase-Aktivitdt zu inhibieren. Die

Inhibitionsmessungen wurden mit einem proteasefreien fluoreszenzbasierten PPlase-Assay

& http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2BIU
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durchgefiihrt [148]. Die Aktivititsmessungen von CypA und CypD ergaben eine
konzentrationsabhingige Geschwindigkeitsabnahme der katalysierten cis/trans-Isomerisierung des
Peptides Abz-AAPF-pNA bei Zugabe von AB(16-20) in den Reaktionsansatz (Abbildung 30). AB(16-20)
ist ein Inhibitor der PPlase-Aktivitat von CypA und CypD. Durch Auftragung der PPlase-Aktivitat gegen
die Konzentration von AB(16-20) war eine Berechnung der ICso-Werte durch Anpassung an eine
sigmoidale Funktion moglich (Abbildung 30). Dabei war die Affinitdt des Peptides zu CypA mit einem
ICso-Wert von 136 nM £ 14 nM hoher als zu CypD mit einem ICso-Wert von 497 nM = 70 nM.

100
80
60

40

Aktivitat (%)

20

0 T T T T - T
le-10 1e9 1e8 1l1le-7 1le6 1le5 1le4 1e3

AB(16-20) (M)

Abbildung 30 Inhibition der PPlase-Aktivitdt der Cyclophiline A und D durch das Pentapeptid AB(16-20). Der
berechnete 1Cso-Wert flir CypA/AB(16-20) betrdgt 136 nM + 14 nM, der ICso-Wert fir CypD/AB(16-20) betragt
497 nM + 70 nM. Die Messungen erfolgten im proteasefreien Fluoreszenzassay mit dem Substrat Abz-AAPF-
pNA in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO und 5 nM CypA bzw. CypD bei 10 °C. Jeder Messpunkt repradsentiert
das statistische Mittel aus drei Messungen. Es ist die Standardabweichung angegeben.

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Inhibierung von CypA und CypD durch AB(16-20) reversibel
ist. Dazu wurden Rickverdiinnungsexperimente durchgefiihrt, fiir diese wurde exemplarisch CypA
genutzt, da es die hohere Affinitat zu AB(16-20) besaR. CypA (50 nM) wurde mit 1 pM AB(16-20) im
Messpuffer prainkubiert und anschlieRend im Verhaltnis 1:50 mit Messpuffer verdiinnt. Daraufhin
wurde die PPlase-Aktivitat der verdiinnten Probe gemessen. Nach der Verdiinnung, das heilt in
Gegenwart von 20 nM AB(16-20), erreichte die Aktivitdit von CypA nahezu das Niveau der nicht
inhibierten Kontrolle (Abbildung 31). Das Riickverdiinnungsexperiment weist darauf hin, dass die
Inhibierung von CypA durch AB(16-20) das Resultat einer reversiblen und transienten Bindung des
Peptids im aktiven Zentrum von CypA war und nicht durch Aggregation des Inhibitor/Enzym-
Komplexes hervorgerufen wurde. Das Experiment wurde fiir CypD nicht durchgefiihrt, da CypD und

CypA ein sehr dhnliches Verhalten zeigten.
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Abbildung 31 Riickverdiinnungsexperiment zur Untersuchung der Reversibilitdt der Inhibition der PPlase-
Aktivitat von CypA durch AB(16-20). Nach Verdiinnung einer Lésung von 50 nM CypA/ 1 uM AB(16-20) wurde
die Aktivitat von CypA wie in der nicht inhibierten Kontrollmessung erreicht. Es wurde in 35 mM HEPES pH 7,8
bei 10 °C gemessen. Es wurde je 1 nM CypA und 1 uM AB(16-20) zugesetzt. Fur die Riickverdiinnung wurden
50 nM CypA mit 1 uM AB(16-20) pra-inkubiert und dann der Reaktionsansatz mit Messpuffer 1:50 verdilinnt. Es
ist die Standardabweichung angegeben.

4.7.2 Bestimmung der thermodynamischen Parameter der Interaktion durch isotherme
Titrationskalorimetrie

Um die thermodynamischen Parameter der CypA bzw. CypD/AB(1-40)-Interaktion zu bestimmen,
wurde diese mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) charakterisiert. Da AB(1-40) unter den in
der ITC verwendeten Bedingungen, die hohe Konzentrationen der Interaktionspartner voraussetzt, zu
schnell aggregierte, wurde stattdessen AB(16-20) genutzt. Die Versuchsbedingungen mussten an die
Bedingungen des untersuchten Systems, wie die relativ schnelle Aggregation von AB(16-20) bei
hohen Konzentrationen, angepasst werden. Daher wurde AB(16-20) in die Messzelle vorgelegt und
CypA bzw. CypD dazu titriert. Dabei wurde eine Losung mit 100 uM CypA (Abbildung 32) bzw. CypD
(Abbildung 33) in eine Losung mit 240 uM AB(16-20) titriert. Als Kontrolle wurden Titrationen mit
100 uM CypA bzw. CypD in Messpuffer verwendet. Die Titration von Messpuffer in 240 uM AB(16-20)
als Kontrolle war aufgrund der auftretenden Aggregation von AB(16-20) nicht auswertbar.

Die Titrationsprofile zeigten, dass bei Injektion von CypA- bzw. CypD-Aliquots in eine AB(16-20)-
Losung Bindungswarme frei wurde. Die entstehenden exothermen Peaks nahmen im Laufe der
Titration an Amplitude ab und zeigten ein Sattigungsverhalten. Die Datenpunkte der integrierten
Warmekurve konnten an ein Einseitenbindungsmodell angepasst werden. So konnten die
Assoziationskonstante (Ka), die Bindungsstdchiometrie (N) und die thermodynamischen Parameter
bestimmt werden (Tabelle 10).

Die Titration von CypA ergab einen AGirc-Wert von 7,69 kcal mol?, die Titration von CypD wies einen
AGirc-Wert von 7,44 kcal mol™? auf. Diese Werte reflektieren die Assoziationskonstanten Kacyon =
5,48 £ 1,32 - 10° M und Kacypo = 3,58 £ 0,93 - 10° M (Tabelle 10).
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Abbildung 32 Bestimmung der thermodynamischen Parameter der AB(16-20)/CypA-Interaktion durch ITC.
AB(16-20) wurde in die Messzelle vorgelegt und CypA dazu titriert. Es wurde in 35 mM HEPES pH 7,8 bei 20 °C
gemessen. Es wurden 20 Injektionen mit einem Volumen von 15 ul im Abstand von 300 Sekunden in die
Messkammer titriert. Die Rihrgeschwindigkeit der Injektionsspritze betrug 310 U/min. Bild A zeigt die
Titrationskurve der Interaktion. Die durch die Interaktion hervorgerufenen Warmeanderungen wurden
integriert und gegen das stochiometrische Verhaltnis der Bindepartner aufgetragen (Bild B). Die ermittelten
stochiometrischen und thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 10 dargestellt.
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Abbildung 33 Bestimmung der thermodynamischen Parameter der AB(16-20)/CypD-Interaktion durch ITC.
AB(16-20) wurde in die Messzelle vorgelegt und CypD dazu titriert. Es wurde in 35 mM HEPES pH 7,8 bei 20 °C
gemessen. Es wurden 20 Injektionen mit einem Volumen von 15 pul im Abstand von 300 Sekunden in die
Messkammer titriert. Die Rihrgeschwindigkeit der Injektionsspritze betrug 310 U/min. Bild A zeigt die
Titrationskurve der Interaktion. Die durch die Interaktion hervorgerufenen Warmeanderungen wurden
integriert und gegen das stochiometrische Verhaltnis der Bindepartner aufgetragen (Bild B). Die ermittelten
stochiometrischen und thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 10 dargestellt.

Fiir beide Cyclophiline zeigte der positive TAS-Wert, dass die Assoziation entropisch getrieben ist.
Interessanterweise hatte die Bindung von CypA bzw. CypD an AB(16-20) ein stochiometrisches
Verhaltnis von 1:32. Moéglicherweise werden Oligomere von AB(16-20) an die Cyclophiline gebunden.
Alternativ dazu besteht die Moglichkeit, dass eine nur in geringen Konzentrationen vorliegende

Spezies von AB(16-20) an die Cyclophiline bindet.
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Tabelle 10 Ubersicht der bestimmten thermodynamischen Parameter der Interaktion von CypA und
CypD mit AB(16-20).
Parameter/Interaktionspartner Cyclophilin A Cyclophilin D
N 32 32
Ka (5,48 £1,32)-10°M* (3,58+0,93)-10° M
Ko 1,82 uM 2,79 uM
AH (-0,354+ 0,006) kcal mol? (-0,325 + 0,006) kcal mol™
AS 25,05 cal mol K 24,3 cal mol*K*
AG -7,69 kcal mol? -7,44 kcal mol?

4.7.3 Analyse der Bindung von AB(16-20) mittels der intrinsischen Fluoreszenz von CypD

CypA und CypD besitzen in ihrem aktiven Zentrum einen Tryptophanrest (Trp121 in CypA, Trpl63 in
CypD). Die Bindung des Peptides AB(16-20) an das aktive Zentrum von CypD konnte unter
Verwendung der intrinsischen Fluoreszenz des Tryptophanrestes analysiert werden. Durch die
Bindung eines Liganden an das aktive Zentrum von CypD werden die Fluoreszenzeigenschaften des

Tryptophanrestes verandert [177], [178].
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Abbildung 34 Untersuchung der CypD/AB(16-20)-Interaktion durch Fluoreszenz-Spektroskopie. Titration von
CypD mit AB(16-20). Signalzunahme der Fluoreszenz bei 340 nm von Trp163 nach Anregung bei 295 nm. Die
Fluoreszenzintensitat wurde bei 340 nm gemessen. Der Kp-Wert betragt 43 uM + 6 uM. Die Untersuchung
erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 3 uM CypD und 0-120 uM AB(16-20).

Durch Bindung des Peptides AB(16-20) an CypD nahm die Fluoreszenzintensitat von Trpl63 bei
340 nm nach Anregung bei 295 nm in Abhangigkeit von der Konzentration des Peptides zu. Da das
Peptid selbst unter den benutzten Bedingungen keine intrinsische Fluoreszenz in einem
Kontrollexperiment aufwies, kann ein Beitrag des Peptides selbst zum sich verdndernden
Fluoreszenzsignal ausgeschlossen werden. Aus den erhaltenen Daten der Titration von AB(16-20) an
das aktive Zentrum von CypD konnte der Kp-Wert der Bindung durch Anpassung der

Fluoreszenzsignale an eine hyperbole Bindungskurve bestimmt werden.
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Der Kp-Wert des CypD/AB(16-20)-Komplexes wurde mit 43 uM * 6 pM bestimmt. Dieser Wert ist in
der gleichen GroRenordnung wie der aus NMR-Messungen abgeschatzte Kp-Wert von 30 uM

(personliche Mitteilung von Dr. Rolf Sachs, siehe 4.6).

4.8 Analyse von AB(1-40)-Oligomeren durch photochemisches cross-linking

CypD inhibiert die Fibrillierung von humanem AB(1-40) in substochiometrischen Verhaltnissen. Es
stellte sich daher die Frage, mit welcher AB(1-40)-Spezies CypD interagiert. Photo-induced cross-
linking of unmodified proteins (PICUP) ist eine Methode, mit der verschiedene Populationen von
AB(1-40)-Oligomeren durch kovalentes Quervernetzen stabilisiert und so potentiell nachweisbar
werden [162]. Die Ausbildung von kovalenten Bindungen zwischen miteinander interagierenden
Proteinen und Peptiden wird durch das photoaktivierbare  Reagens  Tris(2,2’-
bipyridyl)dichlororuthenium(ll)-Hexahydrat (Ru(Bpy)) induziert. Nach Bestrahlung mit Licht im
sichtbaren  Wellenlangenbereich  entstehen  Ru(lll)-lonen, die die Entstehung von
Kohlenstoffradikalen in Polypeptiden induzieren. Die entstehenden Radikale reagieren unter
Ausbildung neuer C-C-Bindungen, wenn sich geeignete Reaktionspartner in der unmittelbaren
Nachbarschaft befinden.

A Anti-AB(2-10)-Antikdrper B Anti-CypA-Antikdrper
. AB(1-40) | Oligomere
50kDa ) 50kDa
25kDa 25kDa
15kDa 15kDa - -
10kDa o - AB(1-40){Monomer 10kDa
1 2 3 4 ! 2 } )

Abbildung 35 Analyse von AB(1-40)-Oligomeren durch photochemisches cross linking. Aggregationsansatze
von AB(1-40) jeweils mit bzw. ohne CypA. Mit Anti-AB(2-10)-Antikérper wurden die Uber den Zeitraum
entstehenden AB(1-40)-Spezies identifiziert. Auf den beiden Blots ist jeweils Marker (Bahn 1), AB(1-40) (Bahn
2), AB(1-40)+ CypA (Bahn 3) und nur CypA (Bahn 4) aufgetragen. In Anwesenheit von CypA liegt AB(1-40) als
Monomer vor (Bild A, Bahn 3), wahrend es ohne CypA nach 4 h bereits groBe Oligomere bzw. Protofibrillen
bildet (Bild A, Bahn 2). Bild B zeigt die Kontrolle mit Anti-CypA-Antikdrper. Die Aggregationsreaktion erfolgte in
35 mM HEPES pH 7,8 mit 2 % DMSO, 100 uM AB(1-40) und 10 uM CypA bei 37 °C. Die Reaktionsansadtze wurden
alle 30 min ftir 10 s mit 300 U/min doppelorbital geschittelt. Eine Probe aus dem Reaktionsansatz wurde mit
200 uM Ru(Bpy) und 4 mM APS versetzt und dann fiir 200 ms bestrahilt.
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Unter den denaturierenden Bedingungen einer SDS-PAGE kdnnen in unbehandelten Proben kaum
bzw. schwer intermedidre AB(1-40)-Oligomere beobachtet werden. Durch PICUP sind Dimere,
Trimere, groRere Oligomere, Protofibrillen und Fibrillen der AB-Peptide unter denaturierenden
Bedingungen stabil und nachweisbar [163].

Nach Inkubation von A[B(1-40) fir 48 Stunden in Loésung waren nach vier Stunden bereits grofRe
Oligomere mit dem sequenzspezifischen Antikorper anti-AB(2-10) nachweisbar, wahrend bei
gleichzeitiger Inkubation von AB(1-40) mit CypA nach vier Stunden keine Oligomere entstanden
(Abbildung 35A). Auch in Gegenwart von CypD waren nur geringfligige Mengen an APB(1-40)-
Oligomeren nachweisbar (Abbildung 36).
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. i g g2 AB-Fibrillen ——> BT} ,/@_ "BZ'/ =
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Abbildung 36 Detektion der mit CypD interagierenden AB(1-40)-Spezies mittels PICUP. Auf den Bahnen 1 und
9 ist jeweils Proteinmarker (Fermentas™ ThermoScientific Fisher, USA) aufgetragen, die Bahnen 2-8 enthalten
Proben mit 50 uM ApB(1-40). In den Bahnen 10-16 wurden Proben mit 50 uM AB(1-40) und 5uM CypD
(Reaktionsansatz) aufgetragen. Die Proben wurden nach 0, 2, 6, 21, 29, 48 und 72 h (chronologisch sortiert von
links nach rechts aufgetragen) aus dem Reaktionsansatz entnommen. Mit Pfeilen markiert sind jeweils AB(1-
40)-Monomere, Oligomere oder Protofibrillen und putative Fibrillen, welche aus dem Sammelgel nicht mehr ins
Trenngel laufen. Die Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 2 % DMSO, 100 uM AB(1-40)
und 10 uM CypD bei 37 °C. Die Reaktionsansitze wurden alle 30 min fur 10 s mit 300 U/min doppelorbital
geschittelt. Eine Probe aus dem Reaktionsansatz wurde mit 200 UM Ru(Bpy) und 4 mM APS versetzt und dann
fiir 200 ms bestrahlt.

Um den Einfluss von CypD genauer zu klaren, wurde die Bildung von Oligomeren im Verlauf des
Aggregationsprozesses von AB(1-40) untersucht. Dazu wurden Reaktionsansatze mit 50 uM AB(1-40)
in An- und Abwesenheit von CypD zu verschiedenen Zeitpunkten der Aggregationsreaktion mit einem
Uberschuss an Ru(Bpy) und APS versetzt und anschlieRend fiir 200 ms mit sichtbarem Licht beblitzt.
Die Oligomere in den Proben wurden mit SDS-PAGE nach GréRe aufgetrennt und mittels Western-
Blot Analyse untersucht. Analysen mit Anti-AB(2-10)-Antikorper zeigten, dass in der initialen Phase
des Aggregationsprozesses von AB(1-40) neben monomerem auch dimeres und trimeres AB(1-40)
detektierbar war. Im Verlauf der Aggregationsreaktion bildeten sich AB-Spezies mit hohem
Molekulargewicht, wahrend die Menge an Oligomeren abnahm (Abbildung 36A). Die Gegenwart von
CypD im Reaktionsansatz verursachte eine Reduktion der dimeren und trimeren AB(1-40)-Spezies in
der initialen Phase der Reaktion. Im weiteren zeitlichen Verlauf war keine Bildung von AB-Spezies mit

hohen Molekulargewichten beobachtbar. Uberraschend bildete ein geringer Anteil von AB(1-40) in
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Gegenwart von CypD distinkte oligomere Spezies von 25-30 kDa (Abbildung 36B). Diese Spezies
enthielten kein CypD, wie durch Western Blot-Analyse mit Anti-CypA-Antikdrper, der mit CypD
kreuzreagiert, nachgewiesen wurde (Abbildung 36A1). Diese Oligomerspezies wurde jedoch durch
den oligomer-spezifischen Antikérper A1l erkannt, der spezifisch prafibrillare Oligomerspezies von
AB(1-40) detektiert (Abbildung 36 B2).

4.9 Einfluss von AB(1-40) und AB(16-20) auf die Vitalitit einer
Neuroblastomazelllinie (SH-SY5Y)

In der Literatur wurde mehrfach die zytotoxische Wirkung von extrazelluldr appliziertem AB(1-40)
bzw. AB(1-42) auf Zellkulturen beschrieben, fiir die oligomere AB-Spezies verantwortlich gemacht
werden [179], [180]. Andere Beobachtungen sprechen hingegen gegen die Zytotoxizitat von AR
[181].

Daher sollte untersucht werden, ob und inwieweit AB(1-40) und das fiir die Interaktion mit CypD
besonders relevante AB(16-20) als zytotoxisch im Zellsystem nachweisbar sind. AuBerdem sollte
untersucht werden, ob CypD die Zytotoxizitdt von AB beeinflussen kann. Um die Zytotoxizitdt von
AB(1-40) und AB(16-20) zu untersuchen, wurden immortalisierte Neuroblastomazellen der humanen
Zelllinie SH-SY5Y verwendet. SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 24 Stunden sowohl mit AB(16-20) (Abbildung
37) als auch mit AB(1-40) (Abbildung 38) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen hinsichtlich ihrer
Vitalitdt untersucht und mit unbehandelten Zellen verglichen. Hierfiir wurde der kommerziell
erhiéltliche Vitalitatsassay CellTiterBlue™ (CTB™) verwendet. Als Positivkontrolle fiir die Mortalitat der
Zellen wurde Wasserstoffperoxid verwendet. Eine Verringerung der Zellvitalitdt auf ungefahr 20 %
der Kontrollzellen konnte bei Verwendung von Wasserstoffperoxid beobachtet werden (Abbildung
38). AB(1-40) wurde in DMSO gel6st zum Zellmedium gegeben, so dass es initial monomer vorlag
[182]. Um einen Einfluss von DMSO auszuschlieffen, wurde die Toxizitdit von DMSO auf Zellen in
Kultur gemessen. Als Kontrollsubstanz zeigte DMSO allein, in entsprechenden Mengen, kaum einen
Einfluss auf die Lebensfahigkeit der SH-SY5Y-Zellen (Abbildung 37). Es zeigte sich, dass sowohl AB(16-
20) als auch AB(1-40) bis zu einer Konzentration von 50 uM keinen signifikanten Einfluss auf die
Vitalitat der SH-SY5Y-Zellen hatten.

Um zu untersuchen, ob die Gegenwart von CypD die zytotoxische Wirkung von AB(1-40) beeinflusst,
die dann moglicherweise die Lebensfdhigkeit der SH-SY5Y-Zellen verringert, wurden AB(1-40) und
CypD gleichzeitig in den Uberstand der SH-SY5Y-Zellkultur gegeben. Die zusatzliche Gegenwart von
CypD neben AB(1-40) hatte jedoch keinen deutlichen Einfluss auf die zytotoxische Wirkung von AB(1-
40) (Abbildung 37).
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Intensitat (10° rel. Einh.)

Abbildung 37 Untersuchung der Vitalitdt von SH-SY5Y-Zellen nach Inkubation mit AB(16-20). SH-SY5Y-Zellen
wurden 24 h lang mit verschiedenen APB(16-20)-Konzentrationen inkubiert und anschlieRend mit dem
kommerziellen Vitalitatsassay CellTiterBlue™ untersucht. Als Mall der Vitalitdit diente das CTB-
Fluoreszenzsignal. Als Kontrolle fiir den Einfluss von DMSO auf die Zellvitalitat wurden Zellen mit 5 % DMSO im
Medium inkubiert. Um einen Einfluss von DMSO auf die Zellvitalitdt auszuschlieRen, wurden im letzten Ansatz
5% DMSO in die Zellkultur gegeben. Der Einfluss war statistisch nicht signifikant. Auch verschiedene
Konzentrationen an AB(16-20) veranderten die Vitalitdt der Zellen nicht signifikant. Jeder Versuchsansatz

enthielt 1% DMSO. Jeder Messbalken ist das Mittel aus 8 parallelen Messansadtzen. Als Fehler ist die
Standardabweichung angegeben.
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Abbildung 38 Untersuchung des Einflusses von AB(1-40) auf Vitalitdt von SH-SY5Y-Zellen. SH-SY5Y-Zellen
wurden fir 24 h mit 50 pM AB(1-40) (1 % DMSO im Medium) in An- und Abwesenheit von CypD inkubiert und
anschlieBend die Vitalitat mit dem kommerziellen Vitalitatsassay CellTiterBlue™ untersucht. Als MaR fir die
Vitalitdt diente das CTB-Fluoreszenzsignal. Als Kontrolle fir die Zellletalitdit wurden Zellen mit 50 uM H20:
inkubiert. Die Zellen wurden auch nur mit CypD inkubiert um einen negativen Einfluss des Proteins auf die
Zellen auszuschlieRen. Es wurde kein signifikanter Einfluss auf die Vitalitdt der Zellen gefunden. Jeder

Versuchsansatz enthielt 1 % DMSO. Jeder Messbalken ist das Mittel aus 8 parallelen Messansétzen. Als Fehler
ist die Standardabweichung angegeben
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5 Diskussion der Ergebnisse

5.1 Der Einfluss von Cyclophilinen auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40)

Ziel der hier durchgefiihrten Studien war es, die Interaktion von humanen Cyclophilinen mit AB(1-40)
zu charakterisieren. Es ist bereits bekannt, dass das mitochondriale Cyclophilin CypD mit den
amyloidogenen Peptiden AB(1-40) und AP(1-42) interagiert [92]. Das humane prototypische
zytoplasmatische Cyclophilin CypA besitzt 76 % Identitat zur Cyclophilindomadne von humanem CypD.
Daher sollte neben der detaillierten Untersuchung der CypD/AB(1-40)-Interaktion auch untersucht
werden, ob CypA ebenfalls die Fahigkeit zur Interaktion mit AP-Peptiden besitzt oder ob die
Interaktion mit AB-Peptiden eine spezifische Eigenschaft von CypD ist.

Flr die Experimente im Rahmen dieser Studie wurden die verwendeten Cyclophiline CypA und CypD
heterolog in E. coli |6slich exprimiert und anschlieBend gereinigt (Abschnitt 4.1.1 und 4.1.2). Analysen
mittels SDS-PAGE und HPLC zeigten einen hohen Reinheitsgrad nach der saulenchromatographischen
Praparation der Proteine (Abbildung 6, Abschnitt 4.1.1). Mittels Massenspektrometrie wurde die
theoretische Masse der Cyclophiline experimentell bestatigt (Tabelle 7, Abschnitt 4.1.1). Parallel zu
den Wildtypenzymen wurden auch Enzymvarianten rekombinant exprimiert und gereinigt. Bei den
Varianten wurden einzelne Aminosauren, die fiir die PPlase-Aktivitat oder flir Protein-Interaktionen

relevant sind, substituiert.

Zunachst wurde die katalytische Effizienz der verwendeten Cyclophiline und ihrer Varianten
untersucht. CypA und CypD besaRen im verwendeten isomerspezifischen proteolytischen PPlase-
Assay gegenlber dem Modellpeptid Suc-AAPF-pNA enzymatische Aktivitdt (Abschnitt 4.2.1) mit
keat/Km-Werten fir CypA von 1,7-107 Ms? und fir CypD von 1,1-10” Ms. Diese katalytischen
Effizienzen waren mit den in der Literatur fir diese Enzyme angegeben ke.i/Km-Werten vergleichbar
[166]. Zur Erzeugung von Varianten von CypA und CypD mit reduzierter PPlase-Aktivitdt wurden in
beiden Enzymen Aminosduren des aktiven Zentrums substituiert, deren Bedeutung fir die
enzymatische Aktivitdit in CypA bereits beschrieben war [2]. Die Auswirkungen der
Aminosaduresubstitutionen auf die katalytische Effizienz von CypD waren vergleichbar mit den bereits
bekannten Auswirkungen der entsprechenden Substitutionen in CypA [26]. Die Verringerung der
PPlase-Aktivitdt von CypD nach Austausch des Argininrestes in Position 97, der dem Aminosdurerest
Arg55 des CypA entspricht, entsprach den bekannten Daten von ca. 0,06 % Restaktivitdt gegentber
dem Wildtypprotein [26]. Es wurden weitere Aminosauresubstitutionen in CypD analog zu bekannten
CypA-Varianten mit verringerter PPlase-Aktivitat durchgefiihrt. So wurden die CypD-Varianten CypD
F102A analog zu CypA F60A, CypD W163A analog zu CypA W121A und CypD H168Q analog zu CypA
H126Q erzeugt [26]. Die verschiedenen Aminosauresubstitutionen haben verschiedene
Auswirkungen auf die Katalyse der Cyclophiline. So ist die Aktivitat von CypA R55A im Vergleich zum

Wildtypenzym geringer, auch die Substratbindung im aktiven Zentrum kann beeintrachtigt sein [26],
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[183]. Fir die CypA-Variante H126Q wurde eine geringere Affinitdt des Substrates zum katalytischen
Zentrum gezeigt (Abbildung 8, Tabelle 8). Wie His126 gehort Phe60 zur hydrophoben Tasche im
aktiven Zentrum von CypA, auch die Substitution dieses Restes senkt den Kkcat/Km-Wert des Enzymes.
CypA mit substituiertem Trp121 besitzt neben einer verringerten PPlase-Aktivitat auch eine deutlich

verringerte Affinitat zum tight-binding-Cyclophilininhibitor CsA [165].

Die Variante CypD K133l, die dhnlich der CypD-Variante T94A eine hohere katalytische Effizienz als
das Wildtypenzym aufwies, wurde aufgrund der Fahigkeit, flr die Kristallstrukturanalyse nutzbare
Kristalle zu bilden, etabliert [57]. Es gelang jedoch nicht, vermessbare Kokristalle von CypD K1331 mit
AB(1-40) bzw. davon abgeleiteten Peptiden zu erzeugen.

Kristallstrukturanalysen zeigen fiir beide Cyclophiline, CypA und CypD, eine dhnliche Raumstruktur
und dhnliche Sekundarstrukturmerkmale. Die PPlase-Domaéne beider Cyclophiline besteht aus acht -
Faltblattstrangen, welche ein 8-barrel bilden, zwei a-Helizes und einer 310-Helix [184].

Das aufgenommene CD-Spektrum von CypD war mit bereits publizierten CD-Spektren von CypA
vergleichbar [185]. Aufgrund der Kristallstrukturanalysen und der CD-Spektren kann deshalb davon
ausgegangen werden, dass beide rekombinant produzierten Proteine sehr dhnliche Anteile an
Sekundarstrukturelementen besitzen. Mit Hilfe des internetbasierten Softwarewerkzeugs STRIDE-
Service’, welchem der STRIDE-Algorithmus zugrunde liegt, kann aus Kristallstrukturen der
Proteindatenbank PDB der Anteil von Sekundarstrukturelementen von Proteinen berechnet werden
[186]. Die in silico-Auswertung der Sekundarstrukturelemente der Kristallstrukturen von CypA und
CypD ergab einen dhnlichen Anteil an a-Helizes und B-Faltblattern fiir beide Proteine. Fiir CypA (PDB-
Referenz: 4YUO) wurde ein Anteil von 14 % a-Helix und 33 % B-Faltblatt ermittelt. Fiir CypD (PDB-
Referenz: 2Z6W) wurde ein Anteil von 15 % a-Helix und 36 % B-Faltblatt berechnet. Diese Werte
liegen in der GroRRenordnung der mit der Software K2D2 anhand der CypD-CD-Spektren errechneten
Werte.

Die verwendeten Varianten von CypA sind bereits gut charakterisiert. Flr sie wurden keine
Veranderungen der Sekundarstruktur gegentiber dem Wildtypenzym beschrieben [166]. Fiir CypD
wurde mittels Fern-UV-CD-Spektrometrie untersucht, ob die eingefiihrten Aminosduresubstitutionen
einen Einfluss auf die Ausbildung der charakteristischen Sekundarstrukturelemente der Cyclophiline
zeigten (Abschnitt 4.2.3). Die mittels K2D2 anhand der CD-Spektren der CypD-Varianten berechneten
Sekundarstrukturelementanteile waren &dhnlich dem Wildtypenzym. Eine Ausnahme bildete die
Variante CypD K133l, welche ein wesentlich starker ausgepragtes lokales Minimum der molaren
Elliptizitat bei 222 nm aufwies als CypD.

Die Fern-UV-CD-Spektren zeigten, dass die PPlase-inaktiven CypD-Varianten &hnliche
Sekundarstrukturmerkmale aufwiesen wie das Wildtypenzym und somit eine korrekte Faltung
besaRen. Die Verdanderungen in der katalytischen Aktivitat der CypD-Varianten beruhten somit auf
der Substitution eines fir die Katalyse wichtigen Restes im aktiven Zentrum und nicht auf einer

inkorrekten Faltung des Proteins.

7 http://webclu.bio.wzw.tum.de/stride/
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Fir eine Charakterisierung der CypA/AB(1-40)- bzw. der CypD/AB(1-40)-Interaktion wurde der
Einfluss der Cyclophiline auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40) untersucht. Zur Beobachtung der
fibrillaren Aggregation von AB(1-40) wurde der ThT-Fluoreszenzassay verwendet. Dieser nutzt die
Eigenschaft des Fluoreszenzfarbstoffs Thioflavin T (ThT), an entstehende B-Faltblatt-reiche Aggregate
und Fibrillen zu binden und dabei sein Emissionsspektrum zu dndern. Die fibrillare Aggregation von
AB(1-40) in Abwesenheit von Cyclophilin besaR eine fiir die Bildung von Amyloidfibrillen typische
Verlaufsform, bei der zeitabhangig eine Lag-Phase, eine exponentielle Phase und eine finale
Plateauphase zu beobachten waren (siehe Abbildung 12). In der Lag-Phase findet die Bildung von
Aggregationskeimen statt. Der exponentielle Anstieg der Fluoreszenz im Anschluss an die Lag-Phase
reprasentiert die Bildung von groReren Aggregaten aus den Aggregationskeimen [97], [103]. Es ist
bekannt, dass ThT die Aggregation von monomerem AB(1-40) zu komplexeren Oligomeren
beschleunigt bzw. induziert [185]. ThT fuhrt durch hydrophobe Anlagerung an AB(1-40) zur Bildung
eines B-Faltblatts im Sequenzbereich 28 bis 38, welches die Assemblierung groRerer Oligomere
positiv beeinflusst [186]. Um einen moglichen Einfluss von ThT auf die Fibrilierungsreaktion und
somit die Resultate so klein wie moglich zu halten, wurden in den vorgestellten Untersuchungen die
Versuchsbedingungen fiir alle Aggreagationreaktionen gleich gewahlt. Die beobachteten Effekte

waren so nur von den eingesetzten Substanzen wie Cyclophilinen und Inhibitoren abhangig.

In Gegenwart von substdchiometrischen Konzentrationen an CypA bzw. CypD wurde die Bildung von
AB(1-40)-Fibrillen konzentrationsabhangig unterdriickt. CypD besal ab einem molaren Verhéltnis von
1:25 zu AB(1-40) eine komplett inhibierende Wirkung auf die fibrillare Aggregation. CypA zeigte eine
etwas geringere inhibierende Wirkung als CypD. Es unterdriickte die fibrillire Aggregation erst ab
einem stéchiometrischen Verhéltnis von 1:10 zu AB(1-40) vollstdndig (Abschnitt 4.3.1, Abbildung 12).
Die Inhibition der fibrilldren Aggregation von AB(1-40) wurde Uber das aktive Zentrum des jeweiligen
Cyclophilins vermittelt. Der tight binding-Cyclophilininhibitor CsA bindet im aktiven Zentrum von
CypA und CypD und kann Substrate kompetitiv reversibel aus dem aktiven Zentrum der Cyclophiline
verdrangen [56], [189], [190] (Abschnitt 4.3.2, Abbildung 14). Die Gegenwart von CsA zusétzlich zu
CypA bzw. CypD im AP(1-40)-Fibrillierungsassay hatte die Wiederherstellung der fibrillaren
Aggregation von AP(1-40) zur Folge. CsA allein verkiirzte jedoch die Lag-Phase der fibrilldren
Aggregation. Die Ursache hierfiir kénnte die hydrophobe Natur dieses zyklischen Undecapeptids sein.
Daher wurde mit MM258 ein CsA-Derivat in die Untersuchungen einbezogen, das wesentlich besser
in Wasser |0slich ist als CsA. MM258 allein verkirzte die Lag-Phase der fibrillaren Aggregation von
AB(1-40) nicht in so starkem Malle wie CsA, konnte aber ebenso wie CsA die Inhibition der fibrilldren
Aggregation von AP(1-40) in Anwesenheit von CypA und CypD verhindern. Durch
transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen konnten die Ergebnisse des ThT-Assay bestatigt
werden. Wenn CsA bzw. MM258 in die Reaktionsansiatze gegeben wurde, waren Fibrillen
mikroskopisch (Abschnitt 4.3.2, Abbildung 14) beobachtbar. Im Gegensatz dazu waren bei Versuchen
in Gegenwart von CypA oder CypD ohne Inhibitor keine Fibrillen mikroskopisch nachweisbar
(Abschnitt 4.4, Abbildung 20). Die zusatzliche Gegenwart von CsH, einem nicht an Cyclophiline

bindenden CsA-Derivat, im Aggregationsansatz hatte keinen Einfluss auf die Inhibierung der
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fibrillaren Aggregation. Bei der zeitversetzten Zugabe von Cyclophilininhibitoren in den Assay der
fibrillaren Aggregation, der sowohl CypD als auch AB(1-40) enthielt, lieR sich die bis zur Zugabe des
Inhibitors durch CypD unterdriickte fibrilldire Aggregation wieder beobachten (Abschnitt 4.3.2,
Abbildung 16). Das zeigt, dass die CypD/AB(1-40)-Interaktion reversibel und transient ist.

Es ist bereits bekannt, dass PPlasen die fibrillire Aggregation von amyloidogenen Proteinen und
Peptiden beeinflussen kénnen. Bei der fibrillaren Aggregation von Stefin B wurde gezeigt, dass die
Isomerisierung der Leu73-Pro74-Bindung in Stefin B entscheidend ist [119]. Die Stefin-B-Variante
P74S aggregierte nicht oder erst nach einer stark verlangerten Lag-Phase. CypA verldangerte die Lag-
Phase der fibrillare Aggregation von Stefin B. Die PPlase-inaktive Variante CypA R55A verldangerte die
Lag-Phase im Fibrillierungsassay jedoch wie das Wildtypenzym.

In Untersuchungen mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie zeigte sich, dass sowohl SlyD aus E.
coli als auch die murinen FKBP12 und FKBP52 beschleunigend auf die fibrillare Aggregation von a-
Synuclein wirken [110]. Die Inhibition der beteiligten FKBPs durch FK506 verringerte die
Geschwindigkeit der fibrillaren Aggregation von a-Synuclein [117] [116]. Im Gegensatz dazu wirkte
FKBP12 inhibierend auf die fibrillire Aggregation von t-Protein (Abschnitt 1.3.2). Die cis/trans-
Isomerisierung einer Prolylbindung besitzt entscheidenden Einfluss auf die Aggregation des t-
Proteins. Es wird vermutet, dass eine Spezies des t-Proteins mit einer cis-Prolylbindung im
Sequenzbereich 306-336 zum Fibrillieren neigt. Durch die PPlase-Aktivitat von FKBP12 wird diese
Spezies moglicherweise aus dem Reaktionsgleichgewicht fiir die spontane Aggregation bzw.
Fibrillierung entzogen, so dass eine Verringerung der fibrillaren Aggregation resultiert [109].

In diesen Fallen wurden jeweils Prolylbindungen als mogliche Interaktionsstellen fir PPlasen zur
Beeinflussung von Aggregation und Fibrillierung diverser Proteine diskutiert. In dem in dieser Arbeit
untersuchten Fall ist jedoch keine Prolylbindung als Target fiir CypA oder CypD vorhanden, da in der
Aminosauresequenz von AB(1-40) kein Prolin enthalten ist.

Die konformationelle Heterogenitdt einer Peptidbindung und die damit verbundene langsame
konformationelle Umwandlung sind nicht nur auf Peptidyl-Prolyl-Bindungen beschrankt. Kleine
Anteile an cis-Isomeren von Nicht-Prolyl-Bindungen sind in konformationellen Gleichgewichten von
Polypeptiden bereits detektiert worden. Die cis/trans-Isomerisierung solcher Peptidbindungen kann
langsam ablaufen, ein bestimmter Anteil an cis-lsomer kann fiir jede Peptidbindung in ungefalteten
Polypeptidketten erwartet werden [191] [192]. Fir das Hitzeschockprotein DnaK aus E. coli wurde
eine APlase-Aktivitit gezeigt. Es beschleunigt die cis/trans-lsomerisierung von Nicht-Prolyl-
Bindungen im Modellsubstrat AAYAA [3]. Bisher wurde angenommen, dass PPlasen nicht die
Isomerisierung von Nicht-Prolyl-Bindungen katalysieren. Bei Faltungsexperimenten mit der RNAse T1
P39A wurde beobachtet, dass Faltungsintermediate nicht mehr die typische Beschleunigung der
cis/trans-lIsomerisierung durch PPlasen zeigen [193]. Es wire jedoch denkbar, dass Cyclophiline bei
bestimmten Substraten mit spezifischen Aminosduresequenzen auch die cis/trans-lsomerisierung
von Nicht-Prolyl-Bindungen katalysieren kénnen.

Die Wirksamkeit von substochiometrischen Konzentrationen an Cyclophilinen bei der Unterdriickung
der fibrillaren Aggregation von AB(1-40) und die Beteiligung des aktiven Zentrums der Enzyme an

diesem Prozess ist ein Hinweis flir eine mogliche Bedeutung der katalytischen Aktivitat der
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Cyclophiline fir die Inhibierung der fibrillaren Aggregation. Um einen mdglichen Einfluss der PPlase-
Aktivitat der Cyclophiline auf AB(1-40) zu untersuchen, wurden verschiedene Varianten von CypA
und CypD genutzt, in welchen an der Katalyse beteiligte Aminosadurereste substituiert worden waren,
so dass sie eine wesentlich geringere PPlase-Aktivitat als das Wildtypenzym besalRen (

Tabelle 1).

Diese im PPlase-Assay katalytisch nahezu inaktiven CypA- und CypD-Varianten wurden auf ihre
Fahigkeit untersucht, die fibrillaire Aggregation von AP(1-40) zu inhibieren. Eine bereits gut
untersuchte CypA-Variante ist CypA R55A, welche in NMR-spektroskopischen Untersuchungen
sowohl eine schwachere Bindung an das verwendete native Substrat, einem HIV-1-Kapsidprotein, als
auch eine geringere katalytische Aktivitat zeigte [183]. Die korrespondierende CypD-Variante zu CypA
R55A, CypD R97A, zeigte auch eine wesentlich geringere Aktivitat im PPlase-Assay verglichen zum
Wildtypenzym. Allerdings unterdriickten sowohl CypA R55A als auch CypD R97A die Fibrillierung von

AB(1-40) dhnlich wie die entsprechenden Wildtypenzyme in substochiometrischen Verhaltnissen.

Auch die Substitutionen weiterer verschiedener im aktiven Zentrum der Cyclophiline vorhandener
funktionaler Aminosdurereste wie Trpl121, His126, und GIn62 in CypA bzw. die entsprechenden
eingeflihrten Aminosauresubstitutionen von Trp163, His168 und GIn105 in CypD verringerten die
PPlase-Aktivitat der Cyclophilin-Varianten [194] (Abschnitt 4.2.1, Tabelle 8).

Die entsprechenden Cyclophilin-Varianten mit verringerter PPlase-Aktivitdt zeigten einen gleichen
Einfluss auf die fibrillare Aggregation auf AB(1-40) wie die jeweiligen Wildtypenzyme. Wahrscheinlich
sind durch die Substitutionen die fir die Unterdriickung der fibrillaren Aggregation notwendigen
Eigenschaften der aktiven Zentren der Cyclophiline nicht oder nicht in ausreichendem Malle
verandert worden. Moglich ist aber auch, dass AB(1-40) als ein sehr hydrophobes Peptid immer noch
sehr effektiv an das aktive Zentrum der CypA- und CypD-Varianten binden kann.

Diese Ergebnisse kdnnten bedeuten, dass die PPlase-Aktivitat fur die Unterdriickung der Fibrillierung
nicht essentiell ist oder dass die verbliebene PPlase-Restaktivitdt der jeweiligen Cyclophilin-Variante

noch ausreichend fir die Unterdriickung der Fibrillierung ist.

Neben PPlasen besitzen auch einige andere Proteine und kleine, nicht proteinése Molekiile die
Fahigkeit, die Aggregation von AB(1-40) bzw. AB(1-42) zu beeinflussen. So inhibieren Makromolekiile
wie Fullerene [195] oder Benzofuran-Derivate [196] sowie das von AP abgeleitete Pentapeptid KLVFF
(entspricht der Sequenz AB(16-20)) die fibrillire Aggregation von AB(1-40) und AB(1-42). Zu den
Proteinen, die die fibrillare Aggregation von AB(1-40) und AP(1-42) unterdriicken, gehéren zum
Beispiel Chaperone wie Hsp70 und Hsp90 [120], [128]. In einer primaren Zellkultur mit Neuronen
konnte die Uberexpression von Hsp70 die zytotoxischen Effekte von (iberexprimiertem AB(1-42)
unterbinden [121]. In vitro-Studien belegten die inhibierende Wirkung von Hsp70 im Komplex mit
seinem Co-Chaperon Hsp40 auf die Aggregation von AB(1-42) [120]. Hsp70 unterdriickte die
Aggregation von AB(1-42) in substdochiometrischen Verhaltnissen von 1:50. Auch Hsp90 unterdriickte
die Aggregation von AB(1-42) in substdchiometrischen Verhaltnissen. Hsp70 und Hsp90 interagierten

dabei vor allem mit Monomeren, schlecht mit Oligomeren und Uberhaupt nicht mit Fibrillen von
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AB(1-42). Da dieser Prozess nur teilweise abhangig von der Verfligbarkeit von ATP war, wird ein nicht
katalysierter holding-Mechanismus fir die Unterdriickung der Aggregation durch Chaperone
angenommen [120]. Das vorgeschlagene Modell geht von einer Bindung der monomeren Form von
AB(1-42) in der Bindungstasche des Chaperons aus. Dadurch sollen dem AB(1-42)-Pool
aggregationskompetente Monomere entzogen und so eine Assemblierung zu Oligomeren verhindert
werden [120]. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit geht davon aus, dass AB(1-42) in einer zur
Aggregation neigenden Konformation, z. B. mit einer starken Exposition hydrophober Bereiche zum
Losungsmittel, an Hsp70 bindet und anschlieBend in einer aggregations-inkompetenten
Konformation wieder vom Chaperon entlassen wird (entropic pulling) [120].

In Gewebeproben aus Gehirnen von Alzheimer-Patienten wurde eine Uberexpression von small heat
shock proteins (sHsps) gefunden [129], [130]. Mitglieder dieser Chaperonfamilie sind zum Beispiel
aB-Crystallin, Hsp20, Hsp27, HspB2 und HspB8. Diese Proteine traten co-lokalisiert mit fibrillaren
Plaques in den Gewebeproben auf. Es wurden in vitro-Studien durchgefiihrt, welche diese
Interaktionen naher charakterisierten. Bereits 1997 wurde gezeigt, dass Hsp27 die Aggregation von
AB(1-42) im ThT-Fluoreszenzassay in substochiometrischen Verhaltnissen inhibiert [197]. Das Protein
aB-Crystallin konnte ebenfalls in in vitro-Studien die Aggregation von AB(1-40) und AB(1-42) im ThT-
Fluoreszenzassay inhibieren. Das Studium von Fern-UV-CD-Spektren von AB(1-40) zeigte, dass die
Interkonversion von initial unstrukturiertem (random coil) AB(1-40)-Monomer zu einer ein B-Faltblatt
enthaltenden Spezies durch aB-Crystallin verhindert wird. Sedimentationsstudien mittels
Ultrazentrifugation zeigten zwei unterschiedlich schnell sedimentierende Spezies aus einem AB(1-
40)/aB-Crystallin-Ansatz, deren Sedimentationskoeffizient den einzelnen Molekilen und keinem
Komplex aus AB(1-40) und aB-Crystallin entsprachen. Das deutet darauf hin, dass kein stabiler AB(1-
40)/aB-Crystallin-Komplex entstand, sondern dass die Interaktion zwischen AB(1-40) und aB-
Crystallin einen transienten und reversiblen Charakter hatte [198]. Das Hitzeschockprotein HspB8
vermochte ebenfalls, AB(1-40) und AB(1-42) zu binden. HspB8 inhibierte die Interkonversion einer
unstrukturierten Spezies in ein B-Faltblatt-haltiges AB(1-40)-Monomer, wie durch Fern-UV-CD-
Studien gezeigt wurde [130].

Auch fir die Chaperon-Domédne BRICHOS ist beschrieben, dass sie mit AB(1-40) und AB(1-42)
interagiert und die Aggregation in substochiometrischen Verhaltnissen verzogert. NMR- und Fern-
UV-CD-Studien wiesen nach, dass initial unstrukurierte Spezies von AB(1-40) durch die Anwesenheit
von BRICHOS konserviert und so eine Aggregation des Peptids verhindert wurde [199].

Prinzipiell entfalten molekulare Chaperone ihre aggregationsinhibierende Wirkung durch die Bindung
an hydrophobe Sequenzen in ungefaltenen aggregationsanfalligen Proteinen [200]. Ein solcher
Modus der Interaktion scheint auch bei der Unterdriickung der fibrillaren Aggregation von AB durch
molekulare Chaperone vorzuliegen, wobei haufig Interaktionen mit frih im Aggregationsprozess
vorkommenden AB-Spezies auftreten. Die Rolle von Chaperonen bei der Unterdriickung der
fibrillaren Aggregation von AR erweist sich jedoch nicht ausschlieflich als auf die Sequestrierung
initialer Spezies von AR in ungefalteten Konformationen beschrinkt. Chaperone kdnnen auch an
Interaktionen mit bereits aggregierten AB-Spezies teilnehmen. So wurde fiir DNAJB6, einem Mitglied

der Dnal-Familie der molekularen Chaperone, gezeigt, dass es durch eine starke Interaktion mit
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aggregierten APB(1-42)-Spezies ihr Wachstum zu langeren Fibrillen und die Ausbildung weiterer
Nukleationskeime bzw. von Fibrillen verhindert. Dabei inhibierte DNAJB6 die Fibrillierung von AB(1-

42) in substochiometrischen Verhiltnissen.

Interessant ist die Beobachtung, dass auch Proteine, die nicht an der Assistenz von
Proteinfaltungsvorgiangen beteiligt sind, wie zum Beispiel das Transportprotein Transthyretin
(TTR)[201], Katalase, Pyruvatkinase [202] oder Clusterin (Apol), die fibrillare Aggregation von AB(1-
40) und AB(1-42) inhibieren [203]. Bovine Katalase und humane Pyruvatkinase inhibierten die
Aggregation von AB(1-40) in einem substdchiometrischen Verhéltnis von 1:100. Die Proteine
verringerten die Zytotoxizitdat von AB(1-40) in Zellkultur und unterdriickten die Bildung von Fibrillen
im ThT-Fluoreszenzassay. Studien mit dem Fluoreszenzfarbstoff ANS zeigten, dass durch die
Interaktion mit den untersuchten Proteinen die Hydrophobizitat von AB(1-40) reduziert wurde. Auch
hier stabilisierten die Proteine die initiale random coil-Struktur von monomerem AB(1-40) und
inhibierten die Ausbildung von B-Faltblattstrukturen. Ahnliche Effekte wurden auch fir a-
Lactalbumin, Albumin, B-Lactoglobulin und Lysozym berichtet. Die Bindung von AP(1-40) an die
Interaktionspartner wurde durch !H->’N-HSQC-NMR-Studien als unspezifisch hydrophob
interpretiert. Es wird vermutet, dass die untersuchten Proteine mit Bereichen ihrer Oberflache
unspezifisch hydrophobe monomere AP(1-40)-Spezies binden und weniger hydrophobe Spezies
entlassen [202].

Bereits 1994 wurde gezeigt, dass humanes TTR, ein Transportprotein fir Schilddriisenhormone im
Wirbeltierserum, in vivo mit AB(1-40) interagiert und im ThT-Fluoreszenzassay die Aggregation von
AB(1-40) in substdchiometrischen Verhaltnissen inhibiert [201], [204]. TTR zeigte neuroprotektive
Effekte in einem Mausmodell der AR-Uberexpression [205]. NMR-Untersuchungen zum
Bindemechanismus zeigten, dass AB(1-40) in der hydrophoben Thyroxin-Bindungstasche von TTR
bindet. Die Bindestelle in AB(1-40) umfasste den hydrophoben Bereich AB(18-22), der essentiell fir
die AB(1-40)-Selbstassemblierung ist. TTR band AB(1-40)-Spezies, die ihren hydrophoben Bereich
AB(16-22) zum Lésungsmittel exponieren. Von besonderer Bedeutung dafiir wurden elektrostatische
und hydrophobe Interaktionen im Sequenzbereich AB(16-20) beschrieben [195]. Durch diese Bindung
wurde die Ausbildung von aggregationsanfilligen AB(1-40)-Monomerspezies mit parallelen -
Faltblattstrukturen unterbunden, die als entscheidend fiir die fibrillire Aggregation angesehen
werden [95]. In der Folge wurden die AB(1-40)-Spezies, die nicht zur Aggregation neigten, aus der

Bindungstasche des TTR entlassen.

Dass AB(1-40) und AB(1-42) ein promiskuitives Bindungsverhalten zu einer Vielzahl verschiedener
Proteine zeigen, ist wohl ursachlich mit dem Vorhandensein sehr hydrophober Bereiche in der
Aminosauresequenz der Peptide zu erklaren. Viele Protein/AB(1-40)-Interaktionen sind unspezifisch
und in vivo ohne physiologische Funktion.

Allerdings kénnen solche Interaktionen pathophysiologisch eine Bedeutung erlangen. Einige Studien
zeigen, dass die Interaktion von AB(1-40) bzw. AB(1-42) mit diversen Proteinen des Zellstoffwechsels
die Letalitat von mit AB(1-40) bzw. AB(1-42) co-inkubierten Zellen erhéht [141], [181].
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Die Proteine TTR, Melatonin, Katalase, Pyruvatkinase, Hsp70, Hsp90 und sHsps zeigten
zytoprotektive Effekte. In unseren Untersuchungen konnten wir weder einen protektiven noch einen
zytotoxischen Effekt von CypD in einer mit AB(1-40) behandelten neuronalen Zellkultur der Linie SH-
SY5Y finden. Die Griinde kénnten in der zu kurzen Inkubationszeit liegen. In einigen Studien wurden
die Zellen bis zu sechs Tage lang inkubiert. Unsere Studien beschrankten sich auf einen Zeitraum von
maximal drei Tagen (Abschnitt 4.9, Abbildung 38).

Im Fall der CypD/AB(1-40)-Interaktion wurde jedoch bereits beschrieben, dass CypD in vivo fir die
Auspragung der pathologischen Effekte der AB-Peptide erforderlich ist. Mause eines Ppif’"-APP-
Uberexpressionsmodelles zeigten normale neurologische und kognitive Eigenschaften verglichen zu
Wildtyptieren. Im Gegensatz dazu waren Tiere mit einer APP-Uberexpression ohne Deletion des fiir
CypD kodierenden Ppif-Gens kognitiv stark beeintrachtigt, was sich in einem beeintrachtigten
Lernvermogen zeigte [92], [206]. Murine Neuronen, welche einen Ppif/-Genotyp besaRen, waren
toleranter gegeniiber Ca%-induziertem osmotischen Stress und auch gegeniiber durch AR
verursachtem oxidativen Stress [92]. Mit CsA inkubierte Wildtypzellen waren sehr tolerant
gegeniber AB-induzierter Apoptose.

Eine Gemeinsamkeit der verschiedenen Interaktionen von AB(1-40) bzw. AB(1-42) mit Vertretern der
sehr heterogenen Gruppe ihrer Interaktionspartner besteht in hydrophoben bzw. elektrostatischen
Effekten, die die Grundlage fiir die Wechselwirkungen zwischen AB und seinen Bindungspartnern
bilden. In der Folge dieser Interaktionen wird die Ausbildung einer zur Aggregation neigenden AB-
Spezies verhindert und das Peptid in seiner nativen unstrukturierten Konformation in Losung
gehalten. Moglicherweise sind die beschriebenen Bindungspartner von AB(1-40) bzw. AB(1-42) in der
Lage, zur Aggregation neigende AB-Spezies aus dem AB-Speziespool zu entfernen.

Ein solcher Mechanismus ist auch fiir die untersuchte Interaktion von CypA und CypD mit AB(1-40)
moglich. So zeigten die von uns durchgefiihrten NMR-Studien zum Amidprotonenaustausch des
AB(1-40)-Rickgrats, dass bei Anwesenheit von CypD der Austausch von Amidprotonen beschleunigt
wird. (Abschnitt 4.6, Abbildung 27). Der wahrend der NMR-Experimente beobachtete schnelle
Protonenaustausch bei Anwesenheit von CypD deutet auf eine bessere Losungsmittelzuganglichkeit
der AB(1-40)-Rickgratprotonen und somit auf eine héhere strukturelle Flexibilitdt von AB(1-40) hin.
Die zwei am haufigsten auftretenden AB-Spezies sind AB(1-40) und AB(1-42). Das am C-Terminus
langere AB(1-42) hat andere physikochemische Eigenschaften als das kiirzere AB(1-40). Die fibrillare
Aggregation von AB(1-42) hat eine schnellere Kinetik und ist schon bei kleineren Konzentrationen zu
beobachten [90]. Beide Peptide interagieren mit CypD sowohl in vivo als auch in vitro [92].

In der vorliegenden Studie wurde sich in den Untersuchungen auf AB(1-40) konzentriert. Eine langere
Lag-Phase wahrend der fibrillaren Aggregation flihrt zu besseren Reaktionsbedingungen zum Beispiel
beim zeitversetzten Zusatz von Cyclophilininhibitoren. Aggregationskeime bilden sich erst bei
héheren Konzentrationen in Losung, dies ermdglicht NMR- und ITC-Messungen ohne Beeinflussung

der Reaktion durch die einsetzende fibrillare Aggregation.
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5.2 Identifizierung der interagierenden AB-Spezies und der Bindungsstellen

CypA und CypD zeigten in unseren Studien eine inhibierende Wirkung auf die fibrillare Aggregation
von AB(1-40). Das fiir die Untersuchungen eingesetzte AB(1-40) wurde in DMSO gel6st und lag so
initial als unstrukturiertes monomeres Peptid in Losung vor. Es konnte mittels Fourier-
Transformations-Infrarotspektroskopie und dynamischer Lichtstreuung gezeigt werden, dass A in
DMSO unstrukturierte Monomere ausbildet [207]. In DMSO gel6stes AP ist in der Lage, lUber einen
langen Zeitraum und Uber eine grolRe Konzentrationsspanne diese Konformation beizubehalten.
Auch NMR-Untersuchungen zeigten in DMSO gel6stes AB Gber einen weiten Konzentrationsbereich

als Monomer [208].

Die Ausbildung der CypD/AB(1-40)-Interaktion l3sst sich auf eine frilhe Phase der fibrilldren
Aggregation eingrenzen, da die fibrillire Aggregation von APB(1-40) durch ausreichende
Konzentrationen an CypD in der Lag-Phase arretiert wurde und da bei der zeitversetzten Gabe von
CypD in den Aggregationsansatz nur innerhalb der Lag-Phase die Fibrillierung von AB(1-40) inhibiert
werden konnte. Nach Eintritt in die exponentielle Wachstumsphase konnte die fibrilldre Aggregation
durch Zugabe von CypD nicht inhibiert werden.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob CypD wahrend der initialen Phase des
Aggregationsprozesses das Auftreten verschiedener AB(1-40)-Spezies beeinflusste. In der Lag-Phase
treten Monomere, Dimere, Trimere und verschiedene Oligomere von AB(1-40) auf. Um zu priifen, ob
instabile oder transiente AB-Oligomerspezies der fibrillaren Aggregation in Abhangigkeit von CypD
auftraten, mit CypD interagierten oder moglicherweise durch eine Interaktion stabilisiert wurden,
wurden mittels PICUP-Technik die im Aggregationsansatz mit bzw. ohne CypD auftretenden AB(1-
40)-Spezies fur Untersuchungen unter denaturierenden Bedingungen einer SDS-PAGE optochemisch
kovalent vernetzt. Die Untersuchung zeigte, dass CypD die beobachtbare Menge an Di- und Trimeren
verringerte und die Menge an AB-Monomeren in der initialen Phase der fibrilliren Aggregation
erhohte (Abschnitt 4.8, Abbildung 36). Das zuséatzliche Auftreten signifikanter Mengen anderer AB(1-
40)-Spezies in Abhadngigkeit von CypD wurde nicht beobachtet. Ob CypD mit den di- bzw. trimeren
AB(1-40)-Spezies interagiert und in monomere Spezies zuriick Uberfiihrt oder die Aggregation der
initial monomeren Spezies in Di- und Trimere verhindert, kann aus den vorliegenden Daten nicht
geschlossen werden. Die Tatsache, dass nach dem Start einer durch CypD arretierten
Aggregationsreaktion durch Zugabe eines Cyclophilininhibitors die Lag-Phase nicht verkirzt auftrat,
lasst die Schlussfolgerung zu, dass wahrend der Co-Inkubation von CypD und AB(1-40) keine
aggregationskompetenten Oligomerspezies akkumulierten (Abschnitt 4.3.2, Abbildung 16). Insgesamt
legen die Daten der PICUP-, der NMR- und der zeitversetzten Zugabe-Experimente nahe, dass CypD

AB(1-40) in einer niedermolekularen z. B. monomeren, dimeren oder trimeren Form bindet [209].

Um die Interaktionsstellen von AB(1-40) und CypD zu identifizieren, wurden NMR-Studien mit
15N, 3C-markiertem CypD und '°N-markiertem AB(1-40) sowie Peptid-Spot-Arrays mit AB(1-40)-
Sequenzen durchgefiihrt. Bei der Untersuchung der Bindungsstelle von AB(1-40) in CypD wurden in
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den HSQC-NMR-Studien eine Veranderung der Signalintensitaten fir chemische Verschiebungen fir
Reste der Substratbindungstasche von CypD gefunden (Abschnitt 4.6, Abbildung 29). Der an AB(1-40)
bindende Bereich von CypD beinhaltete die Aminosauren Thr52 bis Ser77 und Leu98 bis Val128.
Dieser Bereich umfasst das aktive Zentrum von CypD, in dem auch die Bindung des Inhibitors CsA
erfolgt [56]. Dieses Ergebnis macht verstandlich, dass die Wirkung von CypD auf AB(1-40) durch CsA

verhindert werden konnte, weil beide Molekiile um die gleiche Bindungsstelle in CypD konkurrieren.

S110

- T116
C115
W121
K76/S77/G86—————
M100/A101/N102/A103/G104
K125/V127/V128

Abbildung 39 Darstellung von CypD mit gebundenem CsA (blau) in der Bindungstasche. PDB-Nr. 2Z6W Die
Sequenzbereiche Thr52 bis Ser77 und Leu98 bis Val128 von CypD binden AB(1-40). Diese Bereiche sind in der
Abbildung gelb markiert. Bereiche bzw. Reste, welche in 2D-HSQC-NMR-Messungen eine besonders grolRe
chemische Verschiebung zeigten (> 0,2 ppm) sind rot gezeichnet und entsprechend beschriftet. Der AB(1-40)
bindende Bereich von CypD liegt in der gleichen Region, in der auch CsA bindet. Die Darstellung wurde mit
PyMOL Version 1.7 nach dem PDB-Eintrag fiir CypD erstellt (PDB-ID: 2Z6W) [210].

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Bindungstasche von CypA einen relativ groRen Bereich des
Peptid- bzw. Proteinsubstrates aufnehmen kann. In der Kristallstruktur von CypA mit einem 25-
meren Peptid wiesen 14 Aminosadurereste des aktiven Zentrums von CypA Interaktionen mit neun
Resten des Substrates auf, acht der Reste waren hierbei kein Prolin [211].

Durch das Fehlen von Prolin in der AB(1-40)-Sequenz war die Identifizierung der Bindungsstelle des
aktiven Zentrums von CypD an einer bestimmten Position innerhalb der Peptidkette von AB(1-40)
erschwert. Daher wurden zur Identifizierung von Binderegionen von CypD innerhalb der AB(1-40)-
Sequenz sowohl ein Peptid-Spot-Array als auch NMR-Untersuchungen durchgefiihrt. Durch 2D-HSQC-
NMR-Messungen konnten mehrere Stellen in der gesamten AB(1-40)-Sequenz identifiziert werden,
welche mit dem aktiven Zentrum von CypD interagieren, wobei ein klar umrissener Schwerpunkt der
Interaktion in der Region AB(16-22) auftrat (siehe Abbildung 29). Signifikante Veranderungen der
chemischen Verschiebung (> 0,15 ppm) in AB(1-40) bei Bindung von AB(1-40) an CypD wurden fiir die
Reste Tyr10, Lys16, Leul7, Val18 und Ala21 gefunden. Eine Verringerung der Signalintensitaten um
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mehr als 25 % wurde im Bereich von Leul7 bis Glu22 gefunden. Die Signalintensitaten normalisierten
sich bei Zugabe von MM258 in den Versuchsansatz mit AB(1-40) und CypD. Die Abnahme der
Signalintensitaten war konzentrationsabhangig und reversibel.

Die hydrophobe Region AB(16-22) wurde auch bei Untersuchungen der Wechselwirkung von CypD
mit von AB(1-40) abgeleiteten Peptiden in einem Peptid-Spot Array als wichtig fir die CypD/ AB(1-
40)-Bindung identifiziert [95], [212]. Der AB(1-40)-Bereich mit der Aminosduresequenz KLVFF (AB(16-
20)) zeigte die starkste Wechselwirkung mit CypD. Das von dieser Sequenz abgeleitete Pentapeptid
KLVFF inhibierte die PPlase-Aktivitat von CypA und CypD, was verdeutlicht, dass dieses Peptid in der
Lage ist, im aktiven Zentrum der beiden Cyclophiline zu binden. Der Peptidbereich mit der
Aminosauresequenz KLVFF umfasst die gut charakterisierte und bekannte Schliisselregion fir die
Autoassemblierung bei der Aggregation von AP(1-40) [213]. Es ist bekannt, dass das von dieser
Sequenz abgeleitete Pentapeptid auch die Ausbildung von Fibrillen in einem AB(1-40)-
Aggregationsassay inhibiert [212], [214]. AuRerdem ist die Sequenz an der Interaktion mit vielen
beschriebenen Bindungspartnern von AB(1-40) oder AB(1-42) beteiligt, wie z. B. mit Curcumin [215],
Transthyretin [216] oder nicht biologischen Makromolekiilen wie Fullerenen [195] (Abschnitt 4.7.1,
Abbildung 30).

Um Aussagen Uber die thermodynamischen Parameter der Interaktion der Cyclophiline mit einem
Sequenzbereich von AB(1-40) zu treffen, wurde das Pentapeptid AB(16-20) fir Untersuchungen
mittels isothermer Titrationskalorimetrie genutzt. AP(1-40) selbst aggregierte unter den
verwendeten Bedingungen zu schnell, um Titrationsexperimente mit Cyclophilinen durchzufiihren.
Der Kp-Wert fiir die CypD/AB(16-20)-Interaktion wurde mit 2,79 uM bestimmt. Der Wert lag damit in
einem ahnlichen Bereich wie der durch Inhibitionsmessungen von CypD mit KLVFF im PPlase-Assay
bestimmte 1Cso-Wert von 0,43 uM. Der Kp-Wert fur die CypA/AB(16-20)-Interaktion wurde mit
1,82 uM bestimmt und lag in derselben GroéRenordnung wie der Kp-Wert der CypD/AB(16-20)-
Interaktion. Diese Werte waren ahnlich zu dem bereits bekannten Kp-Wert aus Untersuchungen zur
Stabilitdit von AP(1-40)/CypD-Komplexen mittels Oberflaichenplasmonresonanzspektroskopie von
1,7 uM [92]. Die Interaktion des Pentapeptids AB(16-20) mit CypA bzw. CypD war entropisch
favorisiert, was fiir eine Abdeckung I6sungsmittelzuganglicher Oberflache bei der Interaktion spricht.
Das molare Verhaltnis von 1:32 fiir die Interaktion zwischen CypD bzw. CypA und dem Pentapeptid
ist ein Hinweis, dass das Pentapeptid AB(16-20) Oligomere bilden kann und CypD bzw. CypA solche
oligomeren Spezies bindet (Abschnitt 4.3.1, Abbildung 13).

Allerdings lassen sich aus den ITC-Daten der CypA/AB(16-20)- bzw. der CypD/ AB(16-20)-Interaktion
keine direkten Schliisse auf eine Interaktion der Cyclophiline mit oligomeren AB(1-40)-Spezies ziehen,
da das Pentapeptid AB(16-20) moglicherweise oligomere Spezies bildet, die nicht den entstehenden
oligomeren Strukturen im Verlauf der Aggregation von AB(1-40) entsprechen. Wir konnten in keiner
unserer Studien eine entsprechende oligomere Spezies von AB(1-40) im Zusammenhang mit CypA
oder CypD nachweisen, allerdings kann die Bildung einer solchen Spezies nicht komplett

ausgeschlossen werden.
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Mittels NMR wurde ein Kp-Wert fir die CypD/AB(1-40)-Interaktion von ca. 30 uM abgeschatzt. Dieser
Wert liegt ndher an dem mittels der intrinsischen Fluoreszenz gemessenen Kp-Wert von 4316 uM fiir
die Interaktion von CypD/AB(16-20) (Abschnitt 4.7.3).

Das Ermitteln des KD-Wertes fiir die Interaktion von AB(16/20) bzw. AB(1-40) mit CypD fihrt zu
keinem eindeutigen Ergebnis. Einfluss auf die ermittelten Werte kdnnen die unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen, wie zum Beispiel die Reaktionstemperatur die bei der ISP-Messung 10 °C und

zum Beispiel bei der ITC-Messung 25 °C betrug oder unterschiedliche Konzentrationsbereiche, haben.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die erhohte Flexibilitdt des AB-Peptids bei Anwesenheit von
CypD, wie es sich in den NMR-Untersuchungen durch einen erhéhten Amidprotonenaustausch mit
dem umgebenden Lésungsmittel zeigt. Es ist bekannt, dass eine Protein/Protein- bzw. eine
Protein/Ligand-Interaktion in der Regel zu einer Stabilisierung und einer eingeschrinkten
Beweglichkeit des Interaktionspartners fiihrt [217] [218]. In dem vorliegenden Fall ist die Zunahme
des schnellen Amidprotonenaustauschs bei Anwesenheit von CypD ein Argument fir die Annahme,
dass die Bildung strukturell rigider zur Aggregation neigender AB-Spezies verringert war. Es gibt
Hinweise darauf, dass die intrinsische Dynamik von Substratpeptidketten der Rickgratdynamik von
CypA ohne gebundenen Liganden &hnelt und diese fir die Katalyse wichtige Dynamik
geschwindigkeitslimitierend flur die von CypA katalysierte cis/trans-Isomerisierung ist [219]. Es ist
daher zu erwarten, dass es eine starke Kopplung der Atombewegungen im aktiven Zentrum gibt,
wenn ein Substrat, z. B. ein ungefaltenes Peptid, dort bindet. Diese das gesamte Peptid umfassende
Flexibilisierung von AB(1-40) durch CypD scheint, zusammen mit dem Verschieben von initialen di-
und trimeren Spezies zu Monomeren durch CypD, damit eine Ursache fir die Inhibierung der

Aggregation von AB(1-40) durch CypD zu bilden.

Die Interaktion von AB mit CypD ist im Prinzip mit der Interaktion von CsA mit CypD vergleichbar. In
beiden Fallen bindet der Ligand reversibel im aktiven Zentrum des Enzyms. Allerdings haben die
beiden Interaktionen in vivo unterschiedliche Auswirkungen. Die AB/CypD-Interaktion wird mit
pathophysiologischen Prozessen, wie der Storung des axonalen Transports von Mitochondrien in
Neuronen, der herabgesetzten Toleranz von Neuronen gegeniiber Ca?*-lonen oder der induzierten
Schwellung von Mitochondrien, in Verbindung gebracht [92], [143], [206]. CsA inhibiert das
Anschwellen von Mitochondrien und schiitzt Zellen vor AB-induziertem oxidativen Stress sowie der
Akkumulation von ROS im Mitochondrium [143]. Daher scheinen die pathophysiologischen Effekte
der AB/CypD-Interaktion nicht kausal mit der Inhibition der PPlase-Aktivitdt zusammenzuhangen,
sondern eher mit einer durch CypD erhtéhten Toxizitdt von AB. Potentiell toxische AB-Oligomere

kénnten durch die Interaktion mit CypD stabilisiert werden.

Die hier beschriebene Interaktion zwischen CypA bzw. CypD mit AB(1-40) bzw. seinem Derivat AB(16-
20) hat Einfluss auf die fibrillare Aggregation von AB(1-40). Es konnte gezeigt werden, dass das aktive
Zentrum von CypA bzw. CypD und fiir die Aggregation wichtige Sequenzbereiche von AB(1-40) an

dieser Interaktion direkt beteiligt sind.
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Die gefundene inhibierende Wirkung auf diese Aggregation bietet interessante Moglichkeiten fir
weitere Studien. Die in der Literatur beschriebene pathophysiologische Interaktion von AB(1-40) und
CypD im Mitochondrium, die zum nekrotischen Absterben des Neurons fiihrt, ist ein putativ
interessanter Ansatz fir eine therapeutische Intervention.

Bisher noch nicht untersucht sind physiologische Folgen der Interaktion von extrazellular
vorliegendem CypA und dem AB-Peptid. Eine biologische bzw. physiologische Bedeutung ist im
Rahmen dieser Untersuchungen schwer zu diskutieren. Die Ablagerung von amyloiden Plaques ist
bisher nur extrazellular beschrieben, daher kdonnte die Interaktion dort auch eine physiologische
Konsequenz haben. Die physiologische Funktion von AB(1-40) im Mitochondrium eines Neurons ist
noch zu untersuchen und zu diskutieren. Auch der Einfluss der PPlase-Aktivitdt auf die Inhibierung

der Aggregation in vivo sollte Gegenstand weiterer eingehender Studien sein.
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6 Zusammenfassung der vorgelegten Dissertation

In der Literatur wurde eine maogliche in vivo Interaktion von mitochondrial lokalisiertem AB(1-40) mit
CypD als putativ neurodegenerativ in Mausen beschrieben [92].

Aufgabenstellung dieser Untersuchung war es deshalb, die Interaktion zwischen CypA bzw. CypD und
AB(1-40) zu charakterisieren und, wenn moglich, den zugrunde liegenden molekularen
Interaktionsmechanismus aufzuklaren.

CypA und CypD inhibierten in substéchiometrischen Verhaltnissen die fibrillire Aggregation von
AB(1-40). Die inhibierende Wirkung war nicht mehr zu beobachten, wenn Cyclophilininhibitoren, wie
CsA oder das CsA-Derivat MM258, in den Reaktionsansatz gegeben wurden. Da CsA am aktiven
Zentrum von CypA bindet und dort seine inhibitorische Wirkung entfaltet [32], wurde untersucht ob
AB(1-40) auch am aktiven Zentrum eines Cyclophilins bindet.

NMR-Untersuchungen zeigten deutliche chemische Verschiebungen von Amidprotonen von
Aminosaurereste im aktiven Zentrum von CypD bei Anwesenheit von A[B(1-40). Diese
Aminosdurereste wurden bereits in der Literatur als Bindestellen von CsA im aktiven Zentrum von
CypD gezeigt und auch als an der CsA/CypA-Interaktion beteiligt beschrieben [44], [189].

Als Bindungsstelle von CypD an AB(1-40) wurde mittels Peptide Spot Array der hydrophobe
Kernbereich von AB(16-23) identifiziert. NMR-Messungen bestatigten diesen Bereich als putative
Bindestelle von CypD an AB(1-40).

Messungen der Protonaustauschrate von AB(1-40) mit dem umgebenden Medium zeigten bei
Anwesenheit von CypD eine generelle Beschleunigung des Amidprotonenaustauschs. Dies ldsst sich
mit einer offenen und flexiblen Struktur von AB(1-40) erkldren [175]. CypD verhindert in diesem
Erklarungsmodell die Ausbildung einer steiferen, unflexibleren B-Faltblattstruktur. Die Ausbildung der
rigideren Sekundarstruktur inhibiert den Austausch von Amidprotonen zwischen den Resten und
dem umgebenden wassrigen Medium.

Das Pentapeptid AB(16-20) mit der Sequenz KLVFF inhibierte die enzymatische Aktivitdt von CypD im
nanomolaren Konzentrationsbereich. Die Bindung des Peptids an das aktive Zentrum von CypD war
reversibel, wie Rickverdiinnungsexperimente zeigten.

Mittels ITC-Messungen wurde die Dissoziationskonstante fir CypA mit 1,82 uM und fir CypD mit
2,79 uM bestimmt. Diese Kp-Werte liegen in der GroRenordnung, welche in der Literatur fiir die
Interaktion von AB(1-40) mit CypD von 1,7 uM angegeben wird [92].

Mittels PICUP-Experimenten konnte monomeres AB(1-40) als wahrscheinlicher Interaktionspartner
von CypD identifiziert werden. Im zeitlichen Verlauf der fibrillaren Aggregation war keine
Akkumulation von groRBeren APB(1-40)-Spezies in Gegenwart von CypD nachweisbar, was ein
Verharren des Peptids im monomeren Zustand durch den Einfluss von CypD belegt.

Diese Ergebnisse unterstlitzen die These einer reversiblen Bindung von monomeren AB(1-40) im
aktiven Zentrum von CypA und CypD. Diese Interaktion verhindert die fibrillare Aggregation von

monomeren AB(1-40) in wassrigen Puffern.
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Anhang

9 Anhang
9.1 Erganzungzu4.3.1
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Abbildung 40 Einfluss von CypA auf die fibrillire Aggregation von humanem AB(1-40). Abgebildet sind
Wachstumskurven bzw. Kinetiken von entstehenden fibrillaren Aggregaten. Ein Graph reprasentiert das Mittel
von 4 Messungen. Der Reaktionsansatz erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT und 50 uM
monomerem APB(1-40) bei 37 °C. Die Reaktionsansatze wurden jeweils alle 30 min fiir je 10 s doppelorbital bei
100 U/min geschuttelt. Die Messungen erfolgten an einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit
Aex=450 nm und Aem=482 nm.
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Abbildung 41 Einfluss von CypD auf die fibrillire Aggregation von humanem AP(1-40). Abgebildet sind
Wachstumskurven bzw. Kinetiken von entstehenden fibrillaren Aggregaten. Der Reaktionsansatz erfolgte in
35mM HEPES pH7,8 mit 1% DMSO, 20 uM ThT und 50 uM monomerem AB(1-40) bei 37 °C. Die
Reaktionsansitze wurden jeweils alle 30 min fur je 10s doppelorbital bei 100 U/min geschiittelt. Die
Messungen erfolgten an einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm.

97



Anhang

9.2 Erganzungzu4.3.2
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Abbildung 42 MM258 stellt die durch CypD inhibierte fibrillare Aggregation von ApB(1-40)
konzentrationsabhangig wieder her. Die Lag-Zeit der fibrillaren Aggregation wurde mit steigenden
Konzentrationen kiirzer. Die Signalamplitude wurde auch mit zunehmender Konzentration hoéher. Jede
Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 3 uM
CypD bei 37 °C. Die Reaktionsansatze wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen
erfolgten an einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm.
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Abbildung 43 MM258 stellt die durch CypD inhibierte fibrillare Aggregation von ApB(1-40)
konzentrationsabhangig wieder her. Die Lag-Zeit der fibrillaren Aggregation wurde mit steigenden
Konzentrationen kiirzer. Die Signalamplitude wurde auch mit zunehmender Konzentration hoéher. Jede
Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 3 uM
CypD bei 37 °C. Die Reaktionsansatze wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen
erfolgten an einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm.
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Abbildung 44 MM258 stellt die durch CypD inhibierte fibrillare Aggregation von ApB(1-40)
konzentrationsabhangig wieder her. Die Lag-Zeit der fibrillaren Aggregation wurde mit steigenden
Konzentrationen kiirzer. Die Signalamplitude wurde auch mit zunehmender Konzentration hoher. Jede
Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 3 uM
CypD bei 37 °C. Die Reaktionsansadtze wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschittelt. Die Messungen
erfolgten an einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm.
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Abbildung 45 MM258 stellt die durch CypD inhibierte fibrillare Aggregation von ApB(1-40)
konzentrationsabhangig wieder her. Die Lag-Zeit der fibrillaren Aggregation wurde mit steigenden
Konzentrationen kiirzer. Die Signalamplitude wurde auch mit zunehmender Konzentration hoéher. Jede
Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 3 uM
CypD bei 37 °C. Die Reaktionsansadtze wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschittelt. Die Messungen
erfolgten an einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm.
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Abbildung 46 MM258 stellt die durch CypD inhibierte fibrillare Aggregation von ApB(1-40)
konzentrationsabhangig wieder her. Die Lag-Zeit der fibrillairen Aggregation wurde mit steigenden
Konzentrationen kiirzer. Die Signalamplitude wurde auch mit zunehmender Konzentration hoher. Jede
Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 1 % DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40) und 3 uM
CypD bei 37 °C. Die Reaktionsansatze wurden alle 30 min fiir 10 s doppelorbital geschiittelt. Die Messungen
erfolgten an einem Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm.
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Abbildung 47 Die zeitverzogerte Gabe von MM258 zu einem Reaktionsansatz von AB(1-40) mit CypD
ermoglichte die fibrillire Aggregation. Die Reaktionskurve verlauft wie die Kontrollreaktion, bei der MM258
bereits zu Reaktionsbeginn in den Ansatz gegeben wurde. Ein Akkumulieren von aggregationsfordernden ApB-
Spezies unter Anwesenheit von CypD scheint nicht stattzufinden. Jede Aggregationsreaktion erfolgte in 35 mM
HEPES pH 7,8 mit 1% DMSO, 20 uM ThT, 50 uM AB(1-40), 3 uM CypD und 12 uM MM258 bei 37 °C. Die
Reaktionsansatze wurden alle 30 min fir 10 s doppelorbital geschittelt. Die Messungen erfolgten an einem
Multimode Microplate Reader BMG FluoStar mit Aex=450 nm und Aem=482 nm.
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