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Abkurzungsverzeichnis

Ap Amyloid-f, Spaltprodukt des APP

AD Alzheimer’s Disease, Alzheimer-Krankheit

ADan Amyloid-Danish variant, Spaltprodukt des Bri(Dan)-Proteins
ADDL Amyloid derived diffusible ligands

AICD Amyloid precursor protein intracellular domain

APP Amyloid precursor protein

BACE Beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme

CCL2 CC-chemokine ligand 2

CSF Cerebrospinal fluid

DP4 Dipeptidyl-Peptidase 4

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ENU N-ethyl-N-nitrosourea, N-Ethyl-N-nitrosoharnstoff

ER Endoplasmatisches Reticulum

FBD Familial British dementia

FSH follikelstimulierendes Hormon

GnRH Gonadotropin-releasing hormone

GNTIX Alpha-1,6-mannosylglycoprotein 6-beta-N-acetylglucosaminyltransferase B

GOLPH3 Golgi phosphoprotein 3
HEK293 Human embryonal kidney cells 293

HPG Hypothalamic-pituitary-gonadal, hormoneller Regelkreislauf
HPT Hypothalamic-pituitary-thyroid, hormoneller Regelkreislauf
IDE Insulin-degrading enzyme

IgG Immunglobulin G

isoQC Glutaminyl-Cyclase-1soenzym

ko knockout

LH Luteinisierendes Hormon

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1 (Bezeichnung fiir CCL2, veraltet)
MMP-9 Matrix-Metalloproteinase 9

NEP Neprilysin (Endoprotease)

pE Pyroglutamat, 5-Oxo-L-Prolin

pGlu Pyroglutamat, 5-Oxo-L-Prolin

QC Glutaminyl-Cyclase

P14P Phosphatidylinositol-4-Phosphat
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T4 Thyroxin

TRH Thyrotropin-releasing hormone
TSH Thyroid-stimulating hormone
VPS74 Vacuolar protein sorting-associated protein 74



1 Einleitung

Dementielle Syndrome sind als Erkrankungen des zentralen Nervensystems definitionsgemaf
durch eine quantitative und qualitative Abnahme der Hirnleistung gekennzeichnet
(Alzheimer’s Association: 2014 Alzheimer’s disease facts and figures (2014)). Die
Erkrankungen duBern sich durch Storungen des Antriebs und des Gedachtnisses, des
Auffassungs-, Konzentrations- und Orientierungsvermogens sowie durch
Personlichkeitsveranderungen (Prince et al., 2013). Die Ursachen fur diese Symptome kénnen
verschieden sein, so sind sie z.B. auf Vergiftungen oder Mangelernahrung (Thiaminmangel),
Hirnverletzungen oder —tumore, Infektionen (Enzephalitis) oder Hirndurchblutungsstérungen
(vaskuldre Demenz) zuruckzufiihren (Burns und lliffe, 2009b). In einigen dieser Falle ist die
Symptomatik transient und z.B. durch Medikamente oder Operationen behandelbar.
Andererseits treten jedoch auch neurodegenerative Krankheiten auf, welche durch einen
fortschreitenden Verlust von Nervenzellen gekennzeichnet sind. Zu diesen Erkrankungen
zahlen z.B. die Alzheimer-Krankheit, die frontotemporale Demenz sowie die Huntington-
Krankheit (Tabelle 1)(Hugo und Ganguli, 2014).

Neurodegenerative Erkrankungen sind hdufig auf Strukturveranderungen von Proteinen
zuriickzufuhren, sie werden daher auch der Gruppe der Proteinfaltungserkrankungen oder auch
Amyloidosen (betrifft nicht alle abgelagerten Spezies (Sipe et al., 2010)) zugeordnet (Rostagno
et al., 2010; Hazenberg, 2013). Diese Erkrankungen haben gemeinsam, dass eine
Strukturverdnderung eines oder mehrerer Proteine zur Aggregation und in deren Folge zur
Schédigung des betroffenen Gewebes fiihrt. Werden die entsprechenden Proteine verstérkt
durch Nervenzellen exprimiert, kommt es zur Neurodegeneration.

Die mit Abstand h&ufigste Ursache einer Demenz ist die Alzheimer-Krankheit (AD; Tabelle
1). Ungefahr drei Viertel aller Demenzerkrankungen sind auf Falle mit AD-typischen
Veranderungen zurlickzufiihren (Burns und lliffe, 2009b). Die zweithdufigste Form ist die
cerebro-vaskulare Demenz (ca. 20%). Andere neurodegenerative Erkrankungen, wie z.B. die
Huntington-Krankheit oder die frontotemporale Demenz, weisen eine Pravalenz von unter 1%
auf (Hugo und Ganguli, 2014). Das Alter stellt einen Hauptrisikofaktor dar, an einer Demenz
zu erkranken (Burns und Iliffe, 2009a). Es wird geschatzt, dass jeder Dritte im Alter von tber

90 Jahren an einer Demenz erkrankt ist (Brookmeyer et al., 2007).



Tabelle 1: Auswahl dementieller Syndrome, welche durch Aggregation und Ablagerung von Proteinen bzw. Peptiden gekennzeichnet sind. Haufig treten Mischformen der

aufgefiihrten Erkrankungen auf, z.B. Alzheimer-Krankheit mit Lewy-Korperchen. Einen erheblichen Anteil an allen Demenzféllen (auch Mischformen) bildet auch die vaskulare

Demenz, die hier aber nicht aufgefihrt ist. Auf den Begriff ,,Amyloid* wird verzichtet, da nicht alle Proteinablagerungen (a-synuclein, Huntingtin) den entsprechenden Kriterien

geniigen (Sipe et al., 2014).

Erkrankung Pravalenz mit entsprechender Anteil an Abgelagertes Betroffene Form*>  Ausgewahlte Literatur zur
Quelle Demenzfallen® Protein Hirnregion Beschreibung der Erkrankung
Alzheimer-Krankheit 11 % (Alter 65+) 50-75% Amyloid-B, Tau  Kortex, S,V (Querfurth und LaFerla, 2010; Selkoe
(Hebert et al., 2013) Hippocampus etal., 2012)
Lewy-Kdrperchen- LBD: 0 -5 % (Alter 65+) <5% a-synuclein Substantia  nigra, s,V (Thomas und Beal, 2007; Klein und
Demenz (DLB) (incl. (Zaccai et al., 2005) (23%3) Neokortex Westenberger, 2012; Walker et al.,
Parkinson-Krankheit, PDD: 0,15 - 0,5% (Alter 65+) 2015; Zhang et al., 2015)
PDD) (Aarsland et al., 2005)
Frontotemporale < 0,1 % (Alter 50+) 5-10% Tau, TDP-43, Frontaler und s,V (Spillantini und Goedert, 2013; Bang
Demenz (Rosso et al., 2003) FUS temporaler Kortex et al., 2015; Igbal et al., 2016)
Huntington-Krankheit Ca. 1:10000 in Mitteleuropa; k.A. Huntingtin Striatum, Kortex v (Lange, 2002; Ross und Tabrizi, 2011;
weltweit stark unterschiedlich Pringsheim et al.,, 2012; Rollnik,
(Laccone et al., 1999) 2015)
Creutzfeld-Jacob- Ca. 1:1Mio k.A.% PrP* Kortex, graue S,V, e (Puoti et al., 2012; Aguzzi und Falsig,
Erkrankung (Johnson, 2005) Substanz, variiert 2012; Aguzzi und Lakkaraju, 2016)
je nach Subtyp

! entnommen aus: (Prince et al., 2014); k.A., keine Angabe, Anteil jedoch deutlich geringer als bei den anderen Erkrankungen

2 sporadisch (s) oder monogenetisch vererbbare Form bekannt (v) sowie erworben (e)

® Angabe aus (Vann Jones und O'Brien, 2014)



Schétzungen zufolge sind momentan 44 Millionen Menschen weltweit von AD betroffen
(Prince et al., 2014). Charakteristische Symptome der Erkrankung sind progressiver
Gedachtnisverlust, gehinderte kognitive Funktion und Paranoia. Die bereits vom Entdecker
Alois Alzheimer beobachteten histopathologischen Verdnderungen, die hauptsachlich die
Hirnrinde und den Hippocampus betreffen, sind offenbar die Ursache der Symptomatik.
Pathologische Merkmale der Krankheit sind die extrazelluldaren Amyloidablagerungen
(,,amyloid plaques®), die hauptsdchlich aus dem Peptid AP bestehen sowie intrazellulére
Ablagerungen des hyperphosphorylierten Proteins Tau (,,neurofibrillary tangles®). Die
Bildung und Ablagerung von AB-Peptiden wird als ursachlich fur die Entstehung von AD
beim Menschen angesehen. Fir eine umfassende Darstellung der Mechanismen, welche zum
Neuronenverlust bei AD fihren, sei auf die Literatur verwiesen (Selkoe, 2001; Selkoe, 2008;
Querfurth und LaFerla, 2010; Jack, Jr. et al., 2010).

Aufgrund der stetig steigenden Lebenserwartung wird die Prévalenz von AD zunehmen. Es
wird geschétzt, dass sich die Zahl der Alzheimer-Patienten in den kommenden 30 Jahren auf
uber 100 Mio weltweit vervierfacht (Brookmeyer et al., 2007; Prince et al., 2014). Wenn man
bedenkt, dass die Pflege und Medikation eines Demenzpatienten bis zu 40 000 Euro pro Jahr
kostet (Burns und Iliffe, 2009b; Wortmann, 2012), ergibt sich daraus ein erheblicher
gesellschaftlicher Druck zur Entwicklung entsprechender Pharmaka. Dennoch steht bislang
keine Therapiemdglichkeit zur Verfligung, welche den chronischen Verlauf der Erkrankung
verzdgern bzw. aufhalten kénnte. Die zugelassenen Medikamente, z.B. Acetylcholinesterase-
Inhibitoren, lindern die Symptomatik vorlbergehend, greifen jedoch nicht in die
pathologischen Veranderungen im Hirn ein (Carter et al., 2010). Die Ursachen fir das Fehlen
einer kurativen Medikation sind vielféltig (Aguzzi und O'Connor, 2010; Carter et al., 2010):

1. Die Mechanismen der Bildung der fehlgefalteten Proteine sind komplex und héaufig
ein Ergebnis limitierter Proteolyse (Rostagno et al., 2010). Die an der Bildung der
Peptide bzw. Proteine beteiligten Enzyme haben auch physiologische Funktionen,
wodurch eine spezifische Unterdriickung der Bildung von amyloidogenen Produkten
kaum mdglich erscheint, ohne andere Abbauprozesse zu stéren. Beispiele hierfiir sind
der y-Sekretase-Komplex, welcher bei der Bildung von AB-Peptiden eine Rolle spielt,
oder die Caspasen, welche fiir die Generierung von toxischen Huntingtin-Fragmenten
verantwortlich sind (Sanchez Mejia und Friedlander, 2001; Extance, 2010; Landles et
al., 2010; Sambamurti et al., 2011; Ehrnhoefer et al., 2011; Schapira et al., 2014).

2. Zahlreiche der amyloidogenen Proteine sind bei neurodegenerativen Erkrankungen im
Zellkern oder cytosolisch lokalisiert, so z.B. a-Synuclein oder Tau. Eine effektive
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Unterdriickung der Aggregation bzw. des Abbaus der Konglomerate, z.B. durch
Antikorper, wird dadurch erschwert (Golde, 2014). Die beobachtete Wirkung von
Antikorpern auf die zelluldre Transmission von Aggregaten (Clavaguera et al., 2009)
konnte auf eine extrazellulare Bindung zurickzufiihren sein (Pedersen und
Sigurdsson, 2015).
Die Blut-Hirn-Schranke, ein System, welches auf der dichten Verkniipfung von
Endothelzellen tber tight junctions beruht und zur Kontrolle des Stofftransportes ins
Gehirn dient (Bicker et al., 2014), stellt eine wesentliche Barriere fur Wirkstoffe dar.
Dies macht es erforderlich, dass die Pharmaka verschiedene Kriterien in Bezug auf
ihre molekulare Masse, Lipophilie, polare Oberfliche und Eigenschaften zur
Ausbildung von Wasserstoffbriicken und lonisierbarkeit erfillen (Hubbard, 2011;
Rankovic, 2015). Dies war z.B. sehr hinderlich fir die Entwicklung von Inhibitoren
der B-Sekretase BACE1 (Carter et al., 2010; De Strooper, 2010). Deshalb werden
derzeit verschiedene andere Mdoglichkeiten gepruft (z.B. Ultraschall), die Blut-Hirn
Schranke fiir Substanzen transient durchléssig zu machen (Parrish et al., 2015).
. Zahlreiche amyloidogene Spezies, z.B. AB und Tau, haben eine physiologische
Funktion (Puzzo et al., 2008; Puzzo et al., 2011; Puzzo und Arancio, 2013; Igbal et al.,
2016). Die Unterdrickung der Bildung der Peptide kdnnte somit Nebenwirkungen
hervorrufen. Im Gegensatz dazu ist eine physiologische Funktion posttranslational
modifizierter AB-Pepide noch nicht beschrieben worden.
Das klinische Erscheinungsbild, insbesondere der AD, ist von Fall zu Fall
unterschiedlich. Es kann auf genetischer Préadisposition beruhen (vgl. Tabelle 1),
sporadisch auftreten oder z.B. die Spatfolge einer Verletzung sein. Zudem treten die
typischen Kennzeichen der Alzheimer-Krankheit hdufig in Verbindung mit anderen
Gewebeveranderungen auf. Dies hat zur Folge, dass die klinische Testung von neuen
Wirkstoffen — nicht in  ,reinen  Alzheimer-Patientenpopulationen  erfolgt.
Dementsprechend wird versucht (u.a. mittels Imaging-Verfahren und genetischen
Analysen), Untersuchungen in eng umgrenzten Patientenpopulationen durchzufiihren
(Jack, Jr., 2012; Ringman et al., 2014; Schneider et al., 2014). Dartber hinaus ist
bekannt, dass z.B.  Ap-Ablagerungen  lange vor  Auftreten  von
Verhaltensverdnderungen nachweisbar sind (Jack, Jr. et al., 2010; Villemagne et al.,
2013). Zahlreiche Ansatze wurden demnach in Patienten getestet, bei denen das
Stadium womdglich zu weit fortgeschritten war (Giacobini und Gold, 2013; Schneider
et al., 2014). Daher werden zunehmend Studien mit Patienten favorisiert, welche sich
8



in einem Fruhstadium der Demenz befinden. Dies wiederum erschwert die
Rekrutierung, verlangert die klinische Prifphase und erhoht entsprechend die Kosten
der Entwicklung neuer Praparate (Schneider et al., 2014).

6. Die zurzeit verfugbaren Tiermodelle spiegeln die neurodegenerative Erkrankung
héufig unvollistandig wider. Dies betrifft vor allem die Alzheimer-Krankheit (Van
Dam und De Deyn, 2011). Diese Unterschiede konnten fur das Scheitern
verschiedener Therapieansétze in der klinischen Phase verantwortlich sein (LaFerla
und Green, 2012).

7. Obgleich zahlreiche diagnostische Biomarker verfiigbar sind (Jack, Jr., 2012; Johnson
et al., 2012; Blennow et al., 2012a; Blennow et al., 2015), gibt es keine derartigen
Marker, die mit dem kognitiven Status der Patienten korrelieren. Wie bereits erwahnt,
geht die Verdnderung der Biomarker den Symptomen der Erkrankung voraus
(Bateman et al., 2012), d.h. der MeRwert eines Biomarkers ist nicht direkt mit einer
Wirkung auf die Kognition zu korrelieren. Ein Beispiel hierfur ist der Antikorper
Bapineuzumab, der in der Phase 2 eine signifikante Verédnderung von Phospho-Tau im
CSF bewirkte, jedoch klinische Endpunkte verfehlte (Blennow et al., 2012b).

Vor diesem Hintergrund hatte die vorliegende Arbeit das Ziel, die Entstehung und die
Wirkung posttranslationaler Modifikationen von Peptiden zu untersuchen, die nach Saido et
al. (1995) verstarkt bei neurodegenerativen Prozessen, insbesondere AD, auftreten. Im
Vordergrund stand hierbei die Modifikation des N-Terminus durch Pyroglutamat (pGlu),
welche insbesondere bei AP eine wichtige Rolle flr die Ausprdgung der neurotoxischen
Eigenschaften zu spielen scheint und deren Bildung durch das Enzym Glutaminyl-Cyclase
(QC) katalysiert wird. Es sollte deshalb auch geprift werden, ob eine Unterdriickung der
Modifikation durch Enzyminhibitoren einen mdglichen therapeutischen Ansatz darstellt.
Einige der zuvor genannten Probleme der Wirkstofforschung konnten dadurch umgangen

werden:

1. Die Unterdriickung von posttranslationalen Modifikationen der Amyloidpeptide greift
nicht in grundlegende Prozesse der Proteolyse ein (vgl. Punkt 1 auf Seite 7). Zudem
wird den modifizierten Formen keine physiologische Funktion zugeschrieben. Das
Auftreten von pGlu-Ap ist ausschlie3lich an pathophysiologische Verdnderungen im
Hirn geknipft (vgl. Punkt 4 auf Seite 8). Potentielle Nebenwirkungen zuvor getesteter

Ansatze sind daher nicht zu erwarten.



2. Aufgrund fruherer Untersuchungen (Schilling et a., 2003b) ist anzunehmen, dass
Enzyminhibitoren, wie sie zur Unterdriickung der Pyroglutamatbildung eingesetzt
werden konnten, zellgangig sind und auch die Blut/Hirn-Schranke Gberwinden (vgl.
Punkt 3 auf Seite 8).

3. Es sollten neuartige Tiermodelle erzeugt werden, die sich in Bezug auf das Auftreten
der pGlu-Peptide von etablierten Modellen unterscheiden. Zum einen sollte dies zur
Charakterisierung der zelluldren Toxizitat von pGlu-Ap beitragen. Zum anderen
konnen diese Tiermodelle zur Testung von neuen Wirkstoffkandidaten (proof of

principle) eingesetzt werden (vgl. Punkt 6 Seite 9).

Insgesamt sollten die Untersuchungen dazu dienen, die Unterdrickung von pGlu-
modifizierten Peptiden als therapeutisches Konzept zu prifen. Dies umfasste einerseits die
Analyse der Bildung von pGlu sowie eine detaillierte enzymatische und strukturelle
Charakterisierung der Enzymspezies QC tierischen und pflanzlichen Ursprungs, um das
Verstandnis der Enzymfunktion als eine Grundlage fur die Entwicklung von Inhibitoren zu
nutzen (Kapitel 2). Zum anderen stand auch die Isolation und funktionelle Charakterisierung
von QC-lsoenzymen im Vordergrund (Kapitel 2). In einem weiteren Teil wurde die Wirkung
von pGlu-Af und QC-Inhibitoren in zelluldren Testsystemen und Tiermodellen gepriift, um
das therapeutische Konzept zu belegen (proof of principle) (Kapitel 3). Weiterfiihrende
Studien betrafen die Bildung alternativer N-terminaler Modifikationen im Vergleich zur
pGlu-Bildung (Kapitel 4) sowie die Mdglichkeit des Einsatzes von Proteinwirkstoffen zur
Unterdriickung der pGlu-ApB-Toxizitat (Kapitel 5).

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit sollten daher dazu beitragen, neuartige
Maglichkeiten zur Behandlung von AD zu entwickeln und die Basis fiir die Uberfiihrung in
eine klinische Entwicklung zu schaffen.

2 Die Bildung Pyroglutamat-modifizierter Peptide in vitro und in vivo

2.1 Pyroglutamat (pGlu, 5-Oxo-Prolin) — Vorkommen, Metabolismus und Wirkung als
N-terminale Modifikation von Peptiden

Die fir die Alzheimer-Krankheit charakteristischen Proteinablagerungen kdnnen
unterschiedlichen posttranslationalen Modifikationen unterliegen. Neben der pGlu-
Modifikation des N-terminus von Amyloid-p treten z.B. auch eine Nitrierung oder

Phosphorylierungen auf (siehe hierzu auch die Kapitel 4 und 5). Die aus dem intraneuronalen
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Protein Tau gebildeten Degenerationsfibrillen sind stark phosphoryliert. Obgleich die
genannten Modifikationen von Amyloid-B und Tau mutmaBlich deren pathophysiologische
Eigenschaften hervorrufen, sind derartige posttranslationale Verédnderungen ein wesentliches
Element zur Regulation der biologischen Aktivitat und Stabilitat von Proteinen und Peptiden.
Eine Vielzahl dieser Strukturveranderungen ist daher an der Steuerung physiologischer
Prozesse beteiligt (Walsh, 2005). Beispiele hierfur sind die Phosphorylierung von Proteinen
durch Kinasen zur Regulation der Genexpression, die Sulfatierung von Hormonen, welche
deren Rezeptorbindung vermittelt oder eine Methylierung bzw. Acetylierung von Proteinen,
Vorgénge, die ebenfalls fur die Regulation der Genexpression in der eukaryontischen Zelle
essentiell sind (Tompa et al., 2014; Mowen und David, 2014; Matsubayashi, 2014,
Woodsmith und Stelzl, 2014).

Den genannten Modifikationen liegt grundsatzlich eine katalysierte Bildung zugrunde.
Daneben treten aber auch spontane Veranderungen des Peptidriickgrates auf, die meistens mit
Alterungsprozessen in Verbindung gebracht werden oder verstarkt bei pathophysiologischen
Prozessen auftreten. Zu diesen Modifikationen z&hlen die Bildung von Isoaspartat oder D-
Aspartat im Peptidriickgrat (Shimizu et al., 2000; Shimizu et al., 2005) oder auch die Tyrosin-
Nitrierung oder -Dimerisierung, die bei entziindlichen Prozessen aufgrund von
Radikalbildung vorkommen (Malencik und Anderson, 1994; Malencik und Anderson, 2003;
Franco und Estevez, 2014).

Die Bildung von Pyroglutamat (pGlu, pE), eine stets am N-Terminus vorzufindende Peptid-
Modifikation, kann sowohl enzymkatalysiert durch Glutaminyl-Cyclasen als auch spontan
erfolgen (Abraham und Podell, 1981; Moret und Briley, 1988). Erstmals beschrieben wurde
pGlu als Aminosédure-Derivat in Zellkulturmedien bei deren Erhitzung (Haitinger, 1882). Das
Erhitzen fuhrt zur Dehydratation von Glutamat bzw. zur spontanen Deamidierung des
Glutamins (Abbildung 1). Die Reaktion verldauft dabei nach einem Additions-Eliminierungs-
Mechanismus. Die o-Aminogruppe greift nukleophil am vy-Carbonylkohlenstoff der
Aminosdure an. Es bildet sich ein tetraedrisches Intermediat, aus dem Wasser bzw.

Ammoniak eliminiert wird.
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Abbildung 1: Spontane Bildung von Pyroglutamat aus Glutamat bzw. Glutamin. Die Reaktion ist irreversibel
und verlauft unter Bildung eines tetraedrischen Intermediats (hier dargestellt in der zwitterionischen Form), aus

dem Wasser bzw. Ammoniak (Ammonium) eliminiert wird.

Im tierischen Organismus wird das freie Aminosdurederivat pGlu im y-Glutamylzyklus durch
die Aktivitat des Enzyms y-Glutamyl-Cyclotransferase (GCT) gebildet (Abbildung 2, Mitte
unten) (van der Werf und Meister, 1975). Im Unterschied zur zuvor erlduterten verldauft diese

Reaktion uber ein Acyl-Enzym-Intermediat.

ATP  Glutamin-Synthethase (GS)
YADP +P

H,N +
2 o NH, Peptid ADP +P

Pyroglutamyl-Aminopeptidase E OH  5-Oxo-Prolinase H,N

HO

H,N Glutaminyl-Cyclase INI Peptid (pGAP) o)
2 o (O HO
Peptid oder spontan
AS /<V
/
HN
AS
O y-Glutamyl-Cyclotransferase
NH, (GCT)
o’ "OH

Abbildung 2: Verschiedene Wege der Bildung von Pyroglutamat sowie der Abbau des Aminoséure-Derivats
(Erlauterungen im Text). Neben der Spaltung durch 5-Oxo-Prolinase wird pGlu auch {ber den Urin
ausgeschieden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von Pyroglutamyl-Peptiden sowie deren Bildung
durch Glutaminyl-Cyclasen bei pathophysiologischen Prozessen untersucht (fett hervorgehoben). Neben der hier
aufgezeigten Zyklisierung von Glutaminylresten kdnnen pGlu-Peptide auch aus Glutamyl-Prékursoren

hervorgehen (nicht dargestellt) (AS, Aminoséure).
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Ein aktivierter Cysteinrest im aktiven Zentrum der GCT greift die y-Glutamylbindung eines
Dipeptids, das zuvor durch die Aktivitat der membranstandigen y-Glutamyl-Transpeptidase
gebildet wurde, nukleophil an, und Glycylcystein wird freigesetzt. Das nicht-acylierte Enzym
bildet sich durch den intramolekularen, nukleophilen Angriff der Aminogruppe am Thioester
zuriick und Pyroglutamat entsteht. Darlber hinaus kann pGlu auch durch Glutamin-
Synthethase in Abwesenheit von Ammoniumionen (Meister, 1985) gebildet werden
(Abbildung 2, Mitte oben). Der Mechanismus ist nicht im Detail untersucht, jedoch kann
vermutet werden, dass die Aminogruppe nach einer Gruppentbertragung eines Phosphatrestes
von ATP auf die y-Carbonylgruppe, es entsteht dabei ein Sdureanhydrid, ebenfalls nucleophil
angreift und das Anhydrid in einer intramolekularen Reaktion gespalten wird. Zudem entsteht
Pyroglutamat nach Abspaltung des N-terminalen Restes von Peptiden durch Pyroglutamyl-
Aminopeptidasen (pGAPasen; Abbilung 2, Mitte) (Awade et al., 1994; Cummins und
O'Connor, 1998). Diese Enzyme kommen in Tieren, Pflanzen und Bakterien vor. Im
Menschen treten zwei Pyroglutamyl-Aminopeptidasen auf. Die pGAPase Il, eine Zink-
Aminopeptidase, die sich auf Epithelzellen von Blutgefalen befindet, hydrolysiert spezifisch
das Peptidhormon Thyreoliberin (TRH). Deren Isoenzym, die pGAPase 1, ist in
verschiedenen Geweben vorzufinden. Diese Protease weist eine breite Substratspezifitat auf
und ist hochstwahrscheinlich am Peptidabbau im Cytosol beteiligt. Das durch die
verschiedenen Mechanismen gebildete Pyroglutamat wird durch die Aktivitat der 5-Oxo-
Prolinase zum Glutamat umgesetzt (Abbildung 2, rechts)(Van der Werf et al., 1971,
Williamson und Meister, 1981; Meister, 1985), das in den Aminosdure-Stoffwechsel
eingeschleust wird. Zudem wird Pyroglutamat tber den Urin abgegeben (Eldjarn et al., 1972;
Eldjarn et al., 1973).

Offenbar stellt die freie Aminosaure pGlu® ausschlieBlich einen Metaboliten dar, dem keine
physiologische Funktion zuzuordnen ist. Demgegeniber ist pGlu am N-Terminus von
Proteinen oder Peptiden in vielen Fallen eine Funktion zuzuordnen. Die Bildung der pGlu-
Peptide aus Glutaminyl- oder Glutamyl-Prakursoren kann spontan oder durch Glutaminyl-
Cyclasen katalysiert erfolgen (siehe das folgende Kapitel). Die Untersuchung dieser Prozesse
sowie die Rolle der pGlu-Modifikation fur die (patho-) physiologische Aktivitat von Peptiden
war eines der Ziele der vorliegenden Arbeiten.

Da der aminoterminale Stickstoff die Amidgruppe des Lactamrings ausbildet, verliert der N-

Terminus die positive Ladung. Diese strukturellen Veranderungen beeinflussen die

! Pyroglutaminséure ist an sich nicht den Aminosauren zuzuordnen, da der Stickstoff aufgrund der Ausbildung
des Lactamringes seine nucleophilen Eigenschaften eingebuf3t hat. Da pGlu jedoch Bestandteil von Peptiden und
Proteinen ist, wird es haufig den Aminosduren zugerechnet. Dies wird jedoch debattiert (Christensen, 1988).
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biochemischen Eigenschaften der Peptide und dadurch auch hdufig deren biologische
Funktion. Fur die Peptide TRH und GnRH konnte gezeigt werden, dass N-terminales pGlu
deren Halbwertszeit im Plasma verléngert, da sie der Verlust der N-terminalen Ladung vor
Abbau durch unspezifische Aminopeptidasen schiitzt (Lipscomb und Strater, 1996). Des
Weiteren war ein Ergebnis von Rezeptor-Interaktionsstudien, dass der N-terminale Rest die
Bindung an die spezifischen Rezeptoren vermittelt (Goren et al., 1977; Sealfon et al., 1997).
In Tabelle 2 sind einige pGlu-modifizierte Peptide aufgefuhrt, deren Wirkung bereits
untersucht wurde. Die Funktion des N-terminalen Aminosaurerestes wird erldutert, falls diese
bereits bekannt ist. Es wird deutlich, dass die ,,Blockierung®“ des N-Terminus mutmallich
immer zur Stabilisierung des Peptides/Proteines gegeniiber Abbau durch Aminopeptidasen
beitragt. Hinzu kommt, dass fir einige Enzyme wie Onconase oder Cellulase gezeigt wurde,
dass der pGlu-Rest auch die Faltung von Proteinen beeinflussen kann (Ribo et al., 2004;
Welker et al., 2007; Dana et al., 2014).

Einige der in Tabelle 2 aufgefuhrten Peptide (CCL2, CCL7) sind chemotaktisch wirksame
Cytokine, sogenannte Chemokine, die bei Entziindungsreaktionen Immunzellen anlocken. Die
Chemokine der MCP-Familie (CCL2, CCL7, CCL8 und CCL13) sind dabei spezifisch flr
Monocyten und Granulozyten (Van Damme et al., 1992). Insbesondere CCL2 (MCP-1) spielt
eine wesentliche Rolle bei der angeborenen Immunantwort, da es im geschadigten Gewebe
ausgeschuttet wird und auch an Prozessen der Gewebeumbildung beteiligt ist (Panee, 2012).
Im Menschen ist CCL2, wie auch die anderen erwahnten Cytokine, am N-Terminus durch
pGlu modifiziert (Gong und Clark-Lewis, 1995). Bereits frihere Untersuchungen konnten
zeigen, dass eine Verénderung von CCL2 durch N-terminale Verlangerung oder Verkirzung
dessen chemotaktische Aktivitat stark herabsetzt (Gong und Clark-Lewis, 1995). Die
Bedeutung des pGlu-Restes flr die Funktion von CCL2 war noch nicht bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Rolle des N-terminalen pGlu-Restes
fir Chemokine der MCP-Familie untersucht (Cynis et al., 2011)%. Das Chemokin mit nicht-
cyclisiertem N-Terminus, d.h. GIn’-CCL2, wies im Vergleich zu pGlu-CCL2 eine 3- bis 5-

fach niedrigere chemotaktische Potenz auf (Cynis et al., 2011). Dies geht mit einer

2 Um Publikationen mit eigener Beteiligung und Beitrag zur vorliegenden Habilitationsschrift im Text kenntlich
zu machen, wurden die entsprechenden Zitate kursiv hervorgehoben. Die entsprechenden Publikationen sind am
Abschnittsende als vollstandiges Zitat und im Anhang als Kopie aufgefiihrt.
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Tabelle 2 Beispiele humaner, N-terminal pGlu-modifizierter Peptide und Proteine sowie deren Funktion.

Organismus Peptid/Protein Funktion des Peptides Rolle pGlu-Rest Literatur
Mensch, Rind Kollagen 1 Kollagen des Bindegewebes (Haut, Knochen, Sehnen) unbekannt (Click und Bornstein, 1970; Rauterberg
et al., 1972; Horlein et al., 1979)
Mensch Fibronektin Protein der extrazelluldren Matrix, Bindung verschiedener unbekannt (Garcia-Pardo et al., 1983)
Zelloberflachenproteine (z.B. Kollagen, Fibrin)
Mensch Gonadoliberin GnRH Stimulation der Sezernierung von Gonadotropinen (LH) Essentiell fiir Rezeptorbindung und —aktivierung, (Okada et al., 1973; Karten und Rivier,
Stabilisierung gegeniiber Abbau 1986; Sealfon et al., 1997; Morty et al.,
2006)
Mensch a-Amylase 1 Hydrolyse von a(1-4)-glykosidischen Bindungen (Starkeabbau unbekannt (Karn et al., 1981; Ramasubbu et al.,
im Speichel) 1996)
Mensch CCL2 Chemotaxis von Monozyten, bewirkt Erhoht Affinitat zu Rezeptor sowie Schutz vor (Yoshimura und Leonard, 1992; Gong
Monozyteninfiltration Abbau und Clark-Lewis, 1995; Cynis et al.,
2011)
Mensch CCL7 Lockstoff von Monozyten und eosinophilen Granulozyten Einfluss auf Rezeptorbindung, vermutlich (Proost et al., 1998; Menten et al.,
Stabilisierung gegentiber Aminopeptidasen 2001; Cynis et al., 2011)
Rana pipiens RNAse (Onconase, Hydrolyse einzelstrangiger RNA Aktivitat und Strukturbildung (Ribo et al., 2004; Welker et al., 2007)
Mensch 'I?ﬁgl?elg;?bsgzin Stimuliert die hypophysére Sekretion von Thyreotropin und Essentiell fir Rezeptorbindung und -aktivierung (Goren et al., 1977)
TRH Prolaktin; Neurotransmitter/-modulator; beteiligt am
Haarwachstum
Tabak Peroxidase 34 Verstarkte Expression durch umweltbedingten Stress wie
Verletzung, oxidativen Stress oder Pathogenbefall
Tabak Pathogenese-assoziiertes Verstarkte Expression bei Pathogenbefall
Protein 1
Tabak B-1,3-Endoglukanase Verstérkte Expression bei Pathogenbefall

Talaromyces

emersonii

Cellulase Cel7a

Abbau von Cellulose

erhoht Thermostabilitat und Aktivitat des
Enzyms

(Dana et al., 2014)
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verringerten Rezeptor-Internalisierung einher, was auf einen Affinitatsverlust von GIn*-CCL2
gegeniiber dem Rezeptor schlieBen lasst. Auch die anderen Chemokine der MCP-1 Familie
verhalten sich diesbezuglich &hnlich (Cynis et al., 2011). Der pGlu-Rest am N-Terminus von
CCL2 beeinflusst jedoch nicht nur die Rezeptorbindung, sondern auch mdgliche
Mechanismen des Abbaus dieses Chemokins (Cynis et al., 2011). Die Spaltung im N-
terminalen Bereich von CCL2 durch Matrix-Metalloproteasen ist ein Hauptweg der
Inaktivierung des Chemokins. Dies ist unabhéngig von der pGlu-Modifikation. Der nicht-
modifizierte N-Terminus von CCL2 (GIn*- CCL2) stellt eine mogliche Spaltstelle fir Prolin-
spezifische Proteasen wie Dipeptidyl-Peptidase 4 oder Aminopeptidase P dar. Beide Enzyme
benodtigen jedoch fir die Substratbindung einen positiv geladenen (basischen) N-Terminus.
Die Bildung von pGlu und der damit einhergehende Ladungsverlust sowie die strukturelle
Veranderung verhindern daher die Spaltung durch diese Enzyme (Cynis et al., 2011). Im
Gegensatz dazu wird der unprozessierte Prakursor GIn'-CCL2 durch beide Proteasen als
Substrat erkannt (Cynis et al., 2011). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass im Fall
von CCL2 und vermutlich auch der anderen Chemokine der CCL2-Familie die Cyclisierung
zur Stabilitat bzw. zur Kanalisierung in spezifische Abbauwege beitrdgt, was eine
Madglichkeit zur Regulation von Signalwegen darstellt.
Am Beispiel von CCL2, das ein Zielmolekul fur die Wirkstoffentwicklung ist (siehe hierzu
auch Kapitel 3), lassen sich somit zwei wesentliche Funktionen der N-terminalen pGlu-
Modifikation ableiten:

1. die Stabilisierung gegenlber Abbau und dadurch die Verlangerung der Halbwertszeit

im Organismus und
2. die Vermittlung bzw. Verstarkung der Interaktion von regulatorischen Peptiden mit
deren Rezeptoren.

Diese grundlegenden Mechanismen spielen womdglich auch bei der Auspragung der
Toxizitdt von Amyloidpeptiden eine Rolle, wie in Kapitel 3 erlautert wird. Auf der
Unterbindung der pGlu-Modifikation beruhen daher auch die therapeutischen Ansatze, die im
Rahmen dieser Arbeit geprift wurden. Grundlegendes Prinzip dabei ist die Unterdriickung der
Wirkung der Peptide (bei CCL2 die Chemotaxis, bei pGlu-Ap die Toxizitat) durch eine
gehemmte Bildung der posttranslationalen Modifikation oder der Bindung und Inaktivierung
der modifizierten Peptide. Ersteres beruht auf Inhibitoren der Glutaminyl-Cyclasen, die im
folgenden Teil dargelegt werden. Eine Alternative konnten monoklonale Antikorper

darstellen, die spezifisch flr die pGlu-Modifikation sind (Kapitel 5).
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Zitierter Beitrag mit eigener Beteiligung *

Cynis H, Hoffmann T, Friedrich D, Kehlen A, Gans K, Kleinschmidt M, Rahfeld JU, Wolf R, Wermann M, Stephan A, Haegele M,
Sedimeier R, Graubner S, Jagla W, Mller A, Eichentopf R, Heiser U, Seifert F, Quax PH, de Vries MR, Hesse I, Trautwein D, Wollert U,
Berg S, Freyse EJ, Schilling S*, Demuth HU. The isoenzyme of glutaminyl cyclase is an important regulator of monocyte infiltration
under inflammatory conditions. EMBO Mol Med 2011, 3, 545-58.

2.2 Untersuchungen zur nicht-enzymkatalysierten Bildung von Pyroglutamat

Bereits frih wurde gezeigt, dass insbesondere N-terminales Glutamin stark zur spontanen
Deamidierung neigt (Gilbert et al., 1949). Die Instabilitat spielt u.U. eine wichtige Rolle bei
der Formulierung von Impfstoffen, da diese haufig tber langere Zeit gelagert werden und eine
Verénderung der Eigenschaften nicht erwiinscht ist. Untersucht wurde dies z.B. bei
Antikdrpern, die ein N-terminales Glutamat aufweisen (Yu et al., 2006).

Da die spontane Cyclisierung eines Glutamylrestes der Bildung von pGlu-Ap zugrunde liegen
(siehe hierzu Kapitel 3) und man diesen Prozess nicht durch Enzyminhibitoren verlangsamen
konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals ein quantitativer Vergleich der
Zyklisierungsgeschwindigkeit von  N-terminalen Glutamyl- und  Glutaminylresten
durchgefuhrt. Als Modellpeptid diente AB3-6, abgeleitet vom Amyloidpeptid, das mit
cyclisiertem N-Terminus im Hirn von Alzheimer-Patienten vorkommt (siehe hierzu auch
Kapitel 3). Die nicht-enzymkatalysierte Bildung von Pyroglutamat aus N-terminalen
Glutamin(ylresten wurde in Losung untersucht (Seifert et al., 2009; Seifert et al., 2015) (vgl.
Abbildung 1). Dabei zeigte sich, dass die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung der
Zyklisierung von N-terminalen Glutaminylresten unter physiologischen pH-Bedingungen im
Vergleich zu Glutamylresten 1- bis 2x10%-fach groRer ist. Demzufolge lag die Halbwertszeit
von L-Glutaminylpeptiden bei einigen Tagen, die von Glutamylpeptiden bei mehreren Jahren
(Seifert et al., 2009).

Interessanterweise katalysieren Phosphationen die Zyklisierung von L-Glutaminylresten
(Seifert et al., 2015). Die Halbwertszeit des Modellpeptides H-GIn-Phe-Ala-NH, sank von 29
Tagen in Abwesenheit von Phosphat auf 11 Stunden in 0,1 M Phosphatldsung bei pH 7,0 und
30°C. Die beachtliche katalytische Aktivitat von Phosphationen ist offensichtlich auf eine
Beschleunigung von Protonentibergangen zurlickzufiihren, die die Zyklisierungsreaktion
(Bildung und/oder Zerfall des tetraedrischen Intermediats) limitieren. Dies ging aus der
Ermittlung des Loésungsmittel-Isotopieeffektes (H.O/D,0) hervor, der in Abwesenheit von
Phosphationen stark positiv war und mit steigender Phosphatkonzentration sank (Seifert et al.,

2015). Maoglicherweise ist die besondere Aktivitdt von Phosphat auf eine bispezifische

® Bei den Zitaten am Ende eines Abschnittes sind korrespondierende(r) Autor(en) durch * gekennzeichnet.
Gleichwertige Beitrage zur Publikation werden mit * kenntlich gemacht.
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Katalyse zuruckzufiihren. Die S&ure/Base Katalyse wird auch dadurch belegt, dass die
katalytische Aktivitat im Bereich des pKa, von Phosphat (um pH 7,0) am hdchsten ist (nicht
publizierte Beobachtung).

Obgleich die Bildung von pGlu-Peptiden im tierischen und pflanzlichen Organismus
vermutlich Uberwiegend enzymkatalysiert ablduft, konnte insbesondere die spontane
Cyclisierung von Glutamin dafiir verantwortlich sein, dass die Deletion von Glutaminyl-
Cyclasen in der Maus nicht zur Ausprdgung von offensichtlichen phéanotypischen
Veranderungen fihrt (siehe hierzu Kapitel 2.3.4). Die im Vergleich zu Glutaminylresten
deutlich langsamere Cyclisierung von N-terminalen Glutamylresten legt nahe, dass der
Anreicherung von pGlu-Ap bei AD eine enzymkatalysierte Reaktion zugrunde liegt. Die
Charakterisierung der dafir verantwortlichen Glutaminyl-Cyclasen ist Gegenstand der

folgenden Abschnitte.

Zitierte Beitrage mit eigener Beteiligung

Seifert F, Schulz K, Koch B, Manhart S, Demuth HU*, Schilling S. Glutaminyl cyclases display significant catalytic proficiency for
glutamyl substrates. Biochemistry 2009, 48, 11831-3.

Seifert F, Demuth HU, Weichler T, Ludwig HH, Tittmann K, Schilling S*. Phosphate ions and glutaminyl cyclases catalyze the
cyclization of glutaminyl residues by facilitating synchronized proton transfers. Bioorg Chem. 2015, 60, 98-101.

2.3 Enzymkatalysierte Bildung von N-terminalem Pyroglutamat durch Glutaminyl-
Cyclasen (QCs)

2.3.1 Pflanzliche und bakterielle Glutaminyl-Cyclasen (QCs)

Die Cyclisierung von N-terminalen Glutamin(ylresten wird in Organismen durch QCs
katalysiert (Schilling et al., 2008a). Die Enzyme beschleunigen die intramolekulare
Cyclisierung von Glutamin durch nicht-kovalente Katalyse. Die QC der Pflanze Carica
papaya ist die erste beschriebene QC (Messer, 1963). Das Enzym wurde aus dem Papain-
reichen Latex der Pflanze isoliert, welcher bei Verwundung abgegeben wird. Da das Sekret
der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen dient, wurde vermutet, dass die durch die QC
freigesetzten Ammoniumionen diese Wirkung fordern (EI Moussaoui et al., 2001).

Vor dem Hintergrund der Untersuchung der enzymkatalysierten Bildung von pGlu sowie der
Testung von Inhibitoren der tierischen QCs wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch
pflanzliche QCs isoliert und vergleichend charakterisiert (Schilling et al., 2007a). Aufgrund
von Sequenzhomologie zur Papaya-QC wurden cDNAs mutmaBlicher QCs aus Arabidopsis
thaliana und Solanum tuberosum isoliert. Die heterologe Expression in Hefe fihrte zur

Isolation aktiver Enzyme. Der Nachweis von QC in anderen Pflanzen als C. papaya fihrte zur
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Hypothese, dass der QC in Pflanzen auch eine andere Rolle als die der Ammoniumproduktion
zukommt. In Anlehnung an die Funktion tierischer QCs (siehe hierzu den folgenden
Abschnitt) wurde in Literatur- und Peptiddatenbanken nach pGlu-modifizierten Peptiden und
Proteinen gesucht. Tatsachlich sind bereits zahlreiche pflanzliche Proteine beschrieben
worden, welche einen N-terminalen pGlu-Rest aufweisen. Einige Hinweise legen nahe, dass

die QC bei deren Bildung beteiligt sein konnte:

1. Zahlreiche der pGlu-Proteine, so z.B. das Pathogenesis-related Protein 1 (PR1) und
Chitinasen, werden bei Pathogenbefall exprimiert. Chitinasen befinden sich auch im
Latex von C. papaya. Der pGlu-Rest am N-Terminus von PR1 ist offensichtlich
konserviert (Schilling et al., 2007a).

2. Die QCs aller Pflanzen sowie auch die bisher bekannten pflanzlichen pGlu-Proteine
werden sekretorisch exprimiert (Schilling et al., 2007a).

3. Erste Experimente mittels spezifischer Antikdrper, welche gegen die QC aus Kartoffel
gerichtet sind, weisen darauf hin, dass die QC bei Pathogenbefall induziert wird (nicht
publiziert). Dies ist auch von den beschriebenen mutmaglichen Substraten bekannt.

4. Die bisher untersuchten QCs weisen eine breite Substratspezifitat auf (Schilling et al.,
2003a; Schilling et al., 2007a). Eine Umsetzung verschiedener Substrate ist daher
wahrscheinlich.

Strukturell stellen die pflanzlichen QCs eine eigene Klasse dar (Azarkan et al., 2005;
Wintjens et al., 2006; Guevara et al., 2006). Konserviertes Merkmal ist ein B-Propeller, der
aus 5 B-Faltblattern aufgebaut ist. Helikale Bereiche sind nur am N- bzw. C-Terminus
vorzufinden. Im Zentrum des Propellers ist bei der Papaya-QC ein Metallion (Ca** oder Zn**)
gebunden, welches jedoch nicht an der Katalyse beteiligt ist (siehe hierzu auch das folgende
Kapitel 2.3.2 sowie Abbildung 3). Auf Basis der Primarstruktur der pflanzlichen QC konnten
in zahlreichen Bakterien homologe Proteine identifiziert werden (Huang et al., 2010; Carrillo
et al., 2010). Die Rolle dieser bakteriellen QCs ist jedoch noch ungeklart. Ebenso scheint das
Vorkommen von QCs in Bakterien, im Gegensatz zu Tieren und Pflanzen, weniger
konserviert zu sein. Zudem weisen neueste Erkenntnisse darauf hin, dass in Bakterien auch
QCs vorkommen kénnen, die homolog zu den tierischen QCs sind (nicht publiziert). Da diese
Enzyme in pathogenen Bakterien des Mundraumes vorkommen, wird deren Rolle zurzeit
intensiv erforscht. Interessanterweise ist die katalytische Effizienz der bakteriellen QCs im
Vergleich zu den homologen QCs der S&uger bzw. Pflanzen um 1-2 GrélRenordnungen
niedriger (Schilling et al., 2003a; Schilling et al., 2005; Carrillo et al., 2010). Der

19



grundlegende Mechanismus der Katalyse ist bei tierischen, pflanzlichen und bakteriellen

Glutaminyl-Cyclasen &hnlich (siehe dazu den folgenden Abschnitt).

Abbildung 3: Strukturvergleich der menschlichen (A), einer pflanzlichen (B) und einer bakteriellen QC (C). Die
Struktur der menschlichen QC (Typ 2; hier dargestellt ist pdb:3si0) ist derjenigen bakterieller Aminopeptidasen
&hnlich (siehe auch Abbildung 4). Pflanzliche und bakterielle QCs (Typ 1) bilden eine eigene Strukturfamilie
aus, hier dargestellt ist die QC aus Carica papaya (pdb:2faw) und aus Zymomonas mobilis (pdb:3nom). Das
Zinkion der QCs der Sauger ist fir die Enzymaktivitat essentiell (siehe auch Abbildung 5). Die Metallionen der

pflanzlichen und bakteriellen QCs haben vermutlich strukturelle Funktion (Quelle: www.rcsb.org).

Zitierte Beitrage mit eigener Beteiligung

Schilling S., Cynis H., von Bohlen A., Hoffmann T., Wermann M., Heiser U., Buchholz M., Zunkel K., and Demuth H. U.* Isolation,
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Schilling S*, Stenzel I, von Bohlen A, Wermann M, Schulz K, Demuth HU, Wasternack C. lIsolation and characterization of the
glutaminyl cyclases from Solanum tuberosum and Arabidopsis thaliana: implications for physiological functions. Biol Chem 2007,
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Schilling S*, Wasternack C, Demuth HU. Glutaminyl cyclases from animals and plants: a case of functionally convergent protein
evolution. Biol Chem 2008, 389, 983-91.

Carrillo DR#, Parthier C#, Janckel N, Grandke J, Stelter M, Schilling S, Boehme M, Neumann P, Wolf R, Demuth HU*, Stubbs MT%*,
Rahfeld JU. Kinetic and structural characterization of bacterial glutaminyl cyclases from Zymomonas mobilis and Myxococcus
xanthus. Biol Chem 2010, 391, 1419-28.

2.3.2 Tierische und menschliche Glutaminyl-Cyclasen — Struktur und Funktion

Im Unterschied zu den pflanzlichen QCs (auch als Typ 1 bezeichnet) bilden die Enzyme
tierischen Ursprungs (Typ 2) keine eigenstandige Strukturfamilie (Huang et al., 2005;
Wintjens et al., 2006). Offensichtlich entwickelten sich die tierischen QCs aus Zink-
abhangigen bakteriellen Aminopeptidasen (Schilling et al., 2003b; Booth et al., 2004;
Schilling et al., 2008a). Abgeleitet wurde dies aus der Konservierung der Zink-bindenden
Reste des aktiven Zentrums sowie der generell &hnlichen Topologie der Faltung (Abbildung

4). Strukturmerkmal der tierischen QCs ist ein zentrales B-Faltblatt, das von o-Helices
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umgeben ist (siehe auch Abbildung 3). Das aktive Zentrum wird durch flexible loop-Bereiche
geformt, das fiir die Katalyse essentielle Zn?*-lon wird durch einen His-, einen Asp- und
einen Glu-Rest komplexiert (Huang et al., 2005; Ruiz-Carrillo et al., 2011). Die QCs vom
Typ 2 und Typ 1 unterscheiden sich daher nicht nur strukturell, sondern auch in Bezug auf

Komponenten der Katalyse.

Abbildung 4: Vergleich der Struktur der menschlichen QC (griin) und der bakteriellen Aminopeptidase aus
Aeromonas proteolytica (orange). Obgleich beide Enzyme eine Sequenzidentitat von nur 15% aufweisen, zeigen
sowohl die a/B-globuldre Struktur (A) als auch die aktiven Zentren sehr hohe Homologie (B). Im Gegensatz zur
QC binden die Aminopeptidasen zwei Zinkionen im aktiven Zentrum. Vermutlich hatten beide Enzyme einen

gemeinsamen Vorlaufer (Quelle: www.rcsb.org).

Interessanterweise zeigen die menschliche QC und die QCs der Pflanzen jedoch eine &hnliche
katalytische Effizienz (Schilling et al., 2003a; Schilling et al., 2005; Schilling et al., 2007a;
Schilling et al., 2008a). Dies liegt wahrscheinlich in grundlegend &hnlichen Mechanismen der
Katalyse begrindet (Abbildung 5). Prinzipiell beruht die Beschleunigung der
intramolekularen Cyclisierung auf zwei wesentlichen Prozessen (Schilling et al., 2008a):
1. Die y-Carbonylgruppe des N-terminalen GIn-Restes wird durch eine Lewis-Saure
polarisiert und stabilisiert das gebildete tetraedrische Intermediat.
2. Ein Glutamatrest katalysiert den Protoneniibergang von der angreifenden
Aminogruppe auf den abzuspaltenden Stickstoff.
Die QCs vom Typ 1 und 2 unterscheiden sich essentiell in der Art der Lewis-Saure, welche in
den tierischen QCs das katalytische Zinkion (Schilling et al., 2003b), in den pflanzlichen QCs
wahrscheinlich ein Lysylrest ist (Wintjens et al., 2006). Demzufolge tbernimmt das Metallion

eine ahnliche Aufgabe wie bei den verwandten bakteriellen Aminopeptidasen. Auch hier
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polarisiert ein Zinkion die zu spaltende Peptidbindung (Lipscomb und Strater, 1996). Das
Zinkion im aktiven Zentrum besitzt, zumindest in einigen Fallen, jedoch auch die Funktion
der Strukturstabilisierung des Enzyms. Untersuchungen am Apoenzym einer Drosophila-QC
haben gezeigt, dass die Entfernung des Zinkions mit einer partiellen Entfaltung einhergeht.
Dies wurde bei der menschlichen QC nicht beobachtet (Koch et al., 2012). Ein weiteres
strukturbildendes Element der QCs der S&uger ist eine konservierte Disulfidbriicke. Diese
scheint - im Gegensatz zu einer initialen Vermutung (Schilling et al., 2002) - nicht essentiell
fir die Ausbildung der Kkatalytisch aktiven Struktur zu sein, stabilisiert das Protein jedoch

gegeniiber thermisch und chemisch induzierter Entfaltung (Ruiz-Carrillo et al., 2011).
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Abbildung 5: Katalytischer Mechanismus von QCs des Typs 1 und 2. Obgleich die Proteine keine strukturelle
Homologie aufweisen, sind die katalytischen Mechanismen grundsétzlich ahnlich. Ein essentieller Unterschied
besteht jedoch in Bezug auf die Lewis-Séure (Ls), welche die Carbonylgruppe polarisiert und das tetraedrische,
enzymgebundene Intermediat stabilisiert: Bei QCs des Typs 2 (z.B. Séuger-QC) ist dies ein Zinkion, bei den
QCs des Typs 1 ein Lysylrest. Ein Glutamylrest (hier nur die Carboxygruppe dargestellt) beschleunigt die
Ubertragung eines Protons auf die Abgangsgruppe (Ammoniak/Ammoniumion) (Schilling et al., 2008a).

22



Zitierte Beitrage mit eigener Beteiligung

Schilling S., Cynis H., von Bohlen A., Hoffmann T., Wermann M., Heiser U., Buchholz M., Zunkel K., and Demuth H. U.* Isolation,
catalytic properties, and competitive inhibitors of the zinc-dependent murine glutaminyl cyclase. Biochemistry 2005, 44, 13415-13424.

Schilling S*, Stenzel I, von Bohlen A, Wermann M, Schulz K, Demuth HU, Wasternack C. Isolation and characterization of the
glutaminyl cyclases from Solanum tuberosum and Arabidopsis thaliana: implications for physiological functions. Biol Chem 2007,
388, 145-53.

Schilling S*, Wasternack C, Demuth HU. Glutaminyl cyclases from animals and plants: a case of functionally convergent protein
evolution. Biol Chem 2008, 389, 983-91.

Ruiz-Carrillo D, Koch B, Parthier C, Wermann M, Dambe T, Buchholz M, Ludwig HH, Heiser U, Rahfeld JU, Stubbs MT*, Schilling S*,
Demuth HU. Structures of glycosylated mammalian glutaminyl cyclases reveal conformational variability near the active center.
Biochemistry 2011, 50, 6280-8.

Koch B, Kolenko P, Buchholz M, Carrillo DR, Parthier C, Wermann M, Rahfeld JU, Reuter G, Schilling S*, Stubbs MT*, Demuth HU.
Crystal structures of glutaminyl cyclases (QCs) from Drosophila melanogaster reveal active site conservation between insect and
mammalian QCs. Biochemistry 2012, 51, 7383-92.

2.3.3 Isolation von Isoenzymen der tierischen Glutaminyl-Cyclasen (iso-Glutaminyl-
cyclase, isoQC)

Im Rahmen der Wirkstoffentwicklung (siehe hierzu auch das folgende Kapitel 3) wurden
zahlreiche Inhibitoren dargestellt, welche die humane QC kompetitiv hemmen (Buchholz et
al., 2006; Buchholz et al., 2009; Ramsbeck et al., 2013). Die Untersuchungen zur Wirkung
von QC-Inhibitoren in verschiedenen Tiermodellen der Alzheimer-Krankheit machten die
Isolation von QCs der Modellorganismen sowie deren enzymatische Charakterisierung
erforderlich. Insbesondere sollte geklart werden, ob die Inhibitoren auch die QCs der
Modellorganismen hemmen. Dies war vor allem im Fall der Invertebraten-Tiermodelle
bedeutsam, da es mdglich erschien, dass diese QCs keine stark ausgepragte Homologie zur
menschlichen QC aufwiesen. Vor dem Hintergrund dieser Aufgabenstellung konnten in der
Taufliege Drosophila melanogaster erstmals Invertebraten-QCs nachgewiesen werden
(Schilling et al., 2007b). Interessanterweise ergaben diese Untersuchungen, dass im Genom
von Drosophila mehrere Gene vorkommen, die eine QC codieren kdnnten. Die heterologe
Expression der entsprechenden cDNAs ergab, dass die Gene CG32412 (DromeQC) und
CG5976 (isoDromeQC) aktive QCs der Fliege codieren. Dabei weist DromeQC wie die QCs
der Sduger und Pflanzen eine N-terminale Signalsequenz auf, die den Transport ins ER
vermittelt. Zwei Transkripte werden aus CG5976 gebildet, eines der beiden codiert eine
mitochondriale QC (Schilling et al.,, 2007b). Die homologe Expression der cDNA in
Drosophila S2-Zellen bestétigte die Sezernierung von DromeQC und die mitochondriale
Lokalisation eines der von CG5976 (isoDromeQC) abgeleiteten Proteine. Die enzymatische
Aktivitat der heterolog exprimierten QCs aus Drosophila war niedriger als die von QC aus
Maus oder Mensch (Schilling et al., 2007b). DromeQC zeigte eine etwas anders geartete pH-

Abhangigkeit der Katalyse, was durch ein sehr schmales pH-Optimum zwischen 7-7,5
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gekennzeichnet war (Schilling et al., 2007b). Die pH-Abhéngigkeit von isoDromeQC war
hingegen zu der von Maus-QC nahezu identisch. Die Untersuchungen an Drosophila wiesen
erstmals auf das Vorkommen mehrerer Gene in einem Organismus hin, welche fir eine QC
codierten. Die Sequenzidentitdt von ca. 40% und die sehr &hnlichen enzymatischen
Eigenschaften der Drosophila-QC-Isoformen legten dabei nahe, dass die Lokalisation von
DromeQC und isoDromeQC in verschiedenen Kompartimenten unterschiedliche
physiologische Funktionen widerspiegeln (Schilling et al., 2007b).

In der Folge konnte auch ein Isoenzym in Mensch und Maus nachgewiesen werden (Cynis et
al., 2008a). QC (Genbezeichnung QPCT) und isoQC (Genbezeichnung QPCTL) sind, wie die
Gene der QCs aus Drosophila, auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert. Die isoQC weist
eine Sequenzidentitat von ca. 40% gegeniber der QC aus Mensch und Maus auf. Wesentliche
Sequenzunterschiede sind im N-terminalen Bereich beider Enzyme zu finden (Cynis et al.,
2008a). Sequenzanalysen zeigten, dass der N-Terminus eine Membranbindung von isoQC
vermitteln und als Signalanker fungieren konnte. Die Expression der isoQC-cDNA und die
anschlieende Fraktionierung bestatigten diese Theorie. Diese Analysen wiesen auch darauf
hin, dass der N-Terminus fir die Membranbindung und die Retention des Proteins im Golgi-
Apparat verantwortlich ist (Cynis et al., 2008a). In einer folgenden Arbeit wurde isoQC
heterolog in der Hefe Pichia pastoris exprimiert (Stephan et al., 2009). Bereits in friiheren
Untersuchungen wurde diese Hefe erfolgreich zur Isolation von QC eingesetzt (Schilling et
al., 2002). Im Unterschied zur QC weist isoQC jedoch keine N-Glykosylierung auf. Dies
fiihrte dazu, dass das Protein nur sehr schwach exprimiert bzw. in das Medium der Hefe
sezerniert wurde (bei der Expression wurde der N-terminale Signalanker nicht berucksichtigt).
In der Folge konnte die Expressionsrate jedoch deutlich gesteigert werden, indem eine N-
Glykosylierungsstelle eingefihrt sowie ein freier Cysteinrest im C-terminalen Bereich des
Enzymes durch Serin ausgetauscht wurde. Die isoQC aus Maus wurde auf die gleiche Weise
exprimiert, jedoch war der Austausch des C-terminalen Cysteinrestes nicht notwendig, da an
dieser Position natirlicherweise ein Serylrest vorkommt. Die isolierten isoQC-Enzyme
menschlichen und murinen Ursprungs wiesen im Vergleich zur QC eine sehr ahnliche
Substratspezifitat auf (Stephan et al., 2009). Die zwischen den QC-Isoformen konservierten
Cysteine bilden eine intramolekulare Disulfidbriicke aus. Sowohl isoQC als auch QC binden
ein Zinkion im aktiven Zentrum. Dies konnte mittels Rontgenfluoreszenz-Untersuchungen
nachgewiesen werden (Stephan et al., 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals QC-lsoenzyme in Arthropoden und Sdugern

nachgewiesen und isoliert. Deren enzymatische Eigenschaften sind sehr &dhnlich, jedoch
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zeigen sich Unterschiede in der Kompartimentierung der Proteine innerhalb der Zelle. Diese
Unterschiede sind offensichtlich fur eine differentielle Substratumsetzung in vivo
verantwortlich. Die Untersuchungen hierzu wurden maf3geblich durch die Entwicklung von
QC- und isoQC-knockout Méusen vorangetrieben, sie werden im folgenden Abschnitt

abgehandelt.

Zitierte Beitrage mit eigener Beteiligung

Buchholz M, Heiser U*, Schilling S, Niestroj AJ, Zunkel K, Demuth HU. The first potent inhibitors for human glutaminyl cyclase:
synthesis and structure-activity relationship. J Med Chem 2006, 49, 664-677.

Schilling S, Lindner C, Koch B, Wermann M, Rahfeld JU, von Bohlen A, Rudolph T, Reuter G, Demuth HU*. Isolation and
characterization of glutaminyl cyclases from Drosophila: evidence for enzyme forms with different subcellular localization.
Biochemistry 2007, 46, 10921-30.

Cynis H, Rahfeld JU, Stephan A, Kehlen A, Koch B, Wermann M, Demuth HU*, Schilling S. Isolation of an isoenzyme of human
glutaminyl cyclase: retention in the Golgi complex suggests involvement in the protein maturation machinery. J Mol Biol 2008, 379,
966-80.

Stephan A, Wermann M, von Bohlen A, Koch B, Cynis H, Demuth HU, Schilling S*. Mammalian glutaminyl cyclases and their
isoenzymes have identical enzymatic characteristics. FEBS J 2009, 276, 6522-36.

Buchholz M, Hamann A, Aust S, Brandt W, Béhme L, Hoffmann T, Schilling S, Demuth HU, Heiser U*. Inhibitors for human glutaminyl
cyclase by structure based design and bioisosteric replacement. J Med Chem 2009, 52, 7069-7080.

2.3.4 Zusammenhang zwischen Lokalisation von Glutaminyl-Cyclase und iso-
Glutaminyl-Cyclase sowie deren Substratumsetzung in der Zelle
Die Isolation von isoQC aus Mensch und Maus warf die Frage auf, ob QC und isoQC ein
Beispiel biologischer Redundanz darstellen oder ob die Isoenzyme verschiedene
physiologische Funktionen erfillen. Eine Untersuchung der Gewebespezifitat wies darauf hin,
dass QC und isoQC zwar ubiquitar exprimiert werden, die QC jedoch in neuronalem Gewebe
und sekretorisch aktiven Zellen sehr stark exprimiert wird. Demgegeniber wird isoQC
weitgehend &hnlich in vielen verschiedenen Geweben gebildet (Cynis et al., 2008a). Dieses
Expressionsmuster kdnnte mit der Umsetzung verschiedener Substrate in Verbindung stehen.
Bereits in friheren Arbeiten wurde gezeigt, dass die QC aus Rind mit pGlu-Hormonen im
Hypothalamus colokalisiert ist (Bockers et al., 1995). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden Mause generiert, bei denen ein Teil des QPCT-Gens mittels homologer
Rekombination in embryonalen Stammzellen zerstért wurde (knockout) (Schilling et al.,
2011). Die Mause zeigen eine verringerte QC-Aktivitdt im Hirngewebe, nicht jedoch in
peripheren Organen wie Leber oder Milz, was vermutlich auf die isoQC zuriickzufihren ist
(Schilling et al., 2011). Eine QC-Aktivitat war im Blutplasma homozygoter ko-Tiere nicht
mehr nachweisbar, was durch die subzellulare Lokalisation von isoQC und QC erklart werden
kann, da die QC sezerniert, die isoQC jedoch im Golgi-Apparat zuriickgehalten wird (Cynis et
al., 2008a). Ein Gendosis-abhéngiger Verlust von QC im Medium von primaren Astrocyten
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und Neuronen konnte nachgewiesen werden. Der knockout von QC hatte keine
offensichtlichen Auswirkungen auf die Vitalitat der Tiere, was u.a. mittels vollautomatisierter
Ganztagstiberwachung (home cage phenpotyping) sowie motorischer und kognitiver Tests
festgestellt wurde (Schilling et al., 2011).

Da die QC sehr stark im Hypothalamus, dem Bildungsort der pGlu-Hormone GnRH und
TRH, exprimiert wird, konzentrierten sich die Untersuchungen auf die Funktion der
hypophysealen Regelkreislaufe. Der hypophyseal-gonadale Kreislauf (HPG-Achse) wird
durch das Hypothalamushormon GnRH gesteuert, welches am N-Terminus einen fur die
Aktivitat essentiellen pGlu-Rest aufweist (Sealfon et al.,, 1997). GnRH bewirkt die
Freisetzung von LH und FSH aus der Hypophyse, welche wiederum die Produktion der
Sexualhormone in den Gonaden stimulieren. Der Testosteronspiegel* wies keine Unterschiede
zwischen QC”" und QC**-Tieren® auf. Offensichtlich ist die HPT-Achse von einem knockout
der QC nicht beeintrachtigt, da die QC-Tiere fertil waren. Ein Verlust des Hormons GnRH
wirde zur Infertilitat flhren, wie an GnRH-defizienten Mdusen gezeigt wurde (Mason et al.,
1986).

Im Gegensatz zum Testosteron war die Konzentration des Schilddrisenhormons T4
(Thyroxin) im Plasma von QC™-Tieren um ca. 25% reduziert (Schilling et al., 2011). Die
Freisetzung von T4 wird Uber die vom Hypothalamushormon TRH regulierte HPT-Achse
gesteuert. TRH, ein pGlu-Hormon, stimuliert die Sezernierung von TSH aus der Hypophyse,
TSH wiederum bewirkt die Freisetzung von T4 aus der Schilddrise. Ein knockout von TRH
fiihrt in Méusen zu einem starken Anstieg der TSH-Konzentration und einem Abfall der T4-
Konzentration im Plasma. Dartiber hinaus weisen diese Tiere einen erhohten Glucosespiegel
im Serum auf und zeigen eine signifikant beeintréchtigte Glucosetoleranz (Yamada et al.,
1997; Yamada et al., 2003). Im Vergleich hierzu zeigen die QC™-Tiere eine abgeschwéchte
Hypothyreose, der TSH-Spiegel war in mannlichen Tieren unverdndert, eine
Glucoseintoleranz lag nicht vor (Schilling et al., 2011).

Die scheinbare Diskrepanz zwischen den Ergebnissen zur HPT und HPG Achse, d.h. der
Rolle von QC fir die Funktion von GnRH und TRH, kdnnte mit der Reifung der beiden
Peptidhormone in Neuronen des Hypothalamus zusammenhdngen. Sowohl TRH als auch
GnRH werden reguliert sezerniert. Die Hormone werden als Prékursoren gebildet und im
sekretorischen Weg durch limitierte Proteolyse prozessiert (Nillni et al., 1993; Friedman et
al., 1995; Cruz und Nillni, 1996; Wetsel und Srinivasan, 2002). Die reifen, N-terminal pGlu-

* Die Untersuchung der HPG-Achse erfolgt an mannlichen Mausen, da Testosteron geringeren Schwankungen
unterliegt als die Sexualhormone weiblicher Tiere.
% Erklarung zum Genotyp: QC*'* - Wildtyp; QC™ - homozygoter knockout
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modifizierten Peptide werden auf einen Stimulus hin von den Zellen in die Blutbahn
abgegeben. Im Unterschied zu TRH unterliegt der N-Terminus von GnRH jedoch nicht einer
Spaltung durch Prohormon-Konvertasen, d.h. der Glutaminyl-Préakursor wird bereits im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet. Der N-Terminus von GnRH kénnte daher im
Prozess der Sezernierung auch durch isoQC, die im Golgi-Apparat vorkommt, cyclisiert
werden. Im Gegensatz hierzu wird der Préakursor von TRH durch Prohormon-Konvertasen im
trans-Golgi und sekretorischen Vesikeln gespalten und der Glutaminylrest hier fur die
Cyclisierung durch QC bereitgestellt. Die isoQC kann aufgrund der Kompartimentierung im
Golgi-Apparat TRH nicht vollstdndig umsetzen, es kommt zur verringerten Bildung von
pGlu-TRH und dadurch zum Phanotyp der milden Hypothyreose (Schilling et al., 2011).

In Analogie zu TRH scheinen auch Substrate zu existieren, die primar durch isoQC umgesetzt
werden. 1s0QC knockout Méuse wurden mittels ENU-Mutagenese erzeugt und charakterisiert
(Cynis et al., 2011; Becker et al., 2016). I1soQC”-Tiere sind fertil und zeigen keine
offenkundigen phéanotypischen Verdanderungen. Die QC-Aktivitat ist in allen untersuchten
Organen abgesenkt, insbesondere in Leber und Milz. Die hauptsachliche Prasenz von isoQC
war bereits aus der Charakterisierung der QC”" -Mause abgeleitet worden (s.0.). Weder die
HPT- noch die HPG-Achse waren vom knockout der isoQC betroffen. Die Bildung der
Hypothalamushormone GnRH und TRH ist deshalb offenbar unverdndert (Becker et al.,
2016). Die Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass die Reifung von pGlu-CCL2
(MCP-1), dem zuvor bereits beschriebenen Chemokin (siehe Kapitel 2.1), in isoQC”-Tieren
beeintrachtigt ist. Mittels spezifischer ELISAs konnte bei Modellen der LPS-induzierten
Neuroinflammation und der Thioglycollat-induzierten Peritonitis gezeigt werden, dass die
Bildung von pGlu-CCL2 unterdrickt wird (Cynis et al., 2011). In der Folge ist z.B. die
Einwanderung von Monocyten in den Bauchraum der Mause stark abgeschwécht, eine
Wirkung, die die Hemmung von isoQC fiir therapeutische Anwendungen interessant macht
(siehe hierzu Kapitel 3.3). Ein knockout von QC beeinflusst die Bildung von CCL2 jedoch
nicht (Cynis et al., 2011). Dies konnte auch in primdren Neuronen — Zellen, welche sowohl
QC als auch isoQC exprimieren — gezeigt werden (Becker et al., 2016). Offensichtlich spielt
QC bei der Chemokinreifung eine untergeordnete Rolle und die Depletion von isoQC kann
nicht kompensiert werden. Das kénnte auf eine geringe Expression von QC in den jeweiligen
Epithelzellen des Peritoneums zurlckzufiihren sein, ist aber offensichtlich auch durch die
Kompartimentierung von QC und isoQC bedingt. Wie beim GnRH entsteht der Glutaminyl-
Prakursor von CCL2 bereits nach Spaltung durch Signalpeptidase im ER. CCL2 kann daher

durch isoQC umgesetzt werden. Dies geschieht selbst in QC-exprimierenden Neuronen
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offenbar ausschlief3lich durch isoQC (Becker et al., 2016). Ursache hierfur kénnte sein, dass
CCL2 konstitutiv sezerniert wird und nicht - wie z.B. TRH - in Vesikel zur regulierten
Sezernierung ,,verpackt™ wird, in denen QC in hoher Konzentration vorzufinden ist.

Die Ergebnisse, die im Wesentlichen auf Untersuchungen an QC- und isoQC-knockout
Mausen beruhen, weisen darauf hin, dass QC und isoQC in vivo bestimmte Substrate
praferentiell umsetzen. Dies ist nicht durch unterschiedliche enzymatische Eigenschaften
bedingt, sondern wird vielmehr durch verschiedene Mechanismen der Prozessierung der
Substrate innerhalb der Zelle, verbunden mit der subzellularen Kompartimentierung von QC
und isoQC, verursacht. Die daraus abgeleitete Theorie der Substratumsetzung ist in
Abbildung 6 zusammengefasst. Dies hat auch Auswirkungen auf die Entwicklung von
Inhibitoren der QC als Wirkstoffe, da eine unterschiedlich starke Hemmung von QC und

isoQC die Reifung verschiedener pGlu-Peptide beeinflussen kdnnte.

E R Pre  (pro) sequence
H,N - I COOH
/1 Signa|p6p'[idase \
H,N- | COOH H,N-GIn- | COOH
LysArgGIn LysArg
G C isoQC cannot cyclize .
unprocessed N-terminus ISOQC
N frs COOH pGIu- COOH
Lys(Arg)GIn GlyLys(Arg)
SG Prohormone Convertases SG
(RSP) (CSP)
H,N- GIn4 COOH
pGlu- COOH
QC, pam
pGluf CONH2
TRH CCL-2

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Zusammenhangs von Prozessierung der Peptidsubstrate und
Umsetzung durch QC bzw. isoQC in der S&ugerzelle (aus Becker et al., 2016). Sekretorische Peptide werden co-
translational in das ER transportiert, wobei das N-terminale Signalpeptid (rot) abgespalten wird. Daraufhin
erfolgt der Transport der Peptide bzw. Proteine in den Golgi-Apparat (GC), in dem sich isoQC befindet. Die
Substrate, deren N-terminaler Glutaminylrest bereits durch Signalpeptidase freigesetzt wurde, werden durch
iS0QC in das pGlu-Produkt uberfihrt (hier am Beispiel von CCL2 gezeigt) und z.T. Uber den constitutive
secretory pathway (CSP) ausgeschleust. Zahlreiche Substrate, insbesondere die Prékursoren von

Peptidhormonen wie TRH, werden jedoch erst in sekretorischen Vesikeln (SG) des regulated secretory pathway
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(RSP) durch Prohormon-Konvertasen prozessiert und die pGlu-Préakursoren generiert. Diese Hormon-Vorlaufer
werden durch QC umgesetzt. Viele dieser Hormone werden auch durch die Aktivitat der Peptidylglycine alpha-

amidating monooxygenase (PAM) C-terminal amidiert.
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2.3.5 Das Golgi-Phosphoprotein 3 (GOLPH3) vermittelt die Retention von iso-
Glutaminyl-Cyclase (isoQC) im Golgi-Apparat

Da die Lokalisation von QC und isoQC offensichtlich bei der Substratumsetzung innerhalb
der Zelle eine wichtige Rolle spielt, sollte untersucht werden, wie es zur Retention von isoQC
im Golgi-Apparat kommt. Die vorangegangenen Untersuchungen wiesen bereits darauf hin,
dass der N-terminale Signalanker fur den Verbleib im Golgi-Apparat verantwortlich ist.
Jedoch war unklar, auf welchem Mechanismus dies beruhte.

In Bezug auf die Lokalisation zeigt isoQC interessante Parallelen zu Glykosyltransferasen.
Diese Klasse von Enzymen ist ebenfalls im Golgi-Apparat vorzufinden und katalysiert die
Glykosylierung von Proteinen (Paulson und Colley, 1989). Im Unterschied zu anderen
Proteinen, die z.B. im ER zuriickgehalten werden (Munro und Pelham, 1987), besitzen
Glykosyltransferasen kein einheitliches Retentionssignal (Colley, 1997; Fenteany und Colley,
2005). Als Ursache fir die Verhinderung des Transports an die Plasmamembran werden
verschiedene Mechanismen diskutiert. Bei einem Teil der Proteine wird vermutet, dass sie
aufgrund der Membranzusammensetzung (Patterson et al., 2008) und der Beschaffenheit der
Transmembransequenz nicht zur Plasmamembran transportiert werden (Munro, 1995). Bei
Glykosyltransferasen wurden aber auch luminale Bestandteile fir die Retention, vermutlich
aufgrund von Interaktionen mit anderen Proteinen, verantwortlich gemacht (Munro, 1995).
Bei der Béckerhefe konnte eine in Glykosyltransferasen fiir die Retention im Golgi-Apparat
verantwortliche cytosolische Konsensussequenz identifiziert werden (Tu et al., 2008). Das
Sequenzmotiv [F/L]-[L/I/V]-X-X-[R/K] ist in zahlreichen Typ2-Transmembranproteinen
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konserviert. Es wird durch das cytosolische Protein VPS74 gebunden (Schmitz et al., 2008).
Diese Interaktion fuihrt offenbar zur Hemmung des Transports in andere Kompartimente bzw.
an die Zelloberflache und somit zum Verbleib der entsprechenden Proteine im Golgi-Apparat.
Eine Untersuchung des N-Terminus der menschlichen isoQC wies interessanterweise darauf
hin, dass die Sequenz der Hefe auch hier vorkommt (Stephan et al., in Vorbereitung). Ein
Austausch der konservierten Aminosauren durch Alanylreste bewirkte einen Transport von
1S0QC bzw. is0QC-GFP-Proteinen an die Zelloberflache und eine Abgabe in das Medium,
wie mittels Fluoreszenzmikroskopie, Durchflusszytometrie und Enzymaktivitatstest belegt
werden konnte. Offensichtlich kommt es auch in humanen Zellen zu einer Interaktion des N-
Terminus mit GOLPH3, dem orthologen Protein von VPS74, was mittels co-
Immunprazipitation von isoQC und GOLPH3 sowie GOLPH3 und Peptidfragmenten gezeigt
wurde. Das Motiv wurde auch in Glykosyltransferasen wie der GNTIX identifiziert. Auch
hier war eine Bindung an GOLPH3 nachweisbar. VVorangegangene Untersuchungen konnten
eine Interaktion von GOLPH3 mit Glykosyltransferasen des Golgi-Apparates nicht belegen®
(Dippold et al., 2009). Vielmehr wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass GOLPH3 an
Phosphatidylinositol-4-Phosphat (P14P) bindet. Diese Bindung und die Vernetzung mit
Proteinen des Cytoskeletts der Zelle scheinen fir die Auspragung der Morphologie sowie der
Funktion des Golgi-Apparates mit verantwortlich zu sein (Wood et al., 2009). Die hier
erhaltenen Ergebnisse zur Bindung von GOLPH3 an isoQC stehen jedoch nicht im
Widerspruch zur Wechselwirkung von GOLPH3 mit PI4P. Molecular modeling-
Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass die Interaktionsstelle des GOLPH3-Dimers mit
PI4P nicht mit derjenigen von GOLPH3 und den Golgi-Proteinen (bereinstimmt (Stephan et
al., in Vorbereitung). Daraus abgeleitet konnte GOLPH3 eine duale Adapterfunktion
zukommen, die auf der Vernetzung von Lipiden der Membran mit Proteinen des Golgi-
Apparates wie QC oder Glykosyltransferasen und dem Zytoskelett der Zelle beruht.

Die Untersuchungen zur isoQC legen nahe, dass die Interaktion von GOLPH3 mit dem
cytosolischen Teil von Proteinen eine Retention im Golgi-Apparat vermitteln kann. Dieser
Mechanismus ist jedoch nicht ausschlieflich fur den Verbleib von Proteinen im Golgi-
Apparat verantwortlich, da zahlreiche Glykosyltransferasen das Retentionssignal nicht
aufweisen. Basierend auf einer gemeinsamen Lokalisation in der Zelle bildet die isoQC
zusammen mit  Glykoslytransferasen im  Golgi-Apparat eine  Umgebung  zur
posttranslationalen Reifung von Proteinen aus (Stephan et al., in Vorbereitung).

® Die in der Studie von Dippold et al. untersuchten Glykosyltransferasen wiesen das VPS74- Konsensussignal
nicht auf.
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Zitierter Beitrag mit eigener Beteiligung
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Schilling S*. Evidence for Involvement of GOLPHS3 in Golgi Retention of a Human Glutaminyl Cyclase. in Vorbereitung

3 Glutaminyl-Cyclasen als Zielenzyme der Wirkstoffentwicklung

3.1 Die Rolle der pGlu-Modifikation fur die pathophysiologischen Eigenschaften von
Amyloidpeptiden

Die Funktion von N-terminalem pGlu wurde bereits eingangs dieser Arbeit beschrieben und
am Beispiel des Chemokins CCL2 erldutert (siehe Kapitel 2). Die aufgefiihrten Proteine
weisen einen pGlu-Rest auf, der in der Mehrzahl der Félle aus einem Glutaminyl-Prakursor
hervorgeht. Es sind aber auch einige wenige Peptide bekannt, bei denen pGlu aus einem
Glutamyl-Prékursor entsteht. Die pGlu-Bildung aus Glutamat ist bespielsweise fur den N-
Terminus von Antikérpern oder das joining peptide, welches aus Pro-Opiomelanocortin nach
limitierter Proteolyse entsteht, beschrieben worden (Twardzik und Peterkofsky, 1972;
Bateman et al., 1990). Die Funktion des pGlu-Restes ist in diesen Fallen nicht erforscht
worden, es wurde jedoch vermutet, dass auch diese Modifikationen aufgrund von
Enzymkatalyse entstehen.

Weitere N-terminal durch pGlu modifizierte Peptide sind mit Erkrankungen, den sogenannten
Amyloidosen, assoziiert. Diese konnen, wie im Fall von B2-Mikroglobulin, aus einem
Glutaminyl-Prakursor entstanden sein (Momoi et al., 1995). Zudem wurden
neurodegenerative Erkrankungen Dbeschrieben, die mit der Ablagerung von pGlu-
Amyloidpeptiden assoziiert sind, deren N-Terminus durch Cyclisierung eines Glutamatrestes
modifiziert ist (Saido et al., 1995; Vidal et al., 1999; Vidal et al., 2000). Unter diesen ist die
Alzheimer-Krankheit (AD) die Amyloidose mit der hochsten Prévalenz (siehe Kapitel 1).

Die aus 40 oder 42 Aminoséuren (4 kDa) bestehenden AB-Peptide werden aus dem amyloid
precursor protein (APP), einem Transmembranprotein, das in hohem Malie in neuronalen
Zellen gebildet wird, generiert. Die amyloidogenen Peptide werden nach proteolytischer
Spaltung durch B- und y-Sekretase aus APP freigesetzt. Primére Produkte der Prozessierung
von APP sind AB(1-40) und AB(1-42), wobei diese in einem Verhaltnis von 8:1 aufgrund von
Spaltung innerhalb der APP-Transmembransequenz durch y-Sekretase gebildet werden.
Insbesondere AB1-42 neigt stark zur Aggregation und bildet die friihesten Ablagerungen im
Verlauf der Erkrankung aus (lwatsubo et al., 1994; Iwatsubo et al., 1995). Weiterfiihrende
Untersuchungen des N-Terminus der abgelagerten Peptide weisen jedoch auch darauf hin,
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dass N-terminale Verkirzungen sowie die Modifikation durch pGlu vorkommen. Vermutlich
entstehen diese Verkirzungen durch eine alternative Spaltung von APP an der Zellmembran,
z.B. durch Meprin B, und/oder durch Aminopeptidase-Spaltung nach Bildung von AB (Cynis
et al., 2008b; Sevalle et al., 2009; Bien et al., 2012; Schlenzig et al., 2015). Eine solche
Verkiirzung von Ap1-x durch zwei oder zehn Aminosauren’ fithrt zur Bildung von Ap mit
einem N-terminalen Glutamat, welches zum pGlu-AB umgesetzt werden kann. Insbesondere
pGlu-Ap3-40/42 wird im AD-Hirn vorgefunden (Russo et al., 1997; Wu et al., 2014).
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass:

1. die Anreicherung von pGlu-AB im Hirn mit dem Grad der krankhaften
Gewebeverdnderung einhergeht (dies ist in charakteristischem Gegensatz zu AB1-42
zu sehen) (Kuo et al., 1997; Guntert et al., 2006; Rijal et al., 2014),

2. die Konzentration von pGlu-Ap mit dem kognitiven Status negativ korreliert (post
mortem-Analyse der Pathologie) und mit der Tau-Pathologie assoziiert ist (Morawski
et al., 2014; Mandler et al., 2014),

3. pGlu-ApB bereits frith im Krankheitsgeschehen gebildet wird und diesem Molekdl
daher auch eine Initiatorfunktion (Keim) bei der Aggregation zukommen konnte
(Hosoda et al., 1998; Tekirian, 2001) und

4. die Menge an pGlu3-Af im Vergleich zum gesamten abgelagerten AP bis zu 50%
ausmacht und N-terminal verkiirzte Formen von AP sehr stark bei genetischer
Préadisposition fur AD aufgrund von Mutationen in den Genen fir Presenilin 1 und 2
auftreten (Saido et al., 1996; Kuo et al., 1997; Russo et al., 1997; Wu et al., 2014).

Die Ergebnisse dieser Studien legten nahe, dass N-terminal verkirztes und pGlu-modifiziertes
AP urséchlich mit der AD-Symptomatik in Verbindung stehen kdnnte. Dies stellt auch den
Ansatzpunkt fir eine therapeutische Intervention dar, was Gegenstand des folgenden
Abschnitts sein wird. Vor diesem Hintergrund wurde hier die Aggregation und Toxizitat von
pGlu-Ap in vitro und in vivo untersucht (Schilling et al., 2006; Schlenzig et al., 2009;
Schlenzig et al., 2012; Nussbaum et al., 2012).

Mittels eines durchflusszytometrischen Verfahrens konnte gezeigt werden, dass pGlu-Ap(3-
42) schneller aggregiert als Ap(3-42) (Schilling et al., 2006). Daruber hinaus bilden pGlu- und
nicht-modifiziertes Ap gemischte Aggregate, das N-terminal modifizierte Peptid beschleunigt
dabei die Aggregation in vitro. Auch wurde gezeigt, dass pGlu-Ap die Aggregation anderer
Amyloidpeptide, z.B. ABri, welches bei der vererbbaren Britischen Demenz (Familial British

Dementia, FBD) im Hirn abgelagert wird, fordert. Diese Eigenschaft konnte auch erklaren,

" AB11-14/42 kann auch direkt durch BACE-1 Spaltung generiert werden.
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warum AB-Ablagerungen mit ADan bei der vererbbaren Danischen Demenz vergesellschaftet
vorkommen (Tomidokoro et al., 2005). Eine weiterfihrende Untersuchung zur Ap-
Aggregation in vitro wurde mittels Thioflavin T-vermittelter Fluoreszenzédnderung sowie
Elektronenmikroskopie durchgefuhrt (Schlenzig et al., 2009). Diese Untersuchungen wiesen
darauf hin, dass der pGlu-modifizierte N-Terminus die Aggregation verschiedener Ap-
Formen unabhéngig von deren C-Terminus beschleunigt. Die AB-Fibrillen erschienen kirzer
und starker verzweigt in elektronenmikrokopischen Aufnahmen, was durch eine schnelle
Bildung von Aggregationskeimen und dadurch netzwerkartige Verflechtung bedingt sein
kann. Ein wesentliches Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass eine C-terminale
Verkirzung von AP, wie z.B. bei AB38, nicht zu einer deutlichen Verringerung der
Aggregationsneigung fuhrt, wenn der N-Terminus durch pGlu modifiziert ist. Das
therapeutische Prinzip von y-Sekretase-Modulatoren basiert dagegen auf der Annahme, dass
die Bildung von C-terminal verkirzten Formen zu einer Verringerung der
Aggregationsneigung fuhrt. Die Verkirzung und pGlu-Modifikation des N-Terminus wirkt
dem entgegen (Schlenzig et al., 2009).

Die beiden zuvor beschriebenen Studien legten nahe, dass der N-terminale pGlu-Rest die
Aggregatbildung beschleunigt und dadurch fur eine Keimbildung von Ablagerungen und
loslichen, diffusiblen Formen von Ap-Oligomeren (amyloid-derived diffusible ligands,
ADDL) in Frage kadme. Insbesondere diese Formen von AP werden als ausschlaggebend fur
synaptische Veranderungen und Neurotoxizitat betrachtet (Selkoe, 2002; Selkoe, 2008). Es
wurde beispielsweise in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass die Demenz nicht mit der
Menge an abgelagertem, wasserunléslichem A, sondern mit l6slichen AB-Formen korreliert
(Terry et al., 1991; Lambert et al., 1998; Wang et al., 1999). Losliche Oligomere, die aus dem
Hirn verstorbener AD-Patienten isoliert wurden, riefen in sehr geringen Konzentrationen
kognitive Beeintrachtigungen in Versuchstieren hervor (Shankar et al., 2008).

Die folgenden Untersuchungen zur Aggregation und Toxizitat von pGlu-AB konzentrierten
sich daher auf l6sliche, oligomere Formen von AP und mdgliche Unterschiede bei der
Bildung dieser Aggregate (Schlenzig et al., 2012; Nussbaum et al., 2012). Mittels
lichtinduzierter Vernetzung von AP wurde gezeigt, dass pGlu-Af3-40 im Vergleich zu Ap1-
40, AB3-40 und AP5-40 eine verstarkte Bildung von Di- und Trimeren aufweist (Schlenzig et
al., 2012). Dementsprechend beeinflussten pGlu-Ap3-40 und pGlu-AB3-42 die Langzeit-
Potenzierung in hippocampalen Hirnschnitten starker als die nicht modifizierten AB-Spezies.
Dies wurde auch mit konditionierten Medien von HEK293-Zellen, welche verschiedene

Formen von APP exprimierten und dadurch die 0.g. Ap-Formen ins Medium sezernierten,
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bestétigt. Einen Hinweis auf die mdgliche Ursache der verstarkten Toxizitat von pGlu-Ap
lieferte eine Farbung der AB-Losungen mittels Amino-Naphthalin-Sulfonsaure (ANS). Die
charakteristische Fluoreszenzénderung der Substanz bei hydrophober Wechselwirkung wurde
bei pGlu-AB3-40, nicht aber bei AB1-40 beobachtet. Dies lie auf einen hydrophoben
Charakter der Oligomere bzw. eine hohere Konzentration schlielen, was wiederum mit der
verstarkten Beeinflussung der Langzeit-Potenzierung in Einklang gebracht werden kann
(Schlenzig et al.,, 2012). Diese Beobachtung ist dabei keineswegs einzigartig fir APp.
Untersuchungen an anderen toxischen Amyloidpeptiden bakteriellen Ursprungs wiesen
bereits nach, dass die Zytotoxizitat mit der Hydrophobiziét der jeweiligen oligomeren Peptide
korreliert (Campioni et al., 2010; Bolognesi et al., 2010).

In einer weiterfuhrenden Arbeit wurde die Co-Aggregation von AB1-42 und pGlu-Ap3-42
sowie deren Toxizitat auf primére Neuronen der Maus untersucht (Nussbaum et al., 2012).
Die Studie zeigte auf, dass von pGlu-ApB3-42 im Vergleich zu AP3-42 eine verstarkte
Toxizitat ausgeht. Dartiber hinaus war der Weg der Bildung von Oligomeren unterschiedlich.
pGlu-Ap3-42 aggegierte sehr schnell zu Dimeren/Trimeren, die Uber einen Zeitraum von
mehreren Stunden in der Lésung vorlagen und sich dann offensichtlich zu Aggregaten mit
hoherem Molekulargewicht zusammenlagerten. Im Unterschied dazu bildete Ap1-42
Oligomere mit héherem Molekulargewicht, insbesondere Octa- und Decamere, Di- bzw.
Trimere waren nicht wie bei pGlu-Ap uber einen l&ngeren Zeitraum nachzuweisen. Es zeigten
jedoch genau jene Fraktionen nach GroRenausschlusschromatographie eine Neurotoxizitat, in
welchen sich Di-und Trimere befanden. In einem weiteren Teil der Untersuchung wurden
Mischungen von AB1-42 und pGlu-Ap3-42 zur Aggregation eingesetzt. Es zeigte sich hier,
dass, obwohl AB1-42 im Ansatz 20-fach hoher konzentriert war, Di- und Trimere tber einen
langeren Zeitraum nachweisbar waren und die gleiche Toxizitat aufwiesen wie pGlu-Ap3-42.
Die Schlussfolgerung aus diesen Untersuchungen war, dass die Bildung von gemischten
Oligomeren offensichtlich kein statischer Prozess ist und pGlu-AB3-42 aufgrund dessen eine
Strukturanderung in AB1-42 induziert, was zur Ubertragung der Toxizitat fuhrt. Dass es sich
dabei tatsdchlich um einen Mechanismus handelt, der auf einem ,,molekularen Gedéachtnis*
beruht, wurde mittels einer Reihe von Verdinnungen des 0.9. Ansatzes gezeigt. Selbst bei
einer Konzentration von unter 0,05 % pGlu-Ap3-42 war eine unverénderte Zytotoxizitét
nachweisbar (Nussbaum et al., 2012). Zur Prifung dieser Untersuchungsergebnisse in vivo
wurde ein transgenes Mausmodell generiert, welches die humane QC und das humane APP
neuronenspezifisch exprimiert. Im Alter von 9 Monaten wiesen doppelt transgene Tiere eine

signifikant erhohte Konzentration von pGlu-Ap im Hirn auf. Dies ging mit einer erhohten
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Konzentration von Oligomeren und einer Beeintrachtigung in einem kognitiven Test, dem
Morris water maze, einher. Immunhistochemische Analysen belegten eine geringere Dichte
von Synaptophysin, einem synaptischen Markerprotein, im Hippocampus. Anhand dieser
Untersuchungen konnte belegt werden, dass eine verstarkte Bildung von pGlu-Ap® in einem
Mausmodell zu einer erhéhten Toxizitét fihrt, was mit einem Einfluss auf die Entstehung von
Oligomeren, wie es in vitro beobachtet wurde, in Einklang gebracht werden kann.
Dementsprechend konnten in Homogenaten von Hirngewebe verstorbener AD- Patienten
pGlu-AB-Oligomere nachgewiesen werden. Dies traf nicht fur Hirngewebe der
Kontrollgruppe zu (Nussbaum et al., 2012).

Der Zusammenhang von pGlu-Ap Bildung, QC-Aktivitdt und Verhaltensverdnderungen in
Versuchstieren war auch Gegenstand einer weiteren Studie (Jawhar et al., 2011). In dieser
wurden APP-transgene Méause der Linie 5XFAD mit QC-Uberexprimierenden oder QC ko-
Tieren (knockout des QPCT Gens, siehe Kapitel 2.3.4) gekreuzt. Aus der Charakterisierung
der verschiedenen transgenen Mauslinien ging hervor, dass die QC-Expression direkt mit der
Konzentration von pGlu-Ap im Hirn zusammenhéngt: Transgene Mause, welche humane QC
und humanes APP bilden, wiesen eine erhéhte Konzentration auf. Ein knockout von Maus-QC
fiihrte zu einer signifikanten Verringerung von pGlu-Ap und auch Gesamt-Ap im Hirngewebe
der Mduse. Diese Reduktion war jedoch nicht strikt gendosisabhangig mit QC verknipft.
Interessanterweise, jedoch in Ubereinstimmung mit den zuvor beschriebenen Untersuchungen
zur Oligomerenbildung, bestand ein direkter Zusammenhang zwischen der pGlu-Ap-Bildung
und Verhaltensveranderungen der Méause (Jawhar et al., 2011). Eine Beeintrachtigung des
raumlichen Gedéchtnisses und ein verandertes Angstverhalten wurde bei M&usen beobachtet,
die im Hirn eine erhdhte pGlu-Ap-Konzentration aufwiesen (hRAPPxhQC doppelt transgene
Méuse), die Verhaltensveranderung war aber abgeschwécht in Tieren, welche QC nicht
bildeten (hAPPxQC-knockout).

Insgesamt zeigten diese Studien, dass ein direkter Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von pGlu-AB und der Beeintrachtigung des Lernvermdgens sowie des Gedachtnisses von
Versuchstieren besteht. Die erhohte Toxizitdt von pGlu-Ap ist offensichtlich auf eine
verstarkte Aggregationsneigung, verbunden mit der Bildung von oligomeren Formen mit
ausgepragter Hydrophobizitat zurtickzufiihren. Dabei wird deutlich, dass die modifizierten
AB-Spezies in vivo nicht dominierend vorliegen mussen, um funktionelle VVeranderungen zu
bewirken. Die Bildung von pGlu-Ap ist wiederum mit der Expression von QC verkniipft, so
dass eine Hemmung dieses Enzyms zur Unterdriickung von pGlu-Ap fiihren konnte. Die

& Im Alter von 9 Monaten betragt der Anteil von pGlu-Ap3-42 am Gesamt-Af ca. 1%.
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Darstellung der entsprechenden pharmakologischen Untersuchungen hierzu ist Gegenstand

des folgenden Abschnitts.

Zitierte Beitrage mit eigener Beteiligung
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3.2 Pharmakologische Untersuchungen zur Unterdrickung von pGlu-modifizierten
Amyloidpeptiden

Die Aktivitit der tierischen QCs wird durch Imidazol-, Benzimidazol- oder
Cysteaminderivate kompetitiv gehemmt (Schilling et al., 2003b; Schilling et al., 2005). Die
Inhibition beruht dabei auf der reversiblen Bindung dieser Substanzen am Zinkion im aktiven
Zentrum von QC bzw. isoQC. Dariiber hinaus wiesen die Untersuchungen darauf hin, dass
eine Derivatisierung von Imidazol, insbesondere an einem Ringstickstoff, zu einer
Verringerung der Dissoziationskonstante fihrt (Schilling et al., 2003b). Auf Basis dieser
Untersuchungen wurde in der Folge eine Reihe von Verbindungen hergestellt, die K;-Werte
im niedrigen nM-Bereich aufwiesen (Buchholz et al., 2006). Eine erste Substanzklasse,
welche eine hohe inhibitorische Potenz bei sehr geringer Zelltoxizitat aufwies und daher fur
pharmakologische Untersuchungen an Zellkulturmodellen genutzt wurde, beruhte auf
Thioharnstoff-Derivaten. Eine dieser Verbindungen, PBD150 (1-(3-(1H-imidazol-1-
yl)propyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-Thioharnstoff), wurde aufgrund ihrer inhibitorischen
Eigenschaften fiir eine Behandlung von Tiermodellen ausgewéhlt. PBD150 hemmt die
Aktivitat der menschlichen QC mit einem K;-Wert von 60,0 £0,2 nM (Buchholz et al., 2006).
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Die Hemmkonstante wurde zu 100 £5 nM mittels QC aus Ratte bestimmt, das Enzym aus
Maus wird mit sehr &hnlicher Aktivitat gehemmt (Schilling et al., 2008b).

Eine erste Versuchsreihe zum Nachweis der Wirkung von PBD150, die Entstehung von pGlu-
modifiziertem AP zu unterdriicken, basierte auf der Injektion von AB3-40 bzw. AB1-40 in den
Cortex von Ratten (Schilling et al., 2008b). Dabei wurde nach Applikation von AB3-40 eine
Bildung von pGlu-Ap3-40 mittels immunochemischer Methoden nachgewiesen. Eine Co-
Injektion von PBD150 fiihrte zu einer Unterdrickung der pGlu-Bildung, die Wirkung des
Inhibitors war dosisabhéngig. Anhand dieser Untersuchung konnte erstmals gezeigt werden,
dass die physiologischen Konzentrationen an QC ausreichen, um eine Bildung von pGlu-
AB3-40 zu bewirken. Dieses Ergebnis war eine wichtige Voraussetzung fir weiterfihrende
Untersuchungen an transgenen Mausen. Die Eigenschaften von PBD150 ermdglichten bei
diesen Tierversuchen die Verabreichung tber das Trinkwasser bzw. lber das Futter. Die
Verbindung weist ein Molekulargewicht von 354 Da und eine orale Bioverfugbarkeit von ca.
30% auf. Der logBB, d.h. die Verteilung der Substanz zwischen Plasma und Hirn, lag unter -
1, ca. 1-2% der Substanz war nach 1-wdchiger Gabe im Hirn nachweisbar. Aufgrund dessen
und einer kurzen Plasma-Halbwertszeit der Verbindung von <1h wurden fir
Behandlungsstudien 2,4 und 7,2 g Substanz pro kg Futter verabreicht, was einer Dosis von ca.
600 und 1800 mgkg™d™ entspricht.

Die Wirkung der Substanz wurde in drei Studien an einem transgenen Mausmodell der AD
(Tg2576) gepriift (Schilling et al., 2008c). Die praventive Gabe von PBD150 von 4-10
Monaten flihrte zu einer signifikanten, dosisabhéngigen Verringerung von pGlu-Ap3-42 im
Hirn der Mé&use. Dies betraf auch die Abnahme des Gesamt-Af (ABx-42). In einer weiteren
Studie wurden Tiere von 6-16 Monaten behandelt. Auch unter diesen Bedingungen konnte
eine dosisabhangige Verringerung von pGlu-Ap3-42 sowie Gesamt-Ap nachgewiesen
werden. Begleitet war dies von einer kognitiven Verbesserung der Tiere nach Behandlung mit
der hohen Dosis, was mittels Furchtkonditionierung (contextual fear conditioning) untersucht
wurde. Die Ergebnisse konnten fir die hohe Dosis in einem weiteren transgenen Modell
(TASDA41) bestétigt werden. Auch hier fiihrte die Gabe der Substanz (iber 3 Monate zu einer
Verbesserung des Lernverhaltens und des Gedachtnisses, was mittels Furchtkonditionierung
und Morris water maze -Test festgestellt wurde (Schilling et al., 2008c). Nebenwirkungen von
PBD150 waren nicht zu beobachten.

Die Untersuchungen von Tg2576- und TASD41-Mdausen wiesen somit darauf hin, dass die
Hemmung von QC zu einer Verringerung von pGlu-Ap fuhrt und dies eine Verbesserung der

Kognition der Tiere zur Folge hat. Die Ergebnisse lassen sich mit den im vorangegangenen
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Kapitel dargelegten Untersuchungen, bei denen QC knockout-Mause eingesetzt wurden, in
Einklang bringen. Alle Untersuchungen an Tiermodellen belegen somit, dass tber die
Hemmung von QC Einfluss auf die Progression der Erkrankung genommen werden konnte.
Die Regulierung der QC-Aktivitat und demzufolge die Wirkung von Inhibitoren des Enzyms

wird in Abschnitt 3.4 zusammengefasst.
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3.3 Der Einfluss von QC-Inhibitoren auf die Reifung und Aktivitat von CC-Chemokine
Ligand 2 (CCL2)

Wie in den Kapiteln 2.1 und 3.1 erldutert, spielt der N-terminale Pyroglutamylrest nicht nur
eine Rolle fur die pathophysiologischen Eigenschaften von Amyloidpeptiden, sondern
vermittelt auch die Ausbildung der biologisch aktiven Struktur von Peptidhormonen und
Chemokinen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde, neben der Wirkung von QC-
Inhibitoren auf die Bildung von pGlu-Ap, auch die Unterdrickung von pGlu-CCL2 (MCP-1)
untersucht (Cynis et al., 2011). Wie bereits in Kapitel 2 dargelegt, vermittelt der pGlu-Rest
bei CCL2 und den anderen Mitgliedern der MCP-Familie die Bindung an den Rezeptor und
stabilisiert das Peptid gegenliber Abbau durch Aminopeptidasen wie DP4 und
Aminopeptidase P. Es bestand daher die Hypothese, dass eine Hemmung von QC bzw. isoQC
zu einer Abschwéchung der chemotaktischen Aktivitdt von CCL2 fiihrt, da das nicht-
modifizierte Peptid abgebaut wird bzw. nur abgeschwacht an den Rezeptor auf Immunzellen
bindet.

CCL2 spielt eine Rolle bei verschiedenen akuten und chronisch-entziindlichen Prozessen wie
zum Beispiel Arteriosklerose (Charo und Taubman, 2004; Charo und Ransohoff, 2006; Charo
und Taub, 2011), Krebserkrankungen (Qian et al., 2011) oder der Alzheimer-Krankheit
(Yamamoto et al., 2005; Galimberti et al., 2006a; Galimberti et al., 2006b). Makromolekulare
Wirkstoffe, die die Aktivitdt von CCL2 unterbinden, sogenannte Spiegelmere (Aptamere),
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befinden sich derzeit in der Kklinischen Testung. Oral verflgbare Wirkstoffe zur
Unterdruckung der Chemokinwirkung von CCL2, wie es die Inhibitoren von QC darstellen
wirden, sind zurzeit nicht in der klinischen Entwicklung.

Zur Untersuchung der N-terminalen Reifung von CCL2 wurden verschiedene zellulare
Modelle sowie Tiermodelle eingesetzt (Cynis et al., 2011). Die Tiermodelle beruhten auf der
Injektion von Lipopolysacchariden oder Thioglykolat in das Peritoneum. Mittels spezifischer
ELISAS, die zwischen pGlu-CCL2 und nicht-modifiziertem CCL2 unterschieden, wurde der
Einfluss von QC und isoQC auf die Bildung der pGlu-Modifikation untersucht. Dartiber
hinaus ist die Wirkung von CCL2 auf die Migration von Immunzellen, insbesondere
Granulozyten und Monozyten, charakterisiert worden. Anhand genetisch modifizierter Mause
(knockout von QC oder is0QC, siehe Kapitel 2.3.4) konnte dabei gezeigt werden, dass ein
Verlust von isoQC zu einer signifikanten Beeintrachtigung der Einwanderung von Monozyten
fiihrt. Ein knockout von QC beeinflusste weder die pGlu-Entstehung noch die Migration von
Monozyten (Cynis et al. 2011). Die Bildung von pGlu-CCL2 und die Einwanderung von
Immunzellen konnte zudem durch die Gabe von QC-Inhibitoren unterdriickt werden. Eine
genetisch oder pharmakologisch verursachte Stérung der pGlu-Modifikation korreliert
demnach mit der therapeutischen Wirkung. In der Folge wurde das neue therapeutische
Konzept in einem Mausmodell der Arteriosklerose geprift. Eine chronische, orale Gabe des
Inhibitors PBD150 fuhrte hier zu einer reduzierten Anheftung von Monozyten an die
GefadBwand und in der Folge zu einer Erweiterung des Gefalinnendurchmessers. Diese
Ergebnisse belegen, dass eine Gabe von QC-Inhibitoren den Verlauf von chronischen
Entzindungskrankheiten, die maligeblich durch Einwanderung von Monozyten bedingt sind,
modifizieren kann. Das Prinzip wurde in der Folge in zwei weiteren Modellen, der
Leberentziindung/Zirrhose (non-alcoholic fatty liver disease) sowie der septischen Arthritis
belegt. Auch bei diesen Studien fiihrte die Gabe von QC-Inhibitoren zu einer Abschwéchung
der Symptome und der Gewebeveranderungen (Cynis et al., 2013). Im Fall der septischen
Arthritis wurde zudem eine verringerte Lethalitat der Tiere beobachtet (Hellvard et al., 2013).
Die pharmakologische Wirkung von Inhibitoren der Glutaminyl-Cyclasen QC und isoQC bei
Modellen der chronischen Entztindung und Amyloidpathologie (Kapitel 3.2) stellen somit
zwei mogliche Ansatze zur Entwicklung neuer Therapeutika dar. Allerdings sind
neurodegenerative Erkrankungen stets von einer entzlindlichen Reaktion begleitet, bei der
auch CCL2 involviert ist. Inhibitoren der QC konnten somit auf verschiedene
pathobiochemische Veranderungen bei Neurodegeneration Einfluss nehmen. Der mdgliche

Zusammenhang wird im folgenden Abschnitt erldutert.
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3.4 QC und isoQC: Bildung von pGlu-modifizierten Peptiden als zentraler Teil des
Pathomechanismus der Alzheimer-Krankheit

Wie in den vorangegangenen Abschnitten dargelegt, weisen zahlreiche Tierversuche darauf
hin, dass die Glutaminyl-Cyclasen QC und isoQC fir die Bildung von pGlu-modifizierten
Peptiden unter pathophysiologischen Bedingungen verantwortlich sind. In diesem
Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit insbesondere die Modifikation von A und
CCL2 untersucht. Interessanterweise konnte die Bildung dieser beiden Peptide im Fall der
Alzheimer-Krankheit miteinander verkniipft sein. Die Konzentration von CCL2 ist im CSF
von Alzheimer-Patienten erhoht (Galimberti et al.,, 2006b). Ausgelost wird dies
hdchstwahrscheinlich durch die Stimulation von Mikroglia, Astrocyten und auch Neuronen,
die aufgrund der Akkumulation von Amyloidpeptiden sowie durch Gewebeschadigung CCL2
sezernieren.

Eine gesteigerte Sekretion von CCL2 geht offenbar mit einer Stimulation der Expression von
QC einher (Hé&gele, 2012). Untersuchungen an Astrocyten weisen darauf hin, dass die
Expression von QC durch Amyloidpeptide stimuliert wird (Waniek et al., 2015). Eine
verstarkte Bildung von QC konnte auch im Hirn von AD-Patienten nachgewiesen werden
(Schilling et al., 2008c; De Kimpe et al., 2012; Morawski et al., 2014). Offensichtlich verlauft
dies tiber einen Ca?*-abhangigen, intrazellularen Signalweg (De Kimpe et al., 2012). Die
Expression von CCL2 (und anderen Vertretern der MCP-Familie) kdnnte mit der von QC
kausal verbunden sein, da die Generierung von pGlu-modifizierten, aktiven Chemokinen eine
hohere zelluldre Konzentration des umsetzenden Enzyms erfordert. Die Stimulation setzt
mutmallich eine Kaskade in Gang, die zu einer Bildung von pGlu-modifizierten AB-Peptiden
fuhrt (Abbildung 7). Diese wiederum wirken neurotoxisch und verstarken das pro-
inflammatorische Millieu. Die Bildung von CCL2 und pGlu-Ap im Krankheitsprozess sind

somit offenbar miteinander verknlpft: Mit einer erhohten Produktion pGlu-modifizierter
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Peptide geht die Stimulation der QC-Expression einher, wodurch in der Folge pGlu-Ap3-42
gebildet wird. Diese Hypothese wird durch folgende Beobachtungen gestitzt:

1. QC und pGlu-Ap sind im Hirn von Alzheimer-Patienten erhoht, die gesteigerte
Expression von QC korreliert mit der pGlu-Ap3-42-Konzentration (Morawski et al.,
2014).

2. CCL2 ist im Hirn von AD-Patienten erhéht, im Tiermodell zeigt eine Expression von
CCL2 eine Verstarkung der pathologischen Effekte (Yamamoto et al., 2005;
Galimberti et al., 2006a; Galimberti et al., 2006b).

3. Eine Stimulation von Astrocyten mit AB bzw. pGlu-Ap bewirkt die CCL2-Sekretion
in vitro (Hartlage-Rubsamen et al., 2015), QC sowie TRH werden ebenfalls verstarkt
gebildet (Waniek et al., 2015).

4. Die Stimulation der Expression von CCL2 in verschiedenen Zelllinien geht mit einer
Erhdhung der QC-Expression einher (Hagele, 2012).

5. Die QC-Expression ist auch bei anderen entzundlichen Prozessen erhoht, z.B.
septischer Arthritis (Hellvard et al.,, 2013). Es konnte sich daher um einen

grundsétzlichen Regulationsmechanismus handeln.
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Abbildung 7: Mutmaflicher Zusammenhang zwischen QC bzw. isoQC, CCL2 und pGlu-AB. Der Abbau des
neuronalen Transmembranproteins APP (oben links) kann auf zwei verschiedenen Wegen verlaufen: Die
Spaltung durch o-Sekretase fuhrt nicht zur Bildung amyloidogener Peptide, spielt aber eine Rolle fur

intrazelluldre Signalwege (vermittelt tiber AICD) und somit flr neuronale Regelkreisldufe. Ein alternativer Weg
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der Prozessierung, welcher auf Spaltung durch B-Sekretase (z.B. BACE oder Meprin B) beruht, fuhrt zur
Entstehung von AB-Peptiden. Unter physiologischen Bedingungen unterliegen diese Peptide dem Abbau durch
Endoproteasen (oben rechts). N-terminal verkiirzte AB-Formen (AB3-40/42 oder 11-40/42), die durch die
Aktivitdt von Aminopeptidasen oder direkt infolge der B-Sekretasespaltung entstehen, kénnen durch QC zu
pGlu-AB umgesetzt werden (siehe hierzu Kapitel 4.2). Die pGlu-Modifikation verstarkt die
Aggregationsneigung und Toxizitat von A (siehe hierzu Kapitel 4.1), fordert die Bildung oligomerer Strukturen
und wirkt als entzlindlicher Stimulus, in dessen Folge CCL2 verstérkt gebildet wird (zentraler Teil). CCL2 ist
Substrat von isoQC, die den N-Terminus in pGlu Uberfahrt. Mit der Stimulation von CCL2 geht auch eine
verstirkte Expression von QC einher, was wiederum die Bildung von pGlu-modifizierten, toxischen Af-
Peptiden vermittelt. In der Folge entsteht ein Kreislauf, der zu einer Anreicherung von pGlu-AB im
Krankheitsverlauf der AD fihrt. Die Bildung und Anreicherung von pGlu-Ap ist somit mutmaRlich ein
Nebenprodukt einer physiologisch getriebenen Reaktion des erkrankten Gewebes, initiiert durch einen

entziindlichen Stimulus.

Andere Untersuchungen weisen auch auf eine schwach erhéhte Expression von isoQC im
AD-Hirn hin, was mit der Reifung von CCL2 in Verbindung zu stehen scheint (Hartlage-
Rubsamen et al., 2015). In welchem Zusammenhang dies mit der Bildung von pGlu-Ap steht,
ist jedoch noch unklar. Tierversuche hatten auf einen Zusammenhang von QC mit der pGlu-
Bildung hingewiesen (Jawhar et al., 2011).

Die zuvor genannten und in Abbildung 7 zusammengefassten Prozesse bilden mutmaRlich
einen Kreislauf, in dessen Zentrum die QC-Aktivitat steht. Das pro-inflammatorische Milieu
ist die Ursache fiir die Stimulation der QC-Expression, infolgedessen pGlu-modifizierte Ap
Peptide verstarkt gebildet werden. Die Modifikation von AP veréndert die an sich
physiologische Regelkaskade, d.h. die Co-Regulation von QC-Aktivitat und deren Substraten,
zu einem pathophysiologischen Prozess.
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4 Weitere Modifikationen von Amyloidpeptiden — die Bildung von isoAspartat am N-
Terminus von Amyloid-B (AB)

Neben der Bildung von Pyroglutamat sind auch andere posttranslationale Modifikationen von
AP beschrieben (siehe auch das folgende Kapitel 5). Unter diesen stellt die Entstehung von
Isoaspartat (isoAsp) eine Verdnderung des Peptidriickgrates dar. IsoAsp entsteht in Peptiden
und Proteinen aus Aspartyl- oder Asparaginylresten (Robinson et al., 1970; Robinson und
Rudd, 1974). Wie bei der intramolekularen Cyclisierung von Glutamin oder Glutamat handelt
es sich dabei um eine Acyltransfer-Reaktion (Abbildung 8). Der Amidstickstoff des
Peptidriickgrates (genauer der auf Asx C-terminal folgenden Aminoséure in der Kette) greift
die Carbonylgruppe der Asx-Seitenkette an. Wasser bzw. Ammoniumionen werden unter
Bildung eines Succinimid-Intermediats abgespalten. Bei der Hydrolyse dieses Intermediats
kommt es zur Generierung von Aspartat und Isoaspartat in einem Verhéltnis von ca. 1:3 bis
1:5 (Meinwald et al., 1986; Geiger und Clarke, 1987; Patel und Borchardt, 1990) (Abbildung
8). Auf der Stufe des Intermediats kann es auch zu einer Konfigurationsumkehr am Ca
kommen, in diesem Fall bildet sich D-Asp bzw. D-isoAsp (Lowenson und Clarke, 1991;
Lowenson und Clarke, 1992).

Die Produkte der Isomerisierung von Asx innerhalb der Peptidketten konnten bei zahlreichen
Peptiden und Proteinen nachgewiesen werden (George-Nascimento et al., 1990; Aswad et al.,
2000; Alfaro et al., 2008; Sargaeva et al., 2011). Bevorzugt tritt die Isoaspartyl-Bildung bei
Sequenzen auf, bei denen Asx C-terminal mit einer Aminosdure verknipft ist, welche eine
wenig raumgreifende Seitenkette aufweist (Geiger und Clarke, 1987; Stephenson und Clarke,
1989; Lowenson und Clarke, 1991). Die Entstehung von isoAsp in Proteinen und Peptiden
spielt vermutlich keine physiologische Rolle, obgleich eine Ausnahme beschrieben ist (Corti
und Curnis, 2011). In der Uberwiegenden Mehrzahl fuhrt die durch isoAsp induzierte
Strukturanderung zum Verlust der Funktion (George-Nascimento et al., 1990; Young et al.,
2001). Das Auftreten von isoAsp wird daher als eine Art ,,molekularer Schalter angesehen,
der das Alter von Proteinen widerspiegelt und diese fiir einen Abbau zuganglich macht
(Robinson et al., 1970; Robinson und Robinson, 2001). Die im Cytosol von Bakterien,
Pflanzen und Tieren lokalisierte Isoaspartyl-Methyltransferase (PIMT) methyliert
Isoaspartylreste, die nach Bildung eines Succinimid-Intermediates in Aspartat Uberflhrt
werden (Clarke, 1985). Dies wird als Reparaturmechanismus angesehen. Fur weitergehende
Studien zur Bildung von isoAsp und dessen Reparatur sei an dieser Stelle auf die Literatur
verwiesen (Clarke, 1985; Lowenson et al., 1994; Clarke, 2003; Shimizu et al., 2005;
Vigneswara et al., 2006).
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Abbildung 8: Bildung von Isoaspartat aus Asparaginylresten (spontane Deamidierung). Innerhalb der Peptidkette
oder am N-terminus kommt es zur Bildung eines Succinimid-Intermediates, welches zu Aspartyl- bzw.
Isoaspartylresten hydrolysiert wird. Es wird vermutet, dass die Bildung des Succinimid-Intermediates
geschwindigkeitsbestimmend fiir die Reaktion ist. Beschleunigt wird dies durch Protonenakzeptoren in Ldsung
(hier B-). Der Ubergang eines Protons ist geschwindigkeitsbestimmend (Guttler et al., 2013), was durch die
Deprotonierung des angreifenden Stickstoffs begriindet sein kdnnte. Das Succinimidyl-Intermediat neigt zur
Epimerisierung am Ca, dadurch entstehen auch geringe Mengen an D-Aspartyl- und D-lIsoaspartyl-Peptiden
(hier nicht dargestellt).

Die isoAsp-Modifikation ist auch fur AB-Peptide beschrieben worden. AB weist in seiner
Primarstruktur drei Aspartylreste und einen Asparaginylrest auf. Eine Bildung von Isoaspartat
konnte an den Positionen 1, 7 und 23 nachgewiesen werden (Roher et al., 1993; Lowenson et
al., 1994; Saido et al., 1996; Shimizu et al., 2000). Zum Einfluss der Modifikation auf die
Eigenschaften und das Aggregationsverhalten ist wenig bekannt. Eine Beschleunigung der
Aggregation durch isoAsp7 wurde beschrieben (Roher et al.,, 1993). Interessanterweise
unterscheiden sich isoAsp7-Ap und isoAsp23-Ap offenbar in Bezug auf die Ablagerung im

Hirngewebe. IsoAsp7-A kommt vorrangig im Hirnparenchym vor, isSoAsp23-Ap ist vor
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allem in vaskularen Ablagerungen nachgewiesen worden. Zur Toxizitdt der modifizierten
Peptide im Vergleich zu anderen AB-Formen gibt es noch keine Untersuchungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Bildung von isoAsp am N-Terminus von
Modellpeptiden untersucht, deren Sequenzen von humanem A abgeleitet wurden (Gittler et
al., 2013). Die Untersuchungen ergaben, dass aus N-terminalem Asx, wie bereits zuvor flr
Reste innerhalb der Kette beschrieben, isoAsp hervorgehen kann. Die Geschwindigkeit der
isoAsp-Bildung war dabei ahnlich zu Resten innerhalb der Kette. Limitierend fur die Reaktion
ist ein Protoneniibergang, dies ergab die Untersuchung des Losungsmittel-Isotopieeffektes
uber die Reaktion. Im Vergleich zur Cyclisierung von Glutamat verlduft die N-terminale
iISOAsp-Bildung aus Aspartat deutlich schneller, die Halbwertszeit lag bei 78 Tagen (pH7.0
und 30°C), wohingegen unter gleichen Bedingungen eine Halbwertszeit von N-terminalem
Glu von ca. 10 Jahren ermittelt wurde (Seifert et al., 2009; Guttler et al., 2013).

Es konnte somit nachgewiesen werden, dass eine Bildung von isoAsp am N-Terminus
stattfindet. Die Reaktion unterliegt dabei den gleichen Prinzipien wie die Isomerisierung
innerhalb der Kette. Dieses Ergebnis war bedeutsam, da bisher angenommen wurde, dass sich
die Entstehung von isoAsp ausschlieBlich vor der Spaltung durch B-Sekretase vollzieht
(B6hme et al., 2008a; Bohme et al., 2008b).

Zitierte Beitrage mit eigener Beteiligung
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5 Therapeutische Antikorper gegen modifiziertes Ap

5.1 Untersuchungen zur passiven Immunisierung von transgenen Mausen mit pGlu-A-
spezifischen Antikdrpern

Neben der Veranderung des N-Terminus durch isoAsp- bzw. pGlu-Bildung sind auch andere
posttranslationale Modifikationen von AP beschrieben worden. Zum Beispiel betrifft dies den
Tyrosylrest an Position 10, welcher nitriert vorliegen kann sowie die Phosphorylierung an
Serylresten. Einen Uberblick lber die bisher bekannten kovalenten Modifikationen bzw.
Verénderungen des Peptidriickgrates von AB gibt Abbildung 9.

Fur die meisten AB-Modifikationen ist ein Einfluss auf die Aggregation und/oder Toxizitat

beschrieben worden. Eine Unterbindung dieser — und dies u.U. nicht beschrankt auf die pGlu-
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Bildung — wére daher von pharmakologischem Interesse. Eine Mdoglichkeit dafiir konnte der
Einsatz von monoklonalen Antikdrpern bieten, welche spezifisch die modifizierten Peptide
binden und einem Abbau durch Microglia oder Monozyten/Macrophagen zufiihren. Das
Verfahren der Immuntherapie ist bereits fir eine mdgliche Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen vorgeschlagen worden. Fir einen Uberblick tber die Struktur und
Funktionsweise von Antikorpern sowie immuntherapeutische Studien wird auf folgende
Ubersichtsartikel verwiesen (Schenk et al., 1999; Schenk et al., 2000; Schenk, 2002; Lemere
und Masliah, 2010; Schenk et al., 2012).

Abbildung 9: Posttranslationale Modifikationen von AB. Abkirzungen: iD, Isoaspartat; pE, Pyroglutamat; P,
Phosphorylierung; NO,, Nitrierung. Die Modifikation durch pGlu an Position 3 oder 11 fihrt zu einer
Beschleunigung der Aggregation (He und Barrow, 1999; Schilling et al., 2006; Schlenzig et al., 2009). Auch
eine Phosphorylierung an Position 8 sowie die Nitrierung von Tyrl0 verstarken die Aggregationsneigung
(Kummer et al., 2011; Kumar et al., 2011; Kumar und Walter, 2011; Kumar et al., 2012; Ashby et al., 2015).Im
Gegensatz hierzu verhindert die Phosphorylierung an Ser26 die Aggregation (Rezaei-Ghaleh et al., 2014).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Cynthia
Lemere (Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical School) gepriift, ob monoklonale
Antikorper, die gegen pGlu-modifiziertes Ap gerichtet sind, eine therapeutische Wirkung in
Mausmodellen ausiiben. Die Untersuchungen ergaben, dass die chronische Behandlung von
transgenen Mdausen mit einem monoklonalen pGlu3-Ap-spezifischen Antikorper sowohl die
Ablagerung von AP signifikant reduzierten als auch zu einer Verbesserung von
Lernvermdgen und Gedéachtnis fuhrten (Frost et al., 2012; Frost et al., 2015). Die Ergebnisse
stitzen zum einen die Hypothese, dass dem pGlu-modifizierten AB-Peptid eine wichtige
Rolle bei der Entstehung und Progression der Erkrankung zukommen koénnte. Zum anderen
wird aufgezeigt, dass die Bindung einer (in transgenen Mausen) gering konzentrierten ApB-
Spezies ausreicht, um sowohl eine Linderung der Histopathologie als auch einen
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funktionellen Therapieeffekt zu erzielen. In diesem Punkt kdnnte die spezifisch gegen
modifiziertes AP gerichtete Immuntherapie Vorteile gegeniiber anderen Antikdrpern
aufweisen:

1. Die pGlu-modifizierten Peptide zeigen eine gesteigerte Aggregationsneigung und
Toxizitat. Die pGlu-AB-Anreicherung im Hirn von AD-Patienten korreliert mit der
Schwere der Erkrankung (siehe Kapitel 1 und 3). Eine Bindung dieser Formen
erscheint daher wichtig fir eine Therapie. Andere AntikOrper, die sich in der
klinischen Entwicklung befanden oder derzeit befinden (z.B. der Antikorper
Bapineuzumab), wiesen dies nicht auf.

2. Die Bildung von pGlu-Af ist offensichtlich auf das Hirn beschrankt, nicht-
modifiziertes AP ist auch im Blut und peripheren Organen vorzufinden. Dies fuhrt
dazu, dass der Antikorper bei intravendser Gabe nicht bereits im Blut mit Antigen
abgesattigt wird, was eine geringere Dosierung ermdglichen konnte.

3. Zahlreiche Studien weisen auf eine physiologische Rolle von AP hin (Puzzo et al.,
2008; Soscia et al., 2010; Puzzo et al.,, 2011; Puzzo und Arancio, 2013). Eine
spezifische Bindung modifizierter, krankheitsspezifischer Ap-Formen wirde somit
nicht mit diesen Funktionen interferieren.

4. Die Bildung von pGlu am N-Terminus von AP generiert ein Neoepitop fir die
Antikorper. Dadurch wird Spezifitat gegeniliber AB vermittelt und eine Bindung an das
Vorlauferprotein APP ausgeschlossen, was ebenfalls das Risiko von Nebenwirkungen
aufgrund zellulérer Toxizitét verringern sollte.

Die Untersuchungen zur Wirkung monoklonaler Antikdrper in transgenen Mausen erdffnen
einen weiteren Weg zur Verhinderung der Auspragung der pGlu-Ap-vermittelten Toxizitat.
Dabei ist der Mechanismus der Wirkung zu dem von QC-Inhibitoren abzugrenzen. Wéhrend
eine Hemmung von QC die Neubildung von pGlu-Peptiden unterbindet, bewirken Antikdrper
den beschleunigten Abbau durch Initiilerung von Phagozytose. Beide Ansatze lassen sich
daher voneinander abgrenzen, woraus VVor-und Nachteile resultieren konnen. Die Impulse, die
sich daraus flr eine Wirkstoffentwicklung ergeben kénnten, werden im folgenden Abschnitt

dargestellt.
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5.2 QC-Inhibitoren oder Proteinwirkstoffe zur Verhinderung der Bildung von pGlu-Ag;
Vergleich der therapeutischen Konzepte

Der Nachweis des therapeutischen Effektes bei Unterdriickung von pGlu-Ap, der Uber
monoklonale Antikorper oder Inhibitoren der QC vermittelt werden kann, ertffnet die
Madglichkeit eines Vergleiches von Vor-und Nachteilen des jeweiligen Ansatzes:

1. Gegeniber Inhibitoren der QC haben Antikorper den Vorteil, dass bereits gebildetes
und abgelagertes pGlu-Ap gebunden und einem Abbau zugefuhrt wird. Dies ist auch
bedeutsam, da bisher nicht bekannt ist, in welchem Ausmal} abgelagertes Amyloid
durch Proteasen noch abgebaut wird. Da Plaques auch als Reservoir fir toxisches,
oligomeres Ap angesehen werden, kdnnte eine Bindung von bereits gebildetem pGlu-
AP wichtig sein. Dem steht jedoch entgegen, dass eine Behandlung mit QC-Inhibitor
fiir drei Wochen zu einer Verbesserung des raumlichen Lernvermdégens in transgenen
Tieren fuhrte (Hoffmann et al., 2017). Es kdnnte daher sein, dass vor allem die de
novo-Synthese von pGlu-Ap zur Oligomerenbildung und deren Toxizitat flhrt.

2. Antikorper als Makromolekule weisen den Nachteil auf, dass die Blut-Hirn Schranke,
eine den Stoffaustausch zwischen Hirn und Blut regulierende zellulére Barriere, nur
unzureichend durchdrungen wird. Es wurde beobachtet, dass nur ca. 0,1-0,2 % der
applizierten Antikorper im Hirn nachgewiesen werden kdnnen. Offensichtlich gentgt
diese geringe Konzentration im Hirn jedoch, um die Phagozytose durch Antikorper
auszuldsen. Allerdings fuhrt dies auch dazu, dass sehr hohe Konzentrationen appliziert
werden mussen, um eine Wirksamkeit zu erzielen. Die periphere Belastung ist dadurch
erhoht und es steigt das Risiko von Nebenwirkungen wie z.B. Bildung von Odemen.
Auch hier ist die spezifische Erkennung von pGlu-Af mutmaRlich von Vorteil, da das
Peptid nur im Hirn vorkommt und keine Bindung in Blut bzw. peripheren Organen zu
erwarten ist. Dies konnte zu einer Verringerung der Dosis und mdoglicher
Nebenwirkungen beitragen. Tatsachlich wurde in ersten Studien mit einem pGlu-Ap
Antikorper keine Dosisabhangigkeit beobachtet (Frost et al., 2015). Dieses Ergebnis

konnte die Schlussfolgerung zulassen, dass eine Absattigung der pGlu-ApB-Epitope
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und eine maximale Wirkung bereits bei geringerer Dosierung im Vergleich zu anderen
Antikorpern erreicht werden kann.

Die Penetration der Blut-Hirn Schranke und somit das Erreichen einer effektiven
Wirkstoffkonzentration am Wirkort konnte fir niedermolekulare Inhibitoren der QC
nachgewiesen werden (Hoffmann et al., 2017). Die Hemmung der Glutaminyl-Cyclase
im ZNS hat de facto den Nachteil, dass auch die Synthese verschiedener pGlu-
Peptidhormone, z.B. TRH und GnRH sowie Neurotensin, beeinflusst werden konnte.
Wie bereits in Kapitel 3 dargelegt, ruft ein knockout von QC, offensichtlich aufgrund
eines Einflusses auf die Reifung von TRH, den Phanotyp einer milden Hypothyreose
hervor. Der Phédnotyp trat jedoch nur bei Tieren mit homozygotem Hintergrund auf.
Ebenfalls zeigten Tiere, denen der QC-Inhibitor PQ912 weit oberhalb einer effektiven
Dosierung zur Verhinderung der pGlu-Ap Bildung verabreicht wurde, keine
Hypothyreose (Hoffmann et al., 2017). Ursache flr diese scheinbare Spezifitat der
Wirkung von QC-Inhibitoren fir die Unterdriickung der pGlu-Bildung aus Glutamat
konnte die bevorzugte Umsetzung von Glutaminylsubstraten durch das Enzym sein, da
die Spezifitatskonstanten des Umsatzes von Glutamin und Glutamat mehrere
GroRenordnungen auseinander liegen. Daher sind offenbar geringere Konzentrationen
des Inhibitors notwendig, um eine Absenkung der pGlu-AB-Bildung zu erreichen.
Dies konnte im zellularen Modell bestatigt werden (Hoffmann et al., 2017).
Dementsprechend wurde die HPT-Achse auch in Kklinischen Studien nicht
beeintrachtigt (unpublizierte Daten).

Eine weitere Eigenschaft, hinsichtlich der sich die beiden Ansédtze zur Verringerung
der pGlu3-Ap-Bildung unterscheiden, ist die maogliche Stimulation einer
Entzindungsreaktion nach Wirkstoffgabe. Wahrend eine Gabe von QC-Inhibitoren,
wie in Kapitel 3 dargelegt, aufgrund der Unterdriickung der Reifung von Chemokinen
eine anti-inflammatorische Wirkung austbt, stimulieren Antikorper durch die Bindung
an phagozytisch aktive Zellen einen Aussto von Cytokinen. Es ist noch unklar,
inwieweit dies eine Neuronenschadigung hervorrufen koénnte. Die Fahigkeit zur
Auslosung der pro-inflammatorischen Cytokinfreisetzung unterscheidet sich bei den
verschiedenen Antikorperklassen und auch bei 1gG-Subtypen, die bei der
Immuntherapie bevorzugt sind. Einige Antikorper, die sich zurzeit in der klinischen
Entwicklung befinden, weisen daher einen 1gG4-Subtyp auf, welcher eine verringerte
Effektorfunktion aufweist. Es ist jedoch noch unklar, inwieweit eine effektive

Bindung von Ap-Antikorper-Komplexen fir den Abbau und die neuroprotektive
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Wirkung verantwortlich ist. Die Antikorper, die eine kognitive Stabilisierung in
klinischen Studien bewirken konnten, wiesen einen 1gG1-Subtyp auf.

5. Die Bildung von pGlu tritt nicht nur an Position 3 des AB-Peptides auf, sondern auch
an Position 11 (siehe auch Abbildung 9). Die Bedeutung von pGlu-AB(11-x) ist im
Gegensatz zu pGlu-AB(3-x) weit weniger gut untersucht worden. Die Hemmung der
QC-Aktivitat wirde die Bildung von pGlu an beiden Positionen unterbinden,

Antikdrper wirken spezifisch.

Die vorangegangenen Ausfiihrungen legen dar, dass eine Unterdrickung der pGlu3-Ap-
Anreicherung mittels verschiedener Mechanismen mdglich ist. Sowohl die Bindung durch
Antikorper als auch die Hemmung des Enyzms QC weisen dabei potentielle Nachteile auf,
deren Relevanz fiir einen Erfolg in der klinischen Phase der Testung auf Basis des derzeitigen
Wissensstandes keinen der Ansétze klar bevorzugt. Aufgrund des unterschiedlichen Potentials
fir mogliche Nebenwirkungen, dies betrifft die Spezifitat der Wirkung (siehe Punkt 3) und
die Stimulation einer pro-inflammatorischen Reaktion (siehe Punkt 4), kdnnte eine auf einer
simultanen Gabe von Antikérper und QC-Inhibitor basierende Kombinationstherapie eine
maogliche Strategie darstellen. Dadurch waére eine niedrigere Dosierung der jeweiligen
Komponente verbunden mit einer Minimierung der Nebenwirkungen vorstellbar. Dieser

Ansatz wird zurzeit durch die Probiodrug AG in praklinischen Untersuchungen evaluiert.
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6 Zusammenfassung

Die weltweit steigende Lebenserwartung bedingt eine Zunahme von neurodegenerativen
Erkrankungen, allen voran der Alzheimer-Krankheit (AD). Zurzeit stehen keine Therapien zur
Verfligung, welche den fortschreitenden Nervenzellverlust aufhalten konnten. Die Alzheimer-
Krankheit ist durch die Ablagerung der Proteine AP und Tau im Hirn der Patienten
gekennzeichnet. Zahlreiche Untersuchungen weisen auf posttranslationale Modifikationen,
z.B. durch Phosphorylierung, Nitrierung oder Pyroglutamat-Bildung (pGlu-), dieser Peptide
hin. Diese Veranderungen konnen die Ablagerung beschleunigen, sie stehen daher
mutmallich mit dem Fortschreiten der Demenz in einem kausalen Zusammenhang.

Die posttranslationale Modifikation ist ein wesentlicher Mechanismus zur Regulation der
biologischen Funktion von Proteinen und Peptiden. Darliber konnen z.B. zellulére
Signalkaskaden gesteuert, die Genaktivitat reguliert oder auch Enzyme aktiviert oder
gehemmt werden. Die Regulation beruht dabei vorwiegend auf der Verdnderung von
biochemischen Eigenschaften der Proteine, z.B. der Struktur und Ladung oder der
Hydrophobizitdt. Genau diese Eigenschaften spielen offenbar auch eine Rolle bei
Proteinfaltungserkrankungen wie AD. Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Bildung und
Funktion N-terminaler Modifikationen von Amyloidpeptiden zu untersuchen und daraus
mogliche Strategien fur eine therapeutische Intervention abzuleiten. Im Vordergrund stand
dabei die Entstehung pGlu-modifizierter Peptide. Die wesentlichen Ergebnisse dieser
Untersuchungen waren:

1. Die N-terminale pGlu-Modifikation beschleunigt die Aggregation der Amyloidpeptide
AB, ADan und ABri. Am Beispiel von pGlu-Ap(3-40/42) wurde gezeigt, dass das
Peptid im Vergleich zu nicht-modifizierten Formen beschleunigt neurotoxische
Oligomere ausbildet, was offensichtlich auf eine gesteigerte Hydrophobizitat des
Peptides zurlickzufiihren ist. Die Struktur sowie die neurotoxischen Eigenschaften der
pGlu-AB-Oligomere konnen auf andere Spezies Ubertragen werden, wie
Untersuchungen zur  Co-Aggregation aufgezeigt haben. Diese  Struktur-
Wirkungsbeziehung bildet die wesentliche Grundlage fir eine Ableitung von
Strategien einer therapeutischen Intervention bei neurodegenerativen Erkrankungen,
die auf der Verhinderung der Bildung bzw. Bindung der modifizierten Peptide beruht.

2. Die Bildung von pGlu am N-Terminus von AP ist enzymkatalysiert. Das Enzym
Glutaminyl-Cyclase (QC) katalysiert die Cyclisierung von Glutamylresten am N-

Terminus von AB. Eine Uberexpression von QC in transgenen Mausen verstarkt die
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Anreicherung von pGlu-Ap und induziert Verhaltensstorungen. Ein knockout von QC
in Méusen verringert die pGlu-Bildung. Diese QC knockout-Mé&use zeigen jedoch
kaum phénotypische Verénderungen, was einer Hemmung von QC als
pharmakologischem Prinzip nicht entgegensteht.

Die Gabe von QC-Inhibitoren verhindert die Bildung von pGlu-AB in zelluldren
Modellsystemen sowie in transgenen Tieren. Eine intrazerebrale Injektion oder die
orale Applikation des QC-Inhibitors PBD150 bewirkt eine Reduktion von pGlu- sowie
Gesamt-Ap in den zwei transgenen Mausmodellen TASD41 und Tg2576. Behandelte
transgene Méuse weisen zudem ein verbessertes Lernvermdgen und Gedachtnis auf.

. Glutaminyl-Cyclasen kommen in Isoformen vor. Erstmals wurden Glutaminyl-
Cyclasen von Invertebraten sowie einheimischen Pflanzen isoliert und charakterisiert.
Drosophila bildet zwei QCs, ein mitochondrial lokalisiertes und ein sezerniertes
Enzym. Die QCs der Sauger werden sezerniert (QC) oder im Golgi-Apparat (isoQC)
zuriickgehalten. Die Retention im Golgi-Apparat wird, zumindest partiell, Gber eine
Sequenz im cytosolischen Bereich des Transmembranproteins vermittelt. Der
Mechanismus beruht auf einer Interaktion mit dem Golgi phosphoprotein 3
(GOLPH3).

Die unterschiedliche Lokalisation der QC-Isoenzyme von Sdugern bedingt eine
differentielle Substratumsetzung innerhalb der Zelle. Anhand von QC- und isoQC-
knockout-Mé&usen konnte gezeigt werden, dass QC unter physiologischen Bedingungen
Peptide im regulierten sekretorischen Weg umsetzt, welche einer Prozessierung durch
Prohormon-Convertasen unterliegen. 1soQC hingegen setzt vorwiegend Substrate um,
deren Prakursor nur durch Signalpeptidase-Spaltung generiert wird und daher im
Golgi-Apparat durch das Enzym umgesetzt werden kann. Das bei entzlndlichen
Prozessen und Gewebeschadigung stimulierte Chemokin CCL2 ist ein Substrat der
is0QC. Der QC-Inhibitor PBD150 hemmt, vermittelt Uber die Unterdriickung der
Reifung von CCL2, die Einwanderung von Monocyten in geschadigtes Gewebe.

Die Bildung von CCL2 und pGlu-Ap sind bei der Pathogenese der AD mutmalilich
kausal miteinander verknupft. In zellularen Modellen konnte gezeigt werden, dass eine
pro-inflammatorische Stimulation von Astrocyten, z.B. durch AB-Peptide, zur erhohten
Expression von QC und CCL2 flhrt. Die Expression von QC ist bei AD im Hirn
signifikant erhoht. Vermutlich héngt die Stimulation von QC mit der verstarkten
Expression von z.B. CCL2 und TRH zusammen. Als Folge der verstarkten Bildung

von QC entsteht jedoch auch neurotoxisches pGlu-AB, das sich im Verlauf der
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Erkrankung anreichert. Eine Hemmung von QC und isoQC konnte somit zur
Unterdriickung der Inflammation und der Bildung von pGlu-Ap fiihren.

7. Monoklonale Antikdrper, die gegen pGlu-AB(3-x) gerichtet sind, zeigen eine analoge
Wirkung wie QC-Inhibitoren in transgenen Mausen mit Alzheimer-Pathologie. Die
Applikation von spezifischen monoklonalen Antikdrpern im transgenen Mausmodell
reduzierte ApB-Ablagerungen und bewirkte eine Verbesserung des raumlichen
Gedéachtnisses. Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass modifizierte Peptide,
obgleich diese nicht die Hauptspezies darstellen, eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese von AD spielen kdnnten.

8. N-terminale Aspartyl- und Asparaginyl-Reste neigen zur Bildung von Isoaspartat. Die
Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine N-terminale isoAsp-Entstehung aus
Aspartat gegenuber der nicht-enzymkatalysierten Bildung von pGlu schneller verlauft.
Die in den menschlichen Amyloidablagerungen vorzufindenden, am N-Terminus durch
iSoAsp modifizierten AB-Peptide entstehen somit wahrscheinlich nach der Freisetzung
von AP aus dem Vorlauferprotein APP.

In der vorliegenden Arbeit konnten somit neue Erkenntnisse in Bezug auf die Bildung und die
Rolle N-terminaler Modifikationen von Proteinen und Peptiden gewonnen werden. Die
Untersuchungen mundeten in der Ableitung von neuen Wirkmechanismen, die auf der
Unterbindung der N-terminalen pGlu-Modifikation durch Hemmung des modifizierenden
Enzyms oder der spezifischen Bindung der modifizierten Peptide durch Antikorper beruhen.
Beide Ansatze wurden in préklinischen Studien erfolgreich getestet, derzeit befindet sich ein
QC-Inhibitor in der klinischen Priifung am Menschen.
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