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1. Einleitung 2

1. Einleitung

1.1 Hintergrund und Relevanz der Untersuchung altersabhdngiger

neurodegenerativer Erkrankungen

In den industrialisierten Landern ist die demographische Entwicklung drastischen
Veridnderungen unterzogen. Nach Berechnungen des Statistischen Bundesamtes wird
die Altersgruppe der iiber 80-jdhrigen in Zukunft die schnellste wachsende
Altersgruppe  darstellen, wodurch eine ,Uberalterung® der bundesdeutschen

Bevolkerung resultieren wird (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1 Demographische Entwicklung der BRD (Statistisches
Bundesamt, Wiesbaden).

Gleichzeitig stellt das Alter den grofften Risikofaktor fiir viele degenerative
Erkrankungen dar. Insbesondere neurodegenerative Krankheiten, wie die Alzheimer
oder die Parkinson Krankheit, weisen dabei eine hohe Priavalenz auf (Riedel-Heller et

al., 2001). Weltweit sind circa 24 50 1
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Erkrankung besonders deutlich (Abb. 1.2). Alter (Jahre)
. . . Abb. 1.2 Altersabhéingigkeit der Alzheimer
Im Allgemeinen zeichnen sich  Krankheit (verindert nach www.alzheimers-

neurodegenerative Erkrankungen durch disease.com).

einen langsamen Krankheitsverlauf aus.
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Sie sind vielfach mit Stérungen und letztlich dem Verlust von Gehirnleistungen und
damit der individuellen Personlichkeit verbunden. Neben personlichen Problemen
erwachsen daraus zukiinftig soziodkonomische (Ankri und Poupard, 2003). Aus
diesem Grund sind die Erforschung und das Verstindnis altersassoziierter
Mechanismen, die mit neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung stehen, von
groler Bedeutung. Insbesondere Erkenntnisse, die zur Entwicklung neuer
Praventionen und Therapien fiihren, bedeuten eine Steigerung der Lebensqualitét fiir

den Einzelnen und gleichzeitig eine Entlastung der Gesundheits- und Sozialsysteme.

1.2 Die Histopathologie der Alzheimer Krankheit

Alois Alzheimer beschrieb 1906 im Gehirn der 51-jdhrig verstorbenen Patientin
Auguste D. erstmalig die klinischen Symptome der spiter nach ihm benannten
Alzheimer Krankheit (Abb. 1.3) (Alzheimer, 1907). Die beiden charakteristischen
pathologischen Merkmale, Amyloid-Plaques und neurofibrilldre Biindel (,,tangles®),
stellen bis heute die Grundlage der post-mortem Diagnose der Krankheit dar und
treten iiberwiegend in den Gehirnregionen Neocortex, Hippocampus sowie im

Limbischen System auf (Braak et al., 1996; Thal et al., 2005).

.--__.l
i v -

Abb. 1.3 (A) Fotographie von Auguste D., der ersten Patientin von A. Alzheimer. (B)
Neurofibrillire Biindel, gezeichnet von A. Alzheimer nach lichtmikroskopischer
Untersuchung (verdndert nach Maurer et al., 1997).

Neurofibrillare Biindel liegen vorwiegend intrazelluldr im somato-dendritischen oder
axonalen Kompartiment von Neuronen vor. Sie entstehen durch Aggregation von
gepaarten helikalen Filamenten aus hyperphosphorylierten Formen des Proteins Tau
(Goedert et al., 1996; Igbal et al., 2005). Dieses Mikrotubuli-assoziierte Protein ist fiir

die Stabilisierung oder Bildung der axonalen Mikrotubuli verantwortlich (Friedhoff et
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al., 2000). Die Hyperphosphorylierung von Tau ist auf eine Storung des
Gleichgewichts bestimmter Kinasen und Phosphatasen zuriickzufithren, deren
Ausloser oder Ursache bisher nicht vollstindig erkldrt werden kann (Mandelkow und
Mandelkow, 1998). Als Folge wird der Aufbau des Mikrotubuli-Apparates verdndert
und/oder der axonale Transport blockiert, was den neuronalen Zelltod zur Folge hat.
Neurofibrillire Biindel sind neben der Alzheimer Krankheit auch mit anderen
neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Niemann Pick Typ C Krankheit (Auer et

al., 1995), assoziiert und sind daher nicht spezifisch fiir die Alzheimer Krankheit.

Amyloid-Plaques, das zweite pathologische Merkmal der Alzheimer Krankheit, treten
im extrazelluliren Raum des Gehirns sowie im zerebralen Blutgefid3system auf
(Selkoe, 1999). Mikroskopisch unterscheidet man zwei Klassen von Amyloid-
Plaques, die neuritischen und die diffusen Plaques. Die neuritischen Plaques sind
durch einen dichten Amyloidkern gekennzeichnet, der von dystrophen Neuriten, in
denen neurofibrillidre Biindel abgelagert sind, sowie aktivierten Mikrogliazellen und
Astrozyten umgeben ist (Braak ef al., 1996; Meyer-Luehmann ef al., 2003; Pike et al.,
1994). Diese kompakten neuritischen Plaques sind spezifisch fiir die Alzheimer
Krankheit, wihrend Plaques aber auch in Gehirnen gealterter nicht-dementer
Menschen nachweisbar sind (Braak und Braak, 1997; Hardy und Selkoe, 2002).
Diffuse Plaques treten hauptsdchlich im Cerebellum auf und sind in der Regel mit

keinen bis wenigen zelluldren Verdnderungen verbunden (Yamaguchi ef al., 1989).

1.3 Molekulare Grundlagen der Alzheimer Krankheit

Als Ursache fiir die Alzheimer Demenz wird der neuronale Zelltod angesehen und
erkrankte Gehirne weisen einen signifikanten Verlust von neuronaler Zellmasse auf
(Casas et al., 2004; Hardy und Selkoe, 2002; Pietrzik und Behl, 2005; Spires und
Hyman, 2005). Obwohl ein direkter Zusammenhang zwischen Amyloid-Plaques, der
Entstehung der Alzheimer Pathologie und der neuronalen Degeneration bisher nicht
geklart werden konnte, wird der Bildung der Amyloid-Ablagerungen eine
Schliisselrolle bei der Entstehung der Krankheit zugesprochen (Citron, 2004; Hardy,
2006). Die Hauptkomponente der Amyloid-Plaques ist Amyloid B (Ap), ein kurzes
amphipatisches Peptid, das aus der Prozessierung des Amyloid-Vorlduferproteins

(APP) hervorgeht. Durch diese Prozessierung werden Ap-Peptide unterschiedlicher
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Grofe gebildet, wobei die haufigsten vorkommenden Formen 40 und 42 Aminoséduren
lang sind und demnach als AB40 bezichungsweise AB42 bezeichnet werden (Pietrzik
und Behl, 2005; Selkoe, 2001). Vor allem AB42 weist in vitro eine hohe Tendenz zur
Aggregation auf und besitzt somit das groBte neurotoxische Potential (Murakami et
al., 2003b). Zusitzlich ist AB42 gegeniiber Degradation stabiler als AP40, wodurch

die Akkumulation im Gehirn verstirkt wird (Iwatsubo ef al., 1994).

Einen entscheidenden Hinweis auf die Bedeutung von APP und seiner Spaltprodukte
bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit liefern autosomal-dominante Formen der
Krankheit, die zu einer frilhen Ausprdgung der Demenz fithren (Selkoe, 2001).
Mutationen in den Genen fiir APP oder den Komponenten der APP-prozessierenden
y-Sekretase, Presenilin-1 und -2, fithren zu einer verstirkten Bildung von A, oftmals
insbesondere AB42. Weiterhin treten frithe Formen der Alzheimer Krankheit in Down
Syndrom Patienten auf, die durch die Trisomie des Chromosoms 21 erhohte APP-

Gendosen aufweisen (Head und Lott, 2004; Rovelet-Lecrux et al., 2006).

Der Wirkmechanismus oder die Entstehung der Neurodegeneration in der Alzheimer
Krankheit sind nicht geklart. Einer populdren Hypothese nach (,,Amyloid Hypothese*;
Abb.1.4), steht die progressive Akkumulation von aggregiertem AP42 am Anfang
einer Kaskade, die eine Gliose und inflammatorische Reaktion zur Folge hat. Die
zunehmende Schiddigung der Neuronen, beziehungsweise die Akkumulation von
oxidativem Stress, filhrt zu einem verdnderten intrazelluldren Milieu, wodurch die
Aktivitditen von Kinasen oder Phosphatasen modifiziert werden und in der
Hyperphosphorylierung von Tau resultieren. Dadurch werden die Funktion und die
synaptische Transmission der Neuronen gestort, was den Beginn der Demenz bewirkt
und letztlich den neuronalen Zelltod zur Folge hat (Citron, 2004; Hardy, 2006; Hardy
und Selkoe, 2002).

Die ,,Amyloid Hypothese* ist bis heute nicht unumstritten, wobei vor allem die
Bedeutung von AP unklar ist. Hiufig wird der Aggregation von Tau eine
bedeutendere Rolle zugesprochen und diese nicht ausschlieBlich als Folge
(,,downstream ) der AB-Plaques verstanden. Mutationen im Tau-Gen konnten bisher
nicht mit familidiren Formen der Alzheimer Krankheit in Verbindung gebracht

werden, sondern sind mit einer Klasse von frontotemporalen Demenzen assoziiert



1. Einleitung 6

(Clark et al., 1998). Die dabei entwickelten Tau-Aggregate verursachen einen

neuronalen Zelltod, ohne dass AB-Ablagerungen auftreten (Foster et al., 1997).

Altersassoziierte Zunahme der AB42 Spiegel
(verstdrkte Bildung / reduzierte Degradation)

Oligomerisierung von A 342

Subtile Effekte der AB-Oligomere auf die synaptische Effizienz

f

Graduelle Ablagerung der AB42-Oligomere als diffuse Plaques

Aktivierung von Mikrogliazellen / Astrozyten
und beginnende inflammatorische Reaktion

]

Verdndertes ionisches Milieu und Akkumulation von
oxidativem Stress

f

Verdnderte Kinase/Phosphatase-Aktivitdten bewirken
Tau-Hyperphosphorylierung (Biindelbildung)

]

Weitldufige neuronale Fehlfunktion und selektiver neuronaler
Zelltod sowie Transmitterdefizite

{

DEMENZ

Abb. 1.4 Die ,,Amyloid Hypothese*
(verdndert nach www.alzforum.org).

1.4 APP: Struktur, Prozessierung und physiologische Funktion

1.4.1 Das Amyloid-Vorliuferprotein

APP ist ein glykosyliertes Typ-I-Transmembranprotein, das eine grole N-terminale
Ektodomine, eine Transmembrandomédne und eine kurze C-terminale zyto-
plasmatische Domine aufweist (zur Ubersicht Selkoe, 2001) (Abb. 1.5). APP wird
ubiquitdr in nahezu allen Zellen und Geweben exprimiert. Dabei werden drei
Isoformen des Proteins unterschieden, die in unterschiedlichen Geweben auftreten
und durch alternatives Spleilen der mRNA entstehen (Selkoe, 2001). Die kiirzeste

Form, APP69 . wird fast ausschlieSlich in Neuronen exprimiert, wihrend APP751 die

5

haufigste Isoform in nicht-neuronalen Zellen reprisentiert (Wertkin et al., 1993). Die

beiden lédngeren Isoformen, APP751 und APP77O, enthalten eine zusitzliche Doméane

innerhalb der Ektodomine, die eine Homologie zu dem Kunitz-Protease-Inhibitor

(KPI) aufweist (Kitaguchi et al., 1988; Tanzi et al., 1988). Alle APP-Isoformen
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weisen eine Kupfer-, Eisen- sowie eine Zink-Bindungsstelle in der Ektodoméne auf
(Bush et al., 1993; Hesse et al., 1994; Maynard et al., 2002). Fiir die Bindung von
Zink wurde nachgewiesen, dass sie die Aggregation von AP in vitro und in vivo
beeinflusst (Bush et al., 1994). Die AB-Region tritt in allen drei Isoformen auf und
wird N-Terminal durch die Schnittstelle der B-Sekretase und C-Terminal durch die
Schnittstellen der y-Sekretase begrenzt. Die zytoplasmatische Doméne ist von C.
elegans bis zum Menschen hoch konserviert und interagiert mit den meisten der

identifizierten Bindungspartnern von APP (Reinhard et al., 2005).

Extrazelluldre Matrix Membran  Zytosol

KPI
N C

AB
| ]
BTTY
o
Abb. 1.5 Schematische Darstellung des Amyloid-Vorliduferproteins. KPI =
Kunitz-Protease-Inhibitor; Ap = Amyloid B-Doméne; N’/C’ = N- bezichungsweise

C-Terminus; o,f,y= Schnittstellen der entsprechenden Sekretasen (verdndert nach
Reinhard et al., 2005).

1.4.2 Die Prozessierung von APP

Die Prozessierung von APP wurde aufgrund der engen Verkniipfung der Amyloid-
Plaques mit der Alzheimer Krankheit intensiv erforscht. In einem Zusammenspiel von
mindestens drei Sekretasen wird APP in unterschiedliche Fragmente gespalten,
woraus unter anderem das AP-Peptid resultiert (zur Ubersicht Pietrzik und Behl,

2005; Selkoe, 2001) (Abb 1.6).

Den initialen Prozess der AB-Synthese stellt die proteolytische Aktivitdt der [-
Sekretase dar. Dieses Enzym, auch BACE (f-site APP Cleaving Enzyme) genannt,
schneidet APP am N-Terminus der AB-Doméne, wobei intrazelluldr das Fragment
C99 (auch B-CTF) gebildet wird (Haniu et al., 2000; Vassar et al., 1999). Dieses
Fragment wird von der y-Sekretase innerhalb der Transmembrandoméine von APP
weiter prozessiert, wobei das etwa 4 kDa groBe AB-Peptid freigesetzt wird. Die -
Sekretase stellt einen hochmolekularen Proteinkomplex dar, dessen enzymatische
Aktivitat die Anwesenheit von Presenilin, APH-1, PEN-2 und Nicastrin erfordert
(Francis et al., 2002; Goutte et al., 2002; Lee et al., 2002b; Levitan et al., 2001;
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Thinakaran et al., 1996). Die Schnittstelle des y-Sekretasekomplexes ist dabei nicht
von einer exakten Aminosduresequenz abhdngig, weswegen die vy-Sekretase
hauptsdchlich zwei verschiedene C-Termini des Ap-Peptides bildet. Daraus
resultieren Peptide, die 40 oder 42 Aminosduren lang sind. Zusétzlich treten auch
verkiirzte Formen auf, die allerdings sehr selten sind. Normalerweise liegen AB40 und
AP42 in einem Verhéltnis von etwa 90% zu 10% vor, jedoch kommt es bei familidren
Formen der Alzheimer Krankheit, die mit Mutationen im APP- oder den Presenilin-
Genen einhergehen, hdufig zu einer Verschiebung zugunsten von AB42 (Selkoe,

2004).

Diese amyloidogene Prozessierung von APP unterscheidet sich von der sehr viel
hiufiger vorkommenden nicht-amyloidogenen Prozessierung dadurch, dass APP
anstelle der P-Sekretase initial durch die o-Sekretase gespalten wird. Eine o-
Sekretase, ADAMI10 (A Disintegrin And Metalloproteinase 10), schneidet APP
innerhalb der AB-Doméne, wodurch die Synthese von A verhindert wird (Lammich
et al., 1999; Postina et al., 2004). Das intrazelluldre Fragment C83 (auch a-CTF) wird
wiederum durch die y-Sekretase gespalten, wobei das kurze Peptid p3 entsteht. Durch
die Aktivitdten der a- und B-Sekretase werden zusétzlich zu den intrazelluldren CTFs

16sliche Fragmente (sSAPPa und sAPPp) gebildet, die sezerniert werden.

Aus der Prozessierung von C99 und C83 durch den y-Sekretasekomplex resultiert
intrazellular das AICD (APP Intracellular Domain), das den dufersten C-terminalen

Rest von APP représentiert.
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Abb. 1.6 Schematische Darstellung der Prozessierung von APP. Details siche Text (verandert
nach Pietrzik und Behl, 2005).

1.4.3 Die physiologische Funktion von APP

Die physiologische Funktion von APP ist nicht endgiiltig gekldrt, auch wenn
zahlreiche mégliche Aktivititen vorgeschlagen wurden (zur Ubersicht Reinhard et al.,
2005). Die vermutlich beste Annéherung an die Funktion von APP wird durch Knock-
Out Méuse gewonnen. Eine APP-Defizienz weist keine oder nur geringe Phénotypen
auf (Zheng et al., 1995), wohingegen Knock-Out Méuse fiir die gesamte APP-
Genfamilie (APP/APLP1/APLP2) prematur sterben und neurologische Defekte
aufweisen (Herms et al,, 2004). Eine detaillierte Analyse der funktionellen
Zusammenhdnge steht noch aus. Generell scheint APP in Prozesse der Zell-Zell-

Interaktion (Wang und Ha, 2004), Zelladhdsion (Soba et al., 2005) und dem
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Zellwachstum, insbesondere dem Auswachsen von Neuriten (Jin et al., 1994;
Mattson, 1997; Ninomiya et al., 1993), involviert zu sein. Fiir die Peptide APB40/42
wurde vor kurzem neben der zytotoxischen Wirkung auch eine differentielle
physiologische Funktion in der Lipid-Homdostase beschrieben (Grimm et al., 2005).
Die AICD-Region ist fiir viele Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich und weist
nach Translokation in den Zellkern transkriptionelle Aktivitit auf (Cao und Sudhof,

2001; Von Rotz et al., 2004).

1.5 Struktur und Funktion von Lipid Rafts
Die Prozessierung von APP wird unter anderem durch den zelluldren
Cholesterolspiegel reguliert, was auf die funktionelle Integritit von Lipid Rafts
zuriickgefiihrt werden konnte (Abad-Rodriguez et al., 2004; Bodovitz und Klein,
1996; Ehehalt et al., 2003; Kojro et al., 2001; Simons und Vaz, 2004). Diese
definierten = Membrandomédnen weisen einen erhohten Cholesterol- und
Glykosphingolipidgehalt auf (Simons und Ikonen, 1997). Aufgrund der hohen
Cholesterolkonzentration wird eine geordnete Fliissigkeitsdomane gebildet, die
weniger fluide als die Umgebung ist (Brown
und London, 2000). Diese Eigenschaft
verleiht Lipid Rafts eine Unloslichkeit in

nicht-ionischen Detergenzien und erlaubt ihre
Aufreinigung von der Nicht-Raft Fraktion der
Plasmamembran. Eine spezielle Form der
Lipid Rafts wird durch Caveolae reprisentiert

(Abb. 1.7) (Stan, 2005). Diese ungefdahr 50

nm groflen, flaschenférmigen Einstiilpungen
der Plasmamembran weisen zusitzlich zu den
Lipiden das Protein Caveolin als strukturelle

Komponente auf. Caveolin wird nach seiner

Caveolin

Synthese im Endoplasmatischen Retikulum in
Abb. 1.7 Schematische Darstellung
des strukturellen Aufbaus von

Plasmamembran palmitoyliert, wodurch die ZC(?(;’BOlae- (verdndert nach Parton,

die Membran integriert und auf dem Weg zur

Bindung an Cholesterol und gleichzeitig die

Homo-Oligomerisierung des Proteins
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verstirkt wird (Smart ef al., 1996). Funktionell dienen Lipid Rafts/Caveolae als eine
Art FloB (,,rafis*) innerhalb der Plasmamembran, in dem beispielsweise Proteine
selektiv aufgenommen und wieder abgeben werden konnen. Durch die Selektivitét
und die Fahigkeit spezielle Proteine in enge Nachbarschaft zueinander zu bringen,
sind Lipid Rafts an Prozessen der Signaltransduktion, der Endozytose und an dem
Cholesteroltransport beteiligt (Simons und lkonen, 1997). Die Bedeutung der Lipid
Rafts wird durch ihre Assoziation mit bestimmten Erkrankungen deutlich. Neben dem
erwahnten Einfluss auf die Alzheimer Krankheit, stehen Lipid Rafts zusétzlich mit der
Prion- (Naslavsky et al., 1997) und der HIV-Krankheit (Wang et al., 2000) in
Verbindung. Auch im Zuge der zelluliren Alterung werden altersassoziierte
Modifikationen von Lipid Rafts als ein Faktor fiir die Ausprigung des seneszenten

Phénotyps diskutiert (Park et al., 2000).

1.6 Zellulire Alterung

Das Phénomen der Alterung kann als eine mit zunehmendem Lebensalter
abnehmende Féhigkeit, urspriinglich vorhandene physiologische Prozesse aufrecht zu
erhalten, verstanden werden. Worin diese reduzierte Fahigkeit begriindet liegt, warum
wir also altern, ist bis heute ungekldrt und Grundlage intensiver Forschung (zur
Ubersicht Kenyon, 2005). Dabei werden unterschiedliche Modellsysteme eingesetzt,
die das zelluldre System untransformierter, humaner Fibroblasten und die Organismen
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans (C.
elegans) oder Mus musculus umfassen. Jedes dieser Modelle bietet spezielle Vor- und
Nachteile in der Erforschung eines solch komplexen Zusammenhanges wie der
Alterung. Die Verwendung humaner Fibroblasten bietet den Vorteil, dass sie durch
eine definierte Lebensspanne vergleichsweise rasch und kontrolliert in vitro altern,
und dass altersassoziierte Verdnderungen auf zelluldrer Ebene erfasst werden konnen.
Dies wiederum birgt den Nachteil, dass komplexe Interaktionen unterschiedlicher
Organe auf der Ebene des Organismus oder der Einfluss des Immunsystems nicht
beriicksichtigt werden und die Ubertragbarkeit in die in vivo Situation nur sehr

eingeschrinkt mdglich ist (zur Ubersicht Cristofalo et al., 2004).
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1.6.1 Replikative Seneszenz

Im Jahre 1961 entdeckten Hayflick und Moorhead, dass humane Fibroblasten nur eine
begrenzte Anzahl von Zellteilungen unterlaufen (Hayflick und Moorhead, 1961).
Primére Fibroblastenkulturen proliferieren anfangs schnell, worauf eine Phase mit
progressiv verringerter Teilungsfrequenz folgt. Letztlich stellt die Kultur ihre
Teilungsaktivitdt komplett ein und weist einen seneszenten Phénotyp auf (Hayflick,
1985). Dabei ist nicht der chronologische Zeitraum der Kultivierung fiir das Erreichen
der zelluldren Seneszenz ausschlaggebend, sondern die Gesamtzahl der Zellteilungen
oder Populationsverdopplungen (PDLs) (Campisi ef al., 1996). Dieses Phinomen der
,replikativen Seneszenz ist fiir humane Zellen nicht spezifisch, sondern wurde
ebenso fiir primére Fibroblasten anderer Sduger beschrieben. Dariiber hinaus tritt eine
Seneszenz neben Fibroblasten auch bei anderen Zelltypen auf. Beschrieben wurde sie
fir Gliazellen (Flanary und Streit, 2004), Keratinozyten (Rheinwald und Green,
1975), Endothelzellen (Mueller ef al., 1980) und einige mehr. Auch auf Ebene der
Einzelzell-Organismen, wie fiir Hefe- (Jazwinski et al., 1993) oder E. coli-Kulturen

(Lynch, 2005), wird eine replikative Seneszenz beobachtet.

Das auffilligste Merkmal der Seneszenz wird durch den zelluldren Proliferationsstopp
reprisentiert. Dieser Wachstumsarrest ist irreversibel und kann durch mitogene
Stimuli nicht umgangen werden, obwohl die Zellen {iber einen langen Zeitraum
metabolisch aktiv bleiben. Weiterhin ist die Seneszenz mit einer verdnderten
zelluldren Morphologie und einer generellen Deregulation koordinierter zelluldrer

Prozesse verbunden.

Die Morphologie seneszenter Fibroblasten ist durch einen vergroferten Zellumfang
und eine abgeflachte Struktur gekennzeichnet. Bestimmte Organellen, insbesondere
der Zellkern, sind vergroBlert und insgesamt erscheint die strukturelle Ordnung
innerhalb der Zelle verringert. Zusétzlich zu diesen morphologischen Verdnderungen
sind alternde Kulturen auch durch ein verdndertes Wachstumsverhalten charakterisiert
und erreichen aufgrund verdnderter Zell-Zell-Interaktionen eine geringere maximale

Zelldichte (Cristofalo, 1988).

Die biochemischen und physiologischen Verdanderungen im Zuge der Seneszenz sind

umfassend und spiegeln den Verlust zelluldrer Funktionen wider. Altersassoziierte
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Veranderungen betreffen den Zellzyklus (Atadja et al., 1995; Campisi et al., 1996),
die Proteindegradation (Sitte ef al., 2000), den intrazelluldren Transport (Benvenuti et
al., 2002a) und die Stress-Resistenz beziehungsweise apoptotische Mechanismen
(Campisi, 2003; Hampel et al, 2005). Zusétzlich treten Modifikationen von
Proteinen, der DNA und Lipiden auf, die zum grofiten Teil oxidativer Natur sind
(Chen et al., 1995; Grune et al., 2005; Kil et al., 2006; Wolf et al., 2002). Weiterhin
werden zahlreiche Proteine im Zuge der Alterung differentiell reguliert und kénnen
somit als Altersmarker herangezogen werden (Benvenuti et al., 2002b; Trougakos et

al., 2006).

1.6.2 Theorien zur zelluliren Alterung

Verschiedene Theorien versuchen die Ursachen und molekularen Verdnderungen, die
zu alternden Zellen und Organismen fiihren, zu beschreiben (zur Ubersicht Behl,
2004). Zu den wichtigsten Theorien gehdren die altersassoziierte Akkumulation freier
Sauerstoffradikale, die Verkiirzung der Telomere und die Aktivitdt spezifischer

Gerontogene/Seneszenzgene.

Theorie der freien Radikale

Die ,,Theorie der freien Radikale® beschreibt ein Ungleichgewicht zwischen
radikalbildenden und protektiven Mechanismen, das im Zuge der Alterung zu einer
Akkumulation freier Radikale fiihrt (Harman, 1956). Hauptsdchliche Quelle der
entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies sind die Mitochondrien. Demnach ist die
Ansammlung von oxidativen Schiden ausschlaggebend und limitierend fiir die

Lebensspanne.

Telomer-Theorie

Die ,,Telomer-Theorie® beschreibt, dass die Enden der Chromosomen bei jeder
Zellteilung um ein Stiick verkiirzt werden, da fiir diese Bereiche in somatischen
Zellen kein Replikationsmechanismus existiert. Diese Verkiirzung kann als eine
,mitotische Uhr* verstanden werden, durch welche die Anzahl der moglichen

Zellteilungen limitiert wird (Allsopp et al., 1992; Harley, 1991).
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Theorie der Gerontogene

Die ,,Theorie der Gerontogene* beschreibt die Annahme, dass einzelne spezielle Gene
fir die Alterung verantwortlich sind und durch ihre spezifische Aktivitdt den
seneszenten Phénotyp bedingen (Johnson und Lithgow, 1992). Diese Gene scheinen
der natiirlichen Selektion entgangen zu sein, da sie erst im Anschluss an die

Fortpflanzungsperiode zum Tragen kommen.

1.7 Der Modellorganismus Caenorhabditis elegans

Der Fadenwurm C. elegans (Nematoda) ist als frei lebender Nematode im Boden weit
verbreitet. Der Wurm ist morphologisch und genetisch sehr einfach organisiert (Abb.
1.8) und stellt aufgrund seiner einzigartigen FEigenschaften einen wichtigen

Modellorganismus fiir die Untersuchungen biologischer Fragestellungen dar.

Der ungeféahr 1 mm groBe Wurm ldsst sich in groer Zahl auf Agarplatten kultivieren
und erndhrt sich dabei von Bakterien. Laborpopulationen bestehen unter normalen
Kulturbedingungen fast ausschlielich aus Hermaphroditen (Zwitter), die sich durch
Selbstbefruchtung vermehren. Ein Hermaphrodit bringt dabei rund 300 Nachkommen
hervor, so dass sich vergleichsweise einfach klonale Populationen heranziehen lassen
(Hodgkin, 1988). Wihrend einer Generationszeit von drei Tagen (bei 20 °C)
entwickelt sich aus einer befruchteten Eizelle {iber vier unterschiedliche
Larvenstadien (L1-L4) ein adulter Wurm (Sulston und Horvitz, 1977) (Abb.1.9).
Unter unglinstigen Lebensbedingungen kann der Entwicklungszyklus im L2-Stadium
unterbrochen werden und es entstehen Dauerlarven (Riddel, 1988). Diese sind durch
eine extrem verdickte Cuticula und einen reduzierten Stoffwechsel in der Lage bis zu

mehreren Monaten zu tiberleben.

) 5 I Rektum
Oozyten Uterus Eier Vulva

Pharynx  Ovidukt

Abb. 1.8 Anatomie von C. elegans. DIC-mikroskopische Abbildung und schematische
Darstellung eines adulten Hermaphrodit (verdndert nach Sulston und Horvitz, 1977).
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Aufgrund der Transparenz und der damit verbundenen einfachen mikroskopischen
Analyse wurde die exakte Zellzahl der Wiirmer bestimmt. Ein Hermaphrodit weist
959 somatische Zellen auf, wovon insgesamt 302 das Nervensystem bilden (Hodgkin,
1988). Durch das Phdnomen der Zellkonstanz ist das Schicksal jeder Zelle von ihrer
Entstehung bis zu ihrer Position im adulten Wurm zeitlich und rdumlich festgelegt
(Sulston und Horvitz, 1977), so dass sich definierte Zellgruppen leicht analysieren

lassen.

Ein breites Spektrum molekularbiologischer Methoden ermdglicht die genetische
Manipulation von C. elegans. Transgene Hermaphroditen lassen sich {iber
Mikroinjektion von DNA generieren (Fire, 1986). Die RNA-vermittelte Interferenz
(RNA1) oder auch die chemische Mutagenese sind weitere Standardmethoden der
genetischen Manipulation (Fire et al., 1998). C. elegans ist dariiber hinaus der erste
Modellorganismus dessen Genom 1998 vollstindig sequenziert wurde (The C.

elegans Sequencing Consortium, 1998).

L2 (7 hre)

Abb. 1.9 Der Lebenszyklus von C. elegans. L1-L4=
1. bis 4. Larvenstadium; hrs= Stunden. (nach Riddel,
1988).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die weitaus hdufigste Zahl der Alzheimer Erkrankungen wird durch sporadische
Formen repréasentiert (~99%) (Spires und Hyman, 2005), deren grofter Risikofaktor
das Alter darstellt. Die Prozessierung von APP, die in der Generierung von Af
resultiert, ist ein moglicherweise zentraler Prozess der Alzheimer Pathologie,
weswegen die Biochemie der Spaltung, sowie zahlreiche regulative Mechanismen,
intensiv erforscht wurden (Selkoe, 2001). Der Zusammenhang zwischen Alter und
Privalenz der Alzheimer Erkrankung ist bislang weitestgehend ungeklért. Die
Aufklarung altersassoziierter Modifikationen der Prozessierung von APP erlaubt ein
besseres Verstandnis der Pathogense der Alzheimer Krankheit und ist zugleich fiir die

Entwicklung neuer praventiver oder therapeutischer Ansétze von Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss altersassoziierter zelluldrer
Verdnderungen auf die Biochemie der Prozessierung von endogenem APP untersucht
werden. Dazu sollten zunédchst primédre, humane Fibroblasten als zelluldres
Altersmodell etabliert und charakterisiert werden, wobei insbesondere altersabhingige
Modifikationen des Cholesterol-Metabolismus und der Konstitution von Lipid Rafts
im Mittelpunkt standen. Anhand dieses Altersmodells sollte im Weiteren der Einfluss
der zelluldren Alterung auf die Biochemie der APP-Prozessierung untersucht werden.
Dafiir sollte die Bildung von APP-Spaltfragmenten in Kulturen mit aufsteigendem
PDL analysiert werden. Des Weiteren sollten zelluldre Faktoren bestimmt werden,
durch die altersabhidngige Verdnderungen der APP-Prozessierung sowie Reifung
reguliert werden. Dafiir sollte der Einfluss altersassoziiert erh6hter Cholesterolspiegel
auf die APP-Reifung, sowie Regulationen der Proteinspiegel und Aktivititen der
APP-prozessierenden Sekretasen im Verlauf der Zellalterung untersucht werden.
Weiterhin sollte die Lokalisation von Komponenten, die an der APP-Prozessierung
beteiligt sind, innerhalb von Lipid Rafts analysiert werden, um zu bestimmen, ob die
altersabhingige strukturelle Disintegration dieser Membransubdominen die Spaltung
von APP beeintréachtigt.

Dariiber hinaus sollten transgene C. elegans konstruiert werden, die humanes APP
exprimieren, um die Beobachtungen aus dem zelluldren Altersmodell auf die Ebene

eines Gesamtorganismus zu iibertragen. Die transgenen Wiirmer sollten beziiglich
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ithrer auftretenden Phénotypen und einer moglichen Prozessierung des Transgens

durch die endogenen Sekretasen charakterisiert werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerdte

Zellbiologie
Inkubatoren

Sterilbinke
Absaug-System VacuSafe

Axiovert Fluoreszenz-Mikroskop

Proteinbiochemie

Mikrotiterplatten-Lesegerit

Brutschrénke

Heizblock

Mini Protean III, Western Blotting System

Trans-Blot

XCell Sure Lock Western Blotting System (NuPAGE)
Ultrazentrifuge Optima TLX

Swing-Out Rotor (TLS 55)

Molekularbiologie

PCR DNA Thermozykler

1Q Real-Time-PCR Thermozykler

Sub-CellGT Agarose Gel Elektrophorese System

C. elegans-Kultivierung
Stereomikroskop SZ61

Inkubatoren
Mikroinjektionsequipment

Axiovert Fluoreszenz-Mikroskop

Allgemeines
Dampfsterilisator VarioClav

Power Pack 300
Spektrophotometer
pH-Meter

Binder, Tuttlingen
Heraeus, Hanau
Integra, Fernwald

Zeiss, Gottingen

Thermo Labsystems,
Binder, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Beckmann, Miinchen
Beckmann, Miinchen

Biometra, Gottingen
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Olympus, Hamburg
Thermo, Dreieich
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Gottingen

H+P, Oberschlei3heim
BioRad, Miinchen
Beckmann, Miinchen
inoLab, Weilheim
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Zentrifuge Universal 32 R Hettich, Tuttlingen

2.1.2 Chemikalien und Kits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Kits wurden, soweit nicht anders
angegeben, von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Biomol
(Hamburg), Boehringer (Mannheim), Gibco/Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel
(Diiren), Merck (Frankfurt a.M.), New England BioLabs (Frankfurt a.M.), SERVA
(Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) erworben und jeweils nach Angaben

des Herstellers aufbewahrt und verwendet.

2.1.3 Zelllinie

In dieser Arbeit wurden normale humane IMR-90 Fibroblasten (Coriell Institut for
Medical Research, Camden, USA) verwendet. Diese wurden 1975 aus Lungengewebe
eines klinisch normalen 16 Wochen alten weiblichen Fotus (Karyotyp: 46, XX)
gewonnen (Nichols et al., 1977).

2.1.4 Nematoden

In dieser Arbeit wurde der Caenorhabditis elegans Wildtypstamm Variation Bristol
(N2) (Caenorhabditis Genetics Center, Minnesota, USA) verwendet. Dieser wurde
1946 erstmals in GroBbritannien isoliert und hat sich aufgrund seiner vergleichsweise

niedrigen Rate spontaner Mutationen als iiblicher Referenzstamm durchgesetzt.

Des Weiteren wurde der vom N2 Wildtyp abgeleitete unc-119(ed3)IlI-Stamm (DP38,
Caenorhabditis Genetics Center, Minnesota, USA) verwendet. Die unc-119 Mutation
ist eine neuronale Mutation, durch die Wiirmer einen Bewegungsdefekt aufweisen.
Diese Hermaphroditen wurden fiir die Generierung von transgenen Linien

herangezogen.

2.1.3 Bakterienstimme

Stamm Genotyp

DH5a (Invitrogen, | supE44 .lacU169 (F80 lacl q Z .2 15) hsdR17 recAl end Al
Karlsruhe) gyr A96 thi-1 rel Al

HB101 (CGC, F- A (gpt-proA)62 leuB6 gnV44 ara-14 galK2 lacY 1 A (merC-
Minnesota. US A) mrr) rpsL20 (Str r ) xyl-5 mtl-1 recA13
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2.1.4 Plasmide
Bezeichnung Verwendung
TOPO-GW Vektor | TOPO-GW Klonierungsvektor
pRL1899 Gateway Zielvektor (inkl. gfp und unc54 3°'UTR)
pRL1902 Papi-1::hAPP::gfp Expressionsplasmid

Die Karten und Sequenzen der aufgefiihrten Plasmide sind dem Anhang zu

entnehmen (Kapitel 7.2).

2.1.5 Primer

APP sense (Real Time PCR | 5-GGAGCTCCTTCCCGTGAATGG-3’

Analyse)

APP antisense (Real Time 5’-CGTAGCCGTTCTGCTGCATC-3’
PCR Analyse)

apl-1 Promoter sense 5’-CCTTGGTCAGGCAGACTCAT-3’

apl-1 Promoter antisense 5’-GGATGGATAAGCCTGAAACG-3’

APP cDNA sense inkl. apl- | 5’-ATCTCGTTTCAGGCTTATCCATCCATGCTGCCCGGTTTGGCACT-3’

1 Promoter Extension

APP cDNA antisense 5’-GGATGGATAAGCCTGAAACG-¥’
Fusion apl-1 Promoter 5’-GTGGATCCTGTGGGATATGA-3’
sense

Fusion APP cDNA 5’-GTTCTGCATCTGCTCAAAGAAC-3’
antisense

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von IMR-90 normalen humanen Fibroblasten

Adhédrente IMR-90 Fibroblasten wurden in Zellkulturmedium (phenolrot-freies
DMEM, 10% Aktivkohle-behandeltes FBS, 1x Natriumpyruvat, 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin) in  geeigneten  Zellkulturschalen ausplattiert. Die
Verwendung des Wachstumsfaktor-defizienten Mediums sollte den gealterten
zelluldren Phdnotyp nicht beeinflussen, sondern ausschlieBlich die Alterung

beschleunigen (Atamna et al., 2001). Die Kultivierung der Zellen erfolgte im
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Brutschrank bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und einer Kohlenstoffdioxid-
Konzentration von 5%. Um die Zellen zu passagieren, wurden sie unter Verwendung
von 1x Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale gelost und in geeigneten Zellzahlen

auf neue Schalen ausplattiert.

2.2.1.2 Zelluliire Dauerkulturen

Fir die langfristige Aufbewahrung wurden Fibroblasten in fliissigem Stickstoff
gelagert. Dazu wurden subkonfluente Zellen von den Zellkulturschalen trypsiniert und
die aktuelle PDL bestimmt. Durch milde Zentrifugation wurden die Zellen pelletiert
und anschlieend in Kulturmedium, supplementiert mit 10% DMSO, resuspendiert. In
einer Isopropanol-haltigen Einfrierbox wurden die Zellen bei —80 °C langsam

eingefroren und nach 6-8 h in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.2.1.3 Bestimmung von Populationsverdopplungen
Die PDLs wurden bei jeder Passage ermittelt, um das aktuelle Alter der Kultur zu
bestimmen. Sie wurden nach folgender Gleichung errechnet:

(logCy, - logCy) / log(2)
Dabei entspricht Cy, der Lebendzellzahl geernteter Zellen und C der Zahl ausgesiter
Zellen.

Die Lebendzellzahl wurde unter Verwendung einer Neubauer-Zihlkammer ermittelt.
Hierfir wurden 10 pl Zellsuspension nach Trypsinierung mit 10 pul Trypanblau
versehen, um tote Zellen zu visualisieren. Die Zellzahl errechnete sich wie folgt:
Lebendzellzahl/ml = Mittelwert lebender Zellen der 4 Grofquadrate x 2 x 107,
wobei 2 dem Verdinnungsfaktor mit Trypanblau entspricht und 10% dem

Umrechnungsfaktor auf 1 ml.

2.2.1.4 Seneszenz-assoziierte -Galaktosidase Fiirbung

Die zelluldre Seneszenz wurde mittels der Seneszenz-assoziierten B-Galaktosidase
Farbung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) ermittelt. Dazu wurden subkonfluente Zellen
in einer 35 mm Kulturschale mit 4% Paraformaldehyd fixiert und die Farbung wie
vom Hersteller vorgesehen durchgefiihrt. Mindestens 400 Zellen pro Kulturschale
wurden beziiglich ihrer Blaufdarbung analysiert und die Prozente gefirbter Zellen

gegen die Gesamtzellzahl errechnet.
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinprdiparation

Subkonfluente IMR-90 Fibroblasten wurden mit kaltem 1x PBS gewaschen und nach
Zugabe von frisch angesetztem 1x Lysispuffer (45 pl bei einer 35 mm Kulturschale;
250 pl bei einer 100 mm Kulturschale) mechanisch von den Zellkulturschalen
geschabt. Die Lysate wurden kurz sonifiziert und anschlieBend fiir 5 min bei 95 °C

inkubiert. Die Lagerung der Proteinprédparate erfolgte bei -80 °C.

1 x Lysispuffer

Tris-HCI (pH 6,8) 60 mM
SDS 2% (w/v)
Saccharose 10% (w/v)
Aprotinin 5 pg/ml
PMSF 10 mM

2.2.2.2 Proteinquantifizierung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der BCA-Methode und
wurde wie vom Hersteller (BioRad, Miinchen) beschrieben durchgefiihrt. Die
Proteinproben wurden mit dem BCA-Reagenz versehen und bei 60 °C fiir 15 min
inkubiert. Im Anschluss wurden sie photometrisch bei 562 nm gemessen und mittels

einer Rinderserumalbumin-Standardkurve quantifiziert.

2.2.2.3 Priiparation von Lipid Rafts

Subkonfluente IMR-90 Zellen wurden mit kaltem 1x PBS gewaschen und in 1x PBS
von der Kulturschale geschabt. Durch Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm) wurden
die Zellen pelletiert und im Anschluss in 300 ul CHAPS-Lysispuffer resuspendiert.
Nach Zugabe des gleichen Volumens 80% (w/v) Saccharose (in CHAPS-Lysispuffer
ohne CHAPS) wurde die Losung in ein Ultrazentrifugen-Rohrchen iiberfiihrt und mit
1300 pl einer 30% (w/v), sowie 250 pl einer 5% (w/v) Saccharose-Lésung
iiberschichtet. Dieser Stufengradient wurde fiir 2 h bei 4 °C und 100.000xg unter
Verwendung eines Swing-Out Rotors (TLS 55, 55.000 rpm, Beckmann, Miinchen)
zentrifugiert. Der Gradient wurde in Fraktionen von 4x 200 pl und 5x 300 pl von der
Spitze bis zum Boden abgenommen. Die Fraktionen wurden entweder direkt in die

weiteren Untersuchungen eingesetzt oder bei —80 °C gelagert.
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CHAPS-Lysispuffer

CHAPS 20 mM
Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 5mM
PMSF 1 mM

2.2.2.4 Western Blot Analyse
Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde die von Laemmli

beschriebene Methode der denaturierenden SDS-PAGE eingesetzt (Laemmli, 1970).

Die Auftrennung erfolgte unter Verwendung der Miniblot-Kammer der Firma
BioRad. Falls gleichzeitig Proteine mit grofen und kleinen Molekulargewicht
untersucht werden sollten, wurde das NuPAGE System (Invitrogen, Karlsruhe) mit
kommerziellen, vorgegossenen 4-12%  NuPAGE  Bis-Tris-Gradientengelen

(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.

Polyacrylamidgele (PAA-Gele) wurden nach folgendem Pipettierschema gegossen,
wobei das Trenngel zundchst mit H,O {iiberschichtet wurde und nach vollstindiger
Polymerisation mit der Prédparation des Sammelgels fortgefahren wurde. Die

angegebenen Volumina entsprechen zwei 1,5 mm Gelen.

Losung Trenngel Trenngel Sammelgel
(8%) (12%) (4,5%)
40% Acrylamid/ 2 ml 3ml 0,75 ml
Bisacrylamid (29:1)
1,5 M Tris-HCI (pH 2,5 ml 2,5 ml -
8,8), 0,4% SDS
0,6 M Tris-HCI (pH - - 2,5 ml
6,8), 0,4% SDS
dH20 5,5 ml 4,5 ml 6,5 ml
10% APS 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 ul 10 pl

Die Gele wurden entweder unmittelbar zur Gelelektrophorese eingesetzt oder fiir bis

zu zwel Wochen bei 4 °C gelagert.
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Vor dem Auftragen auf das PAA-Gel wurden die Proteine mit 1x Auftragspuffer
versehen und 1 min bei 100 °C inkubiert. Als GroBenstandard wurde der Prestained
Marker der Firma Peqlab (Erlangen) eingesetzt. Die Proben wurden zunichst bei 70 V
in das Sammelgel einlaufen gelassen und dann bei 150 V getrennt. Als Laufpuffer
diente 1x SDS-Laufpuffer. Fiir die NuPAGE Bis-Tris-Gradientengele wurde 1x MES
Puffer (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet und der Gellauf erfolgte bei 200 V.

3-4x Auftragspuffer

Tris-HCI (pH 6.8) 100 mM
SDS 4 % (w/v)
Glycerin 24 % (v/v)
Bromphenolblau 20 mM
B-Mercaptoethanol 1,4M

1x SDS-Laupuffer

Tris-HCI (pH 8,3) 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)

Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen

Die in einem PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden durch einen
elektrophoretischen Wet Blot auf die Oberfliche einer Nitrocellulosemembran
iibertragen. Auf dieser Tragermembran waren die Proteine immobilisiert und besser

fiir Antikorper zugénglich.

Nach beendeter PAGE wurde das PAA-Gel, wie vom Hersteller vorgesehen,
zusammen mit der Membran, Schaumstoft und Filterpapier in eine Transfereinheit
gespannt. Alle Komponenten wurden zuvor in 1x Transferpuffer dquilibriert. Die
Transfereinheit wurde in eine Tankblot-Kammer eingesetzt und die Kammer mit
kaltem Ix Transferpuffer gefiillt. Wahrend des Blottens bei 100 V fir 3 h
beziehungsweise bei 30 V iiber Nacht wurde die Kammer sténdig auf 4 °C gekiihlt.

Im Anschluss wurden die transferierten Proteine mittels Ponceau S-Firbung
reversible angefarbt, um den Erfolg und die Qualitidt des Transfers zu tiberpriifen.
Dafiir wurde die geblottete Nitrocellulosemembran fiir einige Minuten in Ponceau S-

Losung inkubiert und danach mit dH,O gewaschen. Die Proteinbanden wurden



2. Materialien und Methoden 25

sichtbar sobald der Hintergrund entfarbt war. AnschlieBend wurde die Membran bis

zur vollstindigen Entfarbung in dH,O gewaschen.

Ix Transferpuffer

Tris-HCI (pH 8,3) 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)

1x Ponceau S

Ponceau 0,02% (w/v)
Trichloressigsdure 0,3% (W/v)
Sulphosalicylsdure 0,3% (W/v)

Immunologischer Nachweis der Proteine

Nach erfolgreichem Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte ihr
immunologischer Nachweis: Dazu wurde die Nitrocellulosemembran zunédchst unter
Schiitteln fiir 1-2 h in Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzusdttigen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit einer geeigneten Verdiinnung
des primédren Antikorpers tiber Nacht bei 4 °C. Im Allgemeinen wurden monoklonale
Antikorper in  TBS/Tween-20 angesetzt und polyklonale Antikdrper in
Blockierungspuffer. Danach wurde die Membran dreimal fiir je 15 min mit
TBS/Tween-20 gewaschen und anschlieBend fiir 1-2 h mit einem geeigneten
sekunddren, Peroxidase-konjugierten Antikorper bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
drei weiteren Waschschritten mit TBS/Tween-20 erfolgte die Nachweisreaktion mit
Hilfe des ECL-Protokolls der Firma Amersham (Freiburg). Die Membran wurde mit 1

ml ECL-L6sung benetzt, in Folie eingepackt und auf einem Rontgenfilm exponiert.

Blockierungspuffer
TBS 1x
Tween-20 0,05% (v/v)

Trockenmilchpulver 5% (w/v)

TBS/Tween-20

TBS Ix
Tween-20 0,05% (v/v)
10x TBS

Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
NacCl 1,5M
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Primdr-Antikorper
APP zytoplasmatische Doméne, polyklonaler Antikdrper CT-15 (privat)

APP mittlere Region polyklonales Antiserum 863 (privat)

APP monoklonaler Antikdrper (Klon 6E10) (Biocat, Heidelberg)
Actin (Santa Cruz, Santa Cruz, USA)

ADAMI10 (Chemicon, Hotheim)

BACE (Ab-2) (Oncogene, Schwalbach)

Caveolin-1 (Transduction Laboratories, San Diego, USA)
Nicastrin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Notch (Santa Cruz, Santa Cruz, USA)

PS1-NT (Klon 3110) (privat)

2.2.2.5 Immunozytochemie

Mit Hilfe der Immunozytochemie werden Proteine in situ in Einzelzellen detektiert.
IMR-90 Zellen wurden zunichst auf einem poly-L-Ornithin-beschichteten Deckglas
unter Standardbedingungen kultiviert, bis eine Konfluenz von circa 60-80% erreicht
wurde. Zur Vorbereitung der Immunodetektion wurden die Zellen kurz mit 1x PBS
gewaschen und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 45 min in 4% (W/v)
Paraformaldehyd fixiert. Nachdem das Paraformaldehyd entfernt wurde, wurden die
Zellen durch zweimaliges Waschen mit PBS/Tween-20 fiir jeweils 5 min
permeabilisiert. Im Anschluss wurden unspezifische Bindungsstellen durch eine 45-
miniitige Inkubation der Zellen mit Blockierungspuffer abgesittigt. Darauthin wurden
die Zellen fiir 1 h mit 5 uM 6-Dansyl-Cholestanol (DChol, einem fluoreszierenden
Cholesterolanalogon; detaillierte Beschreibung sieche Wiegand et al., 2003) behandelt
und nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS fiir 2 h mit Caveolin-1 Antikorperlosung
inkubiert. AnschlieBend wurde erneut dreimal 5 min mit PBS/Tween-20 gewaschen
und schlieBlich 1-2 h mit dem sekundéren, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
Antikérper (Cy3) in PBS/Tween-20, supplementiert mit 10% FBS, bei
Raumtemperatur inkubiert. Der ungebundene sekundire Antikorper wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS/Tween-20 entfernt. Zuletzt wurden die Zellen in
Prolong Antifade (Molecular Probes, Karlsruhe) eingebettet und das Deckglas mit
Nagellack auf den Objekttragern fixiert. Prolong Antifade verhindert das rasche
Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs nach Anregung mit Licht der entsprechenden

Wellenldnge. Nach Aushirten des Nagellacks wurden die Préparate unter einem
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Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet. Dabei wurde DChol bei 395 nm und Cy3 bei
545 nm analysiert.

PBS/Tween-20

PBS 1x
Tween-20 0,1% (v/v)
Blockierungspuffer

PBS 1x

FBS 10% (v/v)

Primdr-Antikorperlosung

Antikorper 1:100

PBS Ix
Tween-20 0,1% (v/v)
FBS 10% (v/v)
10x PBS

NaCl 1,3M
KCl1 27 mM
N3H2PO4 70 mM
KH2PO4 15 mM

Der pH wurde auf 7,4 eingestellt.

2.2.2.6 Metabolische Markierung von APP (Pulse-Chase)

Die metabolische Markierung von APP wurde von der AG Prof. J. W., Universitét
Bonn, durchgefiihrt. Die Methode wird an dieser Stelle kurz erldutert: Subkonfluente
IMR-90 Kulturen wurden mit Methionin-freiem DMEM, supplementiert mit 150
uCi/ml [PS]Methionin/Cystein, fiir 15 min inkubiert (pulse). Die Zellen wurden
entweder direkt oder zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert (chase). APP sowie die
APP-Spaltfragmente wurden im Anschluss unter Verwendung des APP C-terminalen
Antikorpers #140 immunoprézipitiert. Die Prazipitate wurden durch eine SDS-PAGE
aufgetrennt und die radiomarkierten Proteine mittels Phosphoimaging detektiert und

quantifiziert.

2.2.2.7 Enzymatische Aktivititsbestimmungen

Die enzymatische Aktivitdt der B- und y-Sekretase wurde unter Verwendung des -
Sekretase- (BioVision, Freiburg) beziehungsweise y-Sekretase-Aktivititsassay Kit
(R&D Systems, Wiesbaden) ermittelt. Dabei wurde jeweils wie vom Hersteller

vorgesehen verfahren. Zur Bestimmung der Aktivitit im totalen Zelllysat wurden 25
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pg Protein eingesetzt. Fiir die Bestimmung der f-Sekretaseaktivitét in Fraktionen aus

Lipid Raft Isolationen wurden 50 ul jeder Fraktion eingesetzt.

2.2.2.8 Bestimmung des freien Cholesterolgehaltes

Freie, unveresterte Cholesterolspezies wurden unter Verwendung des Amplex Red
Cholesterol Assay Kits der Firma Molecular Probes (Karlsruhe) ermittelt. Dabei
wurde wie vom Hersteller vorgesehen vorgegangen. Zur Bestimmung des
Cholesterolgehaltes im totalen Zelllysat wurden 15 pg Protein eingesetzt. Fiir die
Bestimmung in Fraktionen aus Lipid Raft Isolationen wurden 50 pl jeder Fraktion

eingesetzt.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Sdiugerzellen

RNA ist im Vergleich zu DNA anfillig fiir spontane und enzymatisch katalysierte
Hydrolyse, weswegen das Arbeiten mit RNA spezielle Vorkehrungen verlangt. Daher
wurde RNA stets mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem, bidestilliertem
Wasser behandelt. DEPC inaktiviert RNasen durch kovalente Modifikation eines

Histidinrestes im aktiven Zentrum.

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurde das RNA RT-PCR Miniprep Kit der
Firma Stratagene (Amsterdam, Niederlande) verwendet und wie vom Hersteller
vorgesehen vorgegangen. Das Kit erlaubt die Phenol/Chloroform-freie Gewinnung
von RNA iiber ein Silika-Sédulenprinzip. Eine zusétzliche 15-miniitige Behandlung

mit DNasen bei 37 °C verringerte die Gefahr von DNA-Kontaminationen.

2.2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren
Die Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA basiert auf der Absorption der

Nukleinsduren bei 260 nm.

Die Messung wurde in Quarzkiivetten gegen destilliertes Wasser als Nullwert
durchgefiihrt. Die Konzentration der Nukleinsduren wurde durch das Lambert-Beer

Gesetz ermittelt.
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2.2.3.3 Reverse Transkription / Synthese von cDNA
Mit Hilfe der Reversen Transkriptase PCR (RT-PCR) lassen sich spezifisch RNA-

Sequenzen in cDNA umschreiben.

Gesamt-RNA (~500 ng) wurde mit DEPC-Wasser auf 10 pl aufgefiillt und 5 min bei
75 °C im Thermocycler inkubiert, um Sekundérstrukturen der RNA zu denaturieren.
Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend sofort auf Eis gestellt, um eine
Renaturierung der RNA-Molekiile zu verhindern. Zum gleichen Ansatz wurden 2 pl
10x Puffer (Qiagen, Hilden), 2 ul 5 mM dNTPs, 2 pl 10 pmol Oligo-dT;s-Primer,
0,25 pl RNase-Inhibitor (40 U, Promega, Mannheim) und 4 U Reverse Transkriptase
(Omniscript, Qiagen, Hilden) in einem Endvolumen von 20 pl gegeben. Eine
Kontrolle, die keine Reverse Transkriptase enthielt, wurde zum Nachweis auf
Kontamination mit DNA mitgefiihrt (Mock). Der Ansatz wurde 60 min bei 37 °C
inkubiert. Die gewonnene ¢cDNA wurde bei —20 °C aufbewahrt.

2.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation spezifischer Nukleinsdureabschnitte.
Dieser Prozess wird durch die hitzestabile 7Tag DNA-Polymerase (Invitrogen,
Karlsruhe) katalysiert oder im Falle von Klonierungen durch die korrekturlesende

Phusion High-Fidelity DNA- Polymerase (NEB, Frankfurt).

Die PCR wurde unter folgenden Standardbedingungen durchgefiihrt: ein PCR-Ansatz
mit einem Gesamtvolumen von 25 pul enthielt 1-5 ng Plasmid-DNA, 10 ng
genomischer DNA oder 1 pl cDNA, jeweils 15 pmol sense sowie antisense Primer,
2,5 ul 10x PCR-Puffer, jeweils 0,5 pul 10 mM dNTPs, MgCl, in einer
Endkonzentration von 1 mM sowie 0,5 U Tag- oder Phusion-Polymerase. Der Ansatz

wurde mit bidestillierten Wasser auf 25 pl aufgefiillt.

Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt: zum Starten der PCR wurde die
DNA fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Es folgte die Anlagerung der Primer (30-45 sec)
bei einer Primer-spezifischen Temperatur. Nach dem Anlagerungsschritt wurde die
Temperatur auf 72 °C erhoht. Die Extensionszeit ergab sich aus der Linge des zu
amplifizierenden Fragments. Generell wurden fiir die 7ag-Polymerase 60 sec und fiir

die Phusion-Polymerase 30 sec pro 1000 bp verwendet. Im néchsten Schritt wurde
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erneut fiir 10-45 sec bei 95 °C inkubiert, um DNA fiir die folgende Primeranlagerung
in ithre Einzelstrange zu denaturieren. Insgesamt wurden je nach Anwendung 20-35
Zyklen durchgefiihrt. Zuletzt erfolgte eine fiinfminiitige Endextension bei 72 °C, um

teilweise synthetisierter DNA-Strange zu vervollstdndigen.

2.2.3.5 Real Time PCR Analyse

Zur Quantifizierung der Genexpression von APP auf Transkriptionsebene wurden
Real Time PCR Analysen durchgefiihrt. Das Endvolumen der PCR betrug 25 pl und
enthielt neben der zu untersuchenden cDNA 12,5 ul PCR Reagenzmischung (SYBR
Green Supermix, Biorad, Miinchen) sowie 100 pmol der sense und antisense Primer.
Die PCR-Reagenzmischung enthielt 2x PCR-Puffer, dNTPs sowie die Tag-
Polymerase. Die PCR wurde im iCycler der Firma BioRad (Miinchen) durchgefiihrt.
Die PCR Bedingungen waren hierbei vergleichbar mit denen der konventionellen
PCR. Aus den Amplifikationskurven wurde derjenige Zyklus (,,Threshold Cycle* Ct)
ermittelt, nach dem die Amplifikation des PCR-Produkts in die exponentielle Phase
iberging. Unter Verwendung von GAPDH als Referenz wurde der ACt-Wert

ermittelt.

2.2.3.6 Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von DNA
Die polyanionische DNA ldsst sich in Agarosegelen elektrophoretisch auftrennen und
analysieren, beziehungsweise priparieren. Dabei wurden je nach Grofe des

erwarteten Fragments in Basenpaaren 1 bis 2%-ige Agarosegele verwendet.

Zur Herstellung der Agarosegele wurde die gewiinschte Menge Agarose (w/v) mit 1x
TAE Puffer versehen. Nach kurzem Aufkochen wurden 5 pl Ethidiumbromid-
Stammlosung (1 mg/ml) hinzugegeben. Dieser DNA-interkalierenden Fluoreszenz-
Farbstoff ermoglicht die spétere Visualisierung der DNA nach Anregung mit UV-
Licht. Die aufzutrennende DNA wurde vor dem Auftrag auf das Gel mit 1x
Auftragspuffer versehen. Dadurch wird einerseits die Dichte der DNA-Losung erhoht,
um ein Absinken in die Geltaschen zu ermdglichen, und andererseits eine
Visualisierung der Wanderung im Gel gewiéhrleistet, da der Auftragspuffer
Bromphenolblau enthilt, das etwa auf Hohe eines 500 bp DNA-Fragments migriert.
Zur Bestimmung der FragmentgroBen in bp wurden 10 pl eines Gréflenstandards mit

aufgetragen. Die Gele wurden unter UV-Beleuchtung (254-366 nm) photographiert.
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1x TAE Puffer

Tris pH 7,5 44,5 mM
Borsaure 45,5 mM
EDTA 1 mM

6x Auftragspuffer

Tris-HCI pH 8,0 10 mM
Ficoll 50% (v/v)
Bromphenolblau 0,006%

2.2.3.7 Priparative Agarose-Gelelektrophorese
Die préiparative Agarose-Gelelektrophorese wurde eingesetzt, um bestimmte DNA-
Fragmente aus einem DNA-Gemisch zu isolieren, beziehungsweise zum

Pufferwechsel oder Entfernen von Enzymen.

Die DNA wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und das gewlinschte DNA-
Fragment unter UV-Licht (312 nm) mit einer Rasierklinge herausgeschnitten.
Schnelles Arbeiten ist dabei wichtig, da UV-Bestrahlung die DNA schidigt. Das
isolierte Fragment wurde aus der Agarose mittels des ,,QIAquick®- Kits (Qiagen,

Hilden) eluiert und dabei wie vom Hersteller vorgesehen verfahren.

2.2.3.8 Plasmid-Préparation
Plasmide wurden isoliert, um sie in Transformationen oder in eine PCR einsetzen zu

konnen.

Ein Bakterienklon wurde iiber Nacht in 3 ml beziehungsweise 100 ml LB-Medium,
supplementiert mit einem geeigneten Antibiotikum, angezogen. Durch Zentrifugation
wurden die Bakterien pelletiert und die Plasmide unter Verwendung des GenElute
Plasmid-Mini- beziehungsweise Midipraparation Kits (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
nach Vorgaben des Herstellers isoliert. Die Konzentration und Reinheit der
Praparation wurde photometrisch quantifiziert und das isolierte Plasmid bei —20 °C

aufbewabhrt.
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2.2.3.9 Restriktionsverdau der DNA mit Restriktionsendonucleasen

Die DNA wird mit Restriktionsendonucleasen geschnitten, um Plasmide zu
linearisieren, Vektoren und Inserts zur Ligation vorzubereiten oder Klone zu selek-
tieren.

Pro pg DNA oder weniger, wird eine Unit Restriktionsenzym eingesetzt und mit 1x
geeignetem Reaktionspuffer versehen. Die Inkubation erfolgte bei einer flir die

Enzymaktivitat optimalen Temperatur.

2.2.3.10 A-tailing von PCR-Produkten

PCR-Produkte, die mit korrekturlesenden Polymerasen erzeugt wurden, weisen an
den Enden keinen 3’-A-Uberhang auf. Da das zur Klonierung verwendete TOPO-TA-
Cloning Kit auf einen 3’-A-Uberhang angewiesen ist, musste dieser nachtriiglich
angefligt werden. Dieser Vorgang wird als A-tailing bezeichnet. Dazu werden die
spezifischen PCR-Produkte mit einer préparativen Agarosegel-Elektrophorese

aufgereinigt und vollstindig in die nachfolgende Reaktion eingesetzt.

Zu dem PCR-Produkt wurden 5 Units 7ag-Polymerase, 1x Tag-Polymerase-
Reaktionspuffer mit | mM MgCl, und 0,2 mM dNTPs gegeben. Der Ansatz wurde fiir
15-30 min bei 70 °C inkubiert und im Anschluss direkt in die TOPO-TA-Ligation

eingesetzt.

2.2.3.11 TOPO-TA-Ligation

Fiir die Ligation wurde aufgereinigtes PCR-Fragment mit 3’-A-Uberhang verwendet.
4 ul dieser DNA-Losung wurden mit 1 pl Salzlosung und 1 pl TOPO Vektor-Losung
aus dem TOPO-TA-Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe) gemischt und 5 min bei 25 °C
inkubiert. Im Anschluss folgte eine Hitzeschock-Transformation von DHS5a

Bakterien.

2.2.3.12 Klonierung mit dem Gateway System

In dieser Arbeit wurde das Gateway System (Invitrogen, Karlsruhe) zur Herstellung
von Expressionsplasmiden verwendet. Dieses System nutzt die sequenzspezifische
Rekombinationsreaktion des A-Phagen zur Einfilhrung von Genen in entsprechende

Plasmide. Der Vorteil des Gateway Systems besteht darin, dass unter Beibehaltung der
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Orientierung des Inserts eine direkte Klonierung von Genen aus einem Entryvektor in

verschiedene Expressionsvektoren (Zielvektoren) ermdglicht wird.

Die Reaktionen wurden wie vom Hersteller vorgesehen durchgefiihrt, wobei als
Zielvektor pRL1899 verwendet wurde. In einen Reaktionsansatz wurden 300 ng
Entryvektor und 300 ng Zielvektor zusammen mit 1x LR-Reaktionspuffer und 2 pl
LR Clonase Enzym Mix aus dem Gateway Cloning LR Reaction Kit gegeben. Der
Ansatz wurde mit TE-Puffer (pH 8,0) auf 20 pl aufgefiillt und fiir 1 h bei 25 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Behandlung mit 2 pl Proteinase K-Ldsung
(Invitrogen, Karlsruhe) bei 37 °C fir 10 min gestoppt und 2-4 pl des
Reaktionsansatzes wurden anschlieBend in eine Hitzeschock-Transformation von

DH5a Bakterien eingesetzt und auf LB/Amp-Platten ausgestrichen.

TE-Puffer
Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
EDTA 10 mM

2.2.4 Mikrobiologische Methoden

2.2.4.1 Bakterienanzucht

Bakterien wurden in LB-Medium, das mit den bendtigten Antibiotika supplementiert
war, als Fliissig- beziehungsweise Plattenkultur {liber Nacht herangezogen.
Plattenkulturen dienten zum Vereinzeln von Bakterienklonen, wie es zum Beispiel
nach einer Transformation notig war. Wenn Plasmide isoliert werden sollten, wurden

Fliissigkulturen verwendet.

LB-Medium / LB-Platten:
Bacto-Trypton 1% (W/v)
Hefeextrakt 0,5% (wW/v)
NaCl 1% (wW/v)

pH 7,5 (eingestellt mit 5 M NaOH)
Die Losung wurde nach der Herstellung autoklaviert.

Die benétigten Antibiotika werden unmittelbar vor Verwendung in folgenden End-

konzentrationen zu dem Medium gegeben:
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Ampicillin: 100 pg/ml
Streptomycin: 100 pg/ml
Spectinomycin: 100 pg/ml

Fir LB-Platten wurde zusidtzlich 1,5% Agar hinzugegeben. Die hitzelabilen
Antibiotika wurden erst zugefiigt, nachdem das Medium auf etwa 50 °C abgekiihlt

war.

2.2.4.2 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Bakterien

Eine Ubernachtkultur (5 pl) eines chemisch-kompetenten Bakterienstammes wurde in
5 ml LB-Medium iiberimpft und bis zu einer ODgy von 0,8 kultiviert. Diese
Vorkultur wurde in 50 ml LB-Medium iibertragen und bis zu einer ODgyp von 0,45-
0,55 vermehrt. Danach wurde die Kultur rasch durch eine fiinfminiitige Inkubation
auf Eis abgekiihlt und anschlieend fiir 5 min bei 4 °C und 5.000 rpm zentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde in 10 ml TfB I-Losung auf Eis resuspendiert und fiir 10
min inkubiert. Danach wurde die Suspension erneut fiir 5 min bei 5.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und das Pellet in 2 ml TfB II-Losung resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde zu je 200 pl in vorgekiihlte Eppendorfgefa3e aliquotiert

und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aliquots wurden bei -80 °C gelagert.

I/B1

K'-Acetat (pH 5,8) 30 mM
MnCl, 50 mM
RbCl, 100 mM
CaCl, 10 mM
Glycerin 15% (v/v)
/B I1

Na-MOPS (pH7,4) 10 mM
CaCl, 75 mM
RbCl, 10 mM

Glycerin 15% (v/v)
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2.2.4.3 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Pro Transformationsansatz wurden 100 pl chemisch-kompetenter E. coli Bakterien
auf Eis aufgetaut. Zu jedem Aliquot wurden 50-300 ng Plasmid-DNA gegeben und
der Ansatz durch leichtes AnstoBen vermischt. Es folgten eine 15-miniitige
Inkubation auf Eis und anschlieSend ein Hitzeschock fiir 30 sec bei 42 °C. Nach der
Hitzeschock-Behandlung wurden die Zellen erneut fiir 2 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend mit 500 pl vorgewdrmten LB-Medium versetzt und 30 min bei 37 °C
unter  Schiitteln  inkubiert. Im  Anschluss wurden 25-75 pul dieses

Transformationsansatzes auf antibiotikum-haltigen LB-Platten ausplattiert.

2.2.4.4 Herstellen von bakteriellen Dauerkulturen

Klone oder bakterielle Wirtsstimme konnen iiber einen ldngeren Zeitraum bei —80 °C
gelagert werden. Dazu wurde ein Klon in 5 ml Fliissigkultur herangezogen und bei
Erreichen des exponentiellen Wachstums (ODgoonm= 0,6) wurden die Bakterien durch
Zentrifugation pelletiert. Ein Teil des Uberstandes wurde verworfen und die Bakterien
im verbleibenden Rest resuspendiert, um die Zelldichte zu erhéhen. Zu 200 pl
Bakteriensuspension wurden 800 pl 80% Glycerin gegeben und der Ansatz bei —80
°C gelagert.

2.2.5 Methoden fiir C. elegans

2.2.5.1 Kultivierung

C. elegans wurde auf NGM (nematode growth medium)-Platten verschiedener Grof3e
(35 mm und 60 mm) kultiviert, die mit einem Rasen von E. coli HB101 beimpft
wurden. Die Wiirmer wurden bei 20 °C kultiviert und mit einem ausgegliihten Platin-
Draht oder durch Ausschneiden kleiner Agar-Quadrate unter Verwendung eines

ausgegliihten Skalpells von Platte zu Platte transferiert.

NGM-Platten

NaCl 0,3% (w/v)

Bacto-Pepton  0,25% (w/v)

Bacto-Agar 1.6% (W/v)

Die Losung wurde nach dem Ansetzen autoklaviert.
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Im Anschluss wurde die Losung auf 65 °C abgekiihlt und unter Riihren folgende Losungen
hinzugegeben:

PPB (pH 6,0) 25 mM

CaClz 1 mM
MgSO, 1 mM
Uracil 200 pg/ml

Cholesterol 500 pg/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Anschlieend wurde die Losung in folgenden Volumina in entsprechende Kulturschalen
iiberfiihrt:

4,5 ml pro 35 mm Kulturschale.
11,5 ml pro 60 mm Kulturschale.

Die NGM-Platten wurden mindestens einen Tag bei Raumtemperatur getrocknet und im
Anschluss mit der bakteriellen Starterkultur versehen.

1 M PPB (pH 6,0)
KH,PO, 0,72 M
K,HPO, 0,28 M

Der pH wurde mit 10 N KOH eingestellt.

2.2.5.1.1 Bakterielle Starterkulturen

C. elegans wurde unter monoxenischen Bedingungen kultiviert, wobei der E. coli-
Stamm HBI101 als Nahrungsquelle verwendet wurde. Dieser Stamm ist Uracil-
auxotroph, was gewdhrleistet, dass sein Wachstum auf den verwendeten NGM-

Platten limitiert wurde.

HB101 Bakterien wurden auf LB/Strep-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei
37 °C kultiviert. Eine einzelne Kolonie wurde gepickt und in 100 ml LB/Strep bei 37
°C herangezogen. Dabei wurde auf Schiitteln verzichtet, um eine optimale Dichte der
Bakterienkultur zu erreichen. Sowohl die ausgestrichene Platte als auch die

Fliissigkultur wurden bei 4 °C gelagert und waren bis zu 4 Wochen verwendbar.

Beim Aussden der Bakterien auf die NGM-Platten wurden folgende Volumina verwendet:
35 mm Platte: 200 ul
60 mm Platte: 350 pl

Die Platten wurden im Anschluss fiir mindestens einen Tag bei Raumtemperatur getrocknet,
bevor sie fiir bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert wurden.
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2.2.5.2 Langfristige Aufbewahrung von C. elegans

C. elegans lasst sich flir unbegrenzte Zeit bei —80 °C beziehungsweise in fliissigem
Stickstoff lagern. Zum Einfrieren wurden gehungerte L1 und L2 Larven von zwei 60
mm Kulturplatten mit 1x M9-Losung heruntergespiilt und mit dem gleichen Volumen
2x FEinfrierlosung versetzt. Die Wiirmer wurden in 1 ml Aliquots auf 2 ml
Kryordhrchen verteilt und zum gleichméfigen Einfrieren fiir ein bis mehrere Tage
horizontal bei —80 °C inkubiert, bevor sie fiir die langfristige Lagerung in fliissigen

Stickstoff transferiert wurden.

10x M9-Losung
Na,HPO,, Anhydrat 60 g

KH,PO,, Anhydrat 30g

NaCl 5g
NH,C1 10g
dH,O ad 1000 ml

Die Losung wurde nach dem Ansetzen autoklaviert.

2x Einfrierlosung

NaCl 100 mM
PPB (pH 6,0) 50 mM
Glycerin 30% (v/v)
MgSO, 0,3 mM

Die Losung wurde nach dem Ansetzen Filter-sterilisiert.

2.2.5.3 Transformation durch Mikroinjektion von DNA

Die Transformation von C. elegans erfolgte mittels Mikroinjektion von DNA in die
Gonaden der Hermaphroditen (Fire, 1986). Zundchst wurden jeweils 120 ng der
Plasmid-DNA und des Koinjektionsmarker (pDP#MMO16; ,unc-119 rescue®)
vereinigt und bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Dadurch wurden grobe Partikel,
welche die Injektionsnadel verstopfen konnten, sedimentiert. Auf einen Objekttrager
wurde ein Tropfen 2%-iger Agarose in dH,O (w/v) aufgetropft, flachgedriickt und fiir
2-3 h bei 80 °C getrocknet. Zur Injektion wurde ein Tropfen Halocarbondl auf ein
Agarose-beschichtetes Objektglas gegeben und L4 Hermaphroditen oder junge
Erwachsene darin auf der Agarose fixiert. Die Injektion der DNA-Losung erfolgte in
die Gonade der Wiirmer. Die Wiirmer wurden anschlieend mit 1x M9-Lésung vom
Deckglas gelost und auf NGM-Platten iiberfiihrt. In der FI-Generation wurden
diejenigen Hermaphroditen isoliert, die den Koinjektionsmarker exprimierten und

dadurch einen wildtypischen Phénotyp aufwiesen. In einigen dieser Nachkommen
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bildet die injizierte DNA lange extrachromosomale DNA-Elemente, die in die F2-
Generation weiter vererbt werden. Die Vererbung dieser DNA schwankt in den

unabhingig etablierten Linien zwischen 10% und 90% (Mello and Fire, 1995).

2.2.5.4 Proteinprdparation

Zur Préaparation von Gesamtwurmprotein wurden Hermaphroditen mit einem
moglichst geringen Volumen 1x MO9-Losung von 12-15 NGM-Platten (60 mm)
gespiilt und in einem 15 ml Zentrifugationsrohrchen vereinigt. Durch Zentrifugation
(maximale Umdrehung, 1 min) wurden die Wiirmer pelletiert und zweimal mit dH,O
gewaschen. Im Anschluss wurde das Wurmpellet in 1 ml vorgekiihltem N’N’-
Dimethylformamid resuspendiert und iiber Nacht bei —20 °C gelagert. Nach
dreimaligem Waschen mit 100 mM Tris-HCI (pH 6,8) wurden die Wiirmer in einem
moglichst geringem Volumen Nest-Puffer resuspendiert und harsch sonifiziert, um die
Collagen-haltige Cuticula aufzubrechen. Zuletzt wurde das Lysat fiir 5 min bei 100 °C
inkubiert und bei —80 °C gelagert.

Nest-Puffer
Tris-HCI (pH 6,8) 100 mM
SDS 5% (w/v)

EDTA 5 mM
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des zelluliiren Altersmodells

3.1.1 Alterung der Fibroblastenkultur

IMR-90 normale humane Fibroblasten wurden sequentiell passagiert. Mit
fortschreitendem PDL nahm die Teilungsaktivitidt der Fibroblastenkultur ab, bis die
Zellen bei PDL 46 einen vollstdndigen Wachstumsstopp aufwiesen (Abb. 3.1).

Zur Bestimmung des seneszenten Phdnotyps wurde eine Seneszenz-assoziierte [3-
Galaktosidase Farbung verwendet. Seneszente Zellen weisen bei pH 6 eine erhohte
enzymatische Aktivitit der B-Galaktosidase auf und konnen somit iiber diese Farbung
spezifisch nachgewiesen werden (Dimri ef al., 1995). Bei PDL 46 wurden nahezu
100% gefdarbte Zellen identifiziert und somit die Alterung der Fibroblastenkultur
bestétigt (Abb. 3.2).

45 |
Abb. 3.1 Alterung der Fibroblastenkultur.
35 Humane Fibroblasten wurden sequentiell
PDL passagiert. Nach anfinglich exponentiellem
Wachstum nahm die Teilungsaktivitdt der
25 - Kultur graduell ab, bis die Zellen bei PDL 46
einen vollstdndigen Wachstumsarrest
1 aufwiesen.
].5 T T T 1

0 20 40 60 80 100
Tage

Zusatzlich waren seneszente Populationen durch eine hohe Diversitdt zelluldrer
Phénotypen charakterisiert. Sie wiesen aufgrund einer sensitiveren Zell-Zell-
Kontaktinhibition eine geringere Zelldichte als junge Populationen auf, und die

Fibroblasten waren durch einen stark vergrof3erten Zellumfang gekennzeichnet.
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Abb. 3.2 Seneszenz-assoziierte f-Galaktosidaseaktivitit. Die zelluldre Alterung
wurde  durch die Seneszenz-assoziierte  [P-Galaktosidaseaktivitdt ermittelt.
Mindestens 400 Zellen pro Kulturschale wurden beziiglich einer Blaufarbung
analysiert und prozentual gegen die Gesamtzahl der untersuchten Zellen
aufgetragen.

3.1.2 Analyse typischer Altersmarker
Biochemisch wurde die Zellalterung durch die Untersuchung der Caveolin-1- und
p21WAVCEPL proteinspiegel  nachgewiesen.  Caveolin-1 ist eine strukturelle

|WaVCPL oin Zellzyklus-

Proteinkomponente von Lipid Rafts (Stan, 2005) und p2
Modulator, der durch p53 kontrolliert wird und fiir den Proliferationsstopp
seneszenter Zellen mitverantwortlich ist (Atadja et al., 1995). Fiir beide Proteine
wurden altersabhidngig erhohte Spiegel detektiert (Abb. 3.3), wie sie in der Literatur

beschrieben sind (Atadja et al., 1995; Park et al., 2000).
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WaflCip1 Abb. 3.3 Altersassoziierte Erhohung der Caveolin-1- und
p21 W p21™VCPLproteinspiegel. 15 pg  Gesamtprotein  von Zellen
. aufsteigender PDLs wurden in einem 12% PAA-Gel aufgetrennt. Die
AKtin s ®® Deicktion der Proteine erfolgte unter Verwendung spezifischer
Antikorper. Als Kontrolle der gleichméBigen Proteinbeladung wurde
PDL 23 46 Aktin verwendet. Die graphische Auswertung wurde mittels der
optischen Bandenintensititen vollzogen und als prozentuale
Veranderung zu PDL 23 dargestellt (* PDL23 zu PDL 46, p<0,05,

Tuckey Test, n=3).
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3.1.3 Altersassoziierte Erhohung der zelluliren Cholesterolspiegel und
Disintegration von Lipid Rafts

Die Zellalterung ist mit einem erhdhten intrazelluldren Cholesterolspiegel und einer
verdnderten Konstitution von Lipid Rafts verbunden. Park ef al. haben erhdhte
Spiegel der Membransubdoménen im Zuge der Alterung von IMR-90 Fibroblasten
beschrieben (Park ef al., 2000), wohingegen andere Autoren eine altersabhingige
Abnahme beziehungsweise Disintegration der Lipid Rafts in Fibroblasten nach-

gewiesen haben (Nakamura ef al., 2003; Wheaton et al., 2001).

Die Untersuchung der intrazelluldren 150 %
Cholesterolspiegel in jungen und seneszenten 'S
o]
Fibroblastenkulturen demonstrierte eine % 1004
altersassoziierte Zunahme von Cholesterol um 60
37% (Abb. 3.4). Somit wurden sowohl fir 2 30’
Caveolin-1 als auch fir Cholesterol, beides 0
strukturelle Komponenten von Lipid Rafts, PDL 20 PDL 46
L . . . Abb. 3.4 Erhohte Cholesterolspiegel
altersabhingig erhohte Spiegel detektiert. in  seneszenten  Fibroblasten.
Intrazellulére Cholesterolspiegel

wurden unter Verwendung des
Amplex Red Cholesterol Assays in 15

Um den Einfluss der zelluldren Alterung auf die ug zellulirem Gesamlysat ermittelt.

strukturelle Integritit von Lipid Rafts zu
untersuchen, wurden diese Membrandoméanen
mittels Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation isoliert. Aufgrund ihrer
geringen Dichte flotieren Lipid Rafts innerhalb des Saccharosegradienten in die

Grenzregion zwischen 5% und 30% Saccharose (Fraktion 2).

Die Untersuchung der Verteilung von Cholesterol innerhalb der Fraktionen aus Lipid
Raft Isolationen demonstrierte eine altersassoziierte Migration von Cholesterol in die
Nicht-Raft Fraktion der Membran seneszenter Zellen (Abb. 3.5A). Dabei war
Cholesterol in der Lipid Raft Fraktion junger Zellen angereichert, wohingegen die
Assoziation mit Lipid Rafts in gealterten Zellen reduziert war und Cholesterol in der
Nicht-Raft Fraktion akkumulierte. Diese altersabhidngige Migration aus den Lipid
Rafts in die Nicht-Raft Fraktionen wurde auch fiir Caveolin-1 beobachtet (Abb. 3.5B).
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= Rafts. (A) Die Bestimmung der Cholesterolspiegel in den
E; s 75 Fraktionen aus Lipid Raft Isolationen erfolgte in 50 ul
ZS jeder Fraktion unter Verwendung des Amplex Red
= 3 50 x Cholesterol Assays. (B) 30 pl jeder Fraktion aus Lipid Raft
£ .3 Isolationen wurden in einem 12% PAA-Gel aufgetrennt.
:'% S 25 Die Detektion von Caveolin-1 erfolgte unter Verwendung
— & des Caveolin-1 Antikorpers (Transduction Laboratories).
Die graphische Auswertung wurde mittels der optischen

Bandenintensititen vollzogen und als prozentuale
Verdnderung zu PDL 23 dargestellt. Dabei wurden
Fraktionen 1-3 als Raft Fraktionen und 7-9 als Nicht-Raft
Fraktionen zusammengefasst (*p<0.05, Tuckey Test, n=4).

PDL 23 PDL 46

Zusammenfassend wurde somit gezeigt, dass Lipid Rafts im Zuge der Zellalterung

strukturell disintegrieren beziehungsweise in geringeren Gesamtmengen auftreten.

Interessanterweise wurden im Zuge der Zellalterung Caveolin-1 sowie Cholesterol in
erhohten Mengen nachgewiesen. Dennoch war ihre Assoziation mit Lipid Rafts
signifikant reduziert. Mittels Immunozytochemie wurde die subzelluldre Lokalisation
von Caveolin-1 und Cholesterol untersucht (Abb. 3.6). In jungen Fibroblasten (PDL
20) war Cholesterol gleichméBig iiber die Zelle verteilt. Caveolin-1 wurde sowohl
perinukledr als auch in einer punktuellen Verteilung nachgewiesen, die dem
Plasmamembran-assoziiertem Protein entspricht. In seneszenten Zellen (PDL 46) war
diese Verteilung verdndert und Cholesterol und Caveolin-1 akkumulierten in

definierten Kompartimenten mit hoher Dichte, bei denen es sich hochstwahrscheinlich
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um Lipidkorper handelte. Diese altersabhdngige Anreicherung in speziellen
subzelluliren Kompartimenten unterstreicht einen verdnderten Metabolismus oder

eine modifizierte physiologische Funktion beider Molekiile in seneszenten Zellen.

Abb. 3.6 Altersassoziierte Akkumulation von Cholesterol und Caveolin-1 in
Lipidkérpern. Junge (PDL 20) und seneszente (PDL 46) IMR-90 Fibroblasten
wurden fixiert und fir 2 h mit DChol behandelt (blau). Im Anschluss wurde mit
einem Caveolin-1 Anktikdrper inkubiert und nachfolgend mit einem Cy3-gekoppelten
Zweitantikorper (rot). Die Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert.
Die Farbungen zeigen die Zellen jeweils in 100facher VergroBerung.

3.2 Untersuchungen zu altersassoziierten Verdnderungen der

Prozessierung von endogenem APP

Die Prozessierung von APP ist ein vermutlich zentraler Mechanismus der Alzheimer
Krankheit, wobei altersassoziierte Verdnderungen dieses komplexen biochemischen
Prozesses auf zelluldrer Ebene bisher nicht untersucht wurden. Zudem wurden die
meisten Studien mit APP in liberexprimierenden Systemen vollzogen. Daher sollte in
der vorliegenden Arbeit ermittelt werden, in welcher Weise die Prozessierung von
endogenem APP durch die Zellalterung und die damit verbundenen zelluldren

Modifikationen beeinflusst wird.

3.2.1 Altersassoziierte Abnahme der Spiegel von reifem APP und der APP-
Spaltfragmente

Unter Verwendung humaner IMR-90 Fibroblasten als zelluldrem Altersmodell wurde
die Reifung und die Prozessierung von endogenem APP mittels Western Blot Analyse
untersucht. Dabei wurden Proteinlysate aufsteigender PDLs herangezogen, um den

Einfluss der Zellalterung iiber die gesamte Lebensspanne der Zellen zu analysieren.
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Abb. 3.7 Die Spiegel von reifem APP und intrazelluliiren APP-Spaltfragmenten nehmen im
Zuge der Zellalterung ab. 15 pug Gesamtprotein von Zellen aufsteigender PDLs wurde auf einem
4-12% NuPAGE-Gradientengel aufgetrennt. APP wurde unter Verwendung des APP C-terminalen
Antikdpers CT-15 detektiert. Das dargestellte Vorlduferprotein und die CTFs stammen von einer
Membran, allerdings aus unterschiedlichen Expositionszeiten, um die Abbildung der CTFs zu
ermoglichen. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet. Die graphische Darstellung erfolgte nach
Auswertung der optischen Bandenintensititen und ist dargestellt als prozentuale Verdnderungen zu
PDL 23. (#PDL 23 zu PDL 40, *PDL 23 zu PDL 46, p<0,05, Tuckey Test, n=4)

Interessanterweise wurde eine signifikante Verringerung der Spiegel von reifem APP
in seneszenten Zellen bei PDL 46 beobachtet (Abb. 3.7). Dies resultierte in einer
Reduktion des Verhiltnisses von reifem zu unreifem APP um anndhernd 50%. Der
Proteinspiegel von immaturem APP wies keine altersabhingige Regulation auf, und

eine Real Time PCR Analyse der APP-Genexpression demonstrierte, dass die
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Expression im Zuge der Zellalterung unverdndert war (Abb. 3.8). Somit kénnen die
abnehmenden Spiegel von reifem APP in seneszenten Fibroblasten auf eine

verminderte Reifungseffizienz des Proteins zuriickgefiihrt werden.

Die Spiegel der intrazelluldren APP-Spaltfragmente, C99 und C83, die einerseits aus
der B- und andererseits aus der a-sekretorischen Spaltung des Vorldauferproteins
hervorgehen, nahmen im Zuge der Zellalterung signifikant ab. Daraus resultierten
progressiv verringerte Verhéltnisse dieser APP-CTFs bezogen auf Gesamt-APP sowie
ausschlieBlich reifem APP (Abb. 3.7). Dies weist auf eine graduelle Verringerung der

Prozessierung von APP durch die a- und die -Sekretase hin.

PDL 20 PDL 46 M

GAPDH

ACt 4,55 +/-0,26 | 4,23 +/-0,09

Abb. 3.8 Die APP-Genexpression ist unbeeinflusst von
der Zellalterung. Die APP Genexpression wurde mittels
Real Time PCR Analyse untersucht und die
entsprechenden ACt-Werte bestimmt. Zur Visualisierung
wurden die PCR-Ansdtze auf einem 1% Agarosegel
aufgetrennt. M bezeichnet die Negativkontrolle (Mock).

Die APP-CTFs werden nachfolgend durch den vy-Sekretasekomplex geschnitten,
wobei das AICD gebildet wird. Dieses duflerste C-terminale Fragment von APP wird
im Allgemeinen schnell proteolytisch abgebaut und wurde daher auf endogener Ebene
bisher nicht nachgewiesen. Durch die Western Blot Analyse der APP-Spaltfragmente
wurde ein Fragment unterhalb von C99 und C83 beobachtet, bei dem es sich
moglicherweise um endogenes AICD handelte. Um die Identitit dieses ungefihr 6
kDa groflen Peptids zu kldren, wurden junge Fibroblasten (PDL 25) mit dem y-
Sekretase Inhibitor H-5106 behandelt (Abb. 3.9). Durch die Inhibition der y-Sekretase
wurde eine Akkumulation von C99 und C83 beobachtet und die putative AICD-
Bande war nicht detektierbar. Somit wurde das Peptid als endogenes AICD
identifiziert, dessen Generierung durch die Inhibition der y-Sekretase unterbunden

werden konnte.
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Abb. 3.9 Identifizierung von endogenem AICD. Junge
Fibroblasten (PDL 25) wurden iiber Nacht mit 5 pM H-
5106 behandelt und im Anschluss lysiert. 15 pg
Gesamtlysat wurden auf einem 4-12% NuPAGE-
Gradientengel aufgetrennt und die APP-CTFs mit dem
CT-15 Antikdrper detektiert.

Interessanterweise nahm der AICD-Spiegel im Zuge der Zellalterung stark ab und

reflektierte dabei die Reduktion der C99- und C83-Spiegel (Abb. 3.7).

Die Untersuchung der intrazelluliren APP-Spaltfragmente demonstrierte, dass die
Prozessierung von APP im Zuge zelluldrer Alterung progressiv abnimmt und als

Folge die Spiegel der intrazelluldren APP-Spaltfragmente deutlich reduziert wurden.

Um dies zu bestitigen, wurden die extrazelluliren APP-Spaltfragmente analysiert.
Dazu wurde das Kulturmedium von Fibroblasten unterschiedlicher PDLs nach 72-
stiindiger Inkubation gesammelt und die Spiegel von sAPP und sAPPa mittels
Western Blot Analyse untersucht. sAPP entspricht der Gesamtmenge von sezerniertem
l6slichem APP, ohne zwischen sAPPa oder sAPPB zu unterscheiden. Wihrend
sowohl der sAPP- als auch sAPPa-Spiegel mit steigendem Zellalter progressiv
abnahmen, konnte fiir das Verhiltnis von sAPPa zu sAPP keine signifikante
altersassoziierte Verdnderung festgestellt werden (Abb. 3.10). Dies unterstreicht eine
progressive Verringerung der Prozessierung von endogenem APP im Zuge der
Zellalterung und weist daraufhin, dass dabei weder der amyloidogene noch der nicht-

amyloidogene Weg der Prozessierung bevorzugt wurde.
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Abb. 3.10 Altersassoziierte Verringerung der Spiegel loslicher APP-Spaltfragmente.
Kulturmedien von Fibroblasten unterschiedlicher PDLs wurden gesammelt und auf einem 8%
PAA-Gel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte unter Verwendung des monoklonalen
Antikorpers 6E10 (sAPPa), bezichungsweise des polyklonalen Antiserums 863 (sAPP). Die
graphischen Darstellungen erfolgten durch Auswertung der optischen Bandenintensitidten und
wurden als prozentuale Verdnderung zu PDL 23 dargestellt. (*PDL 23 zu PDL 46, p<0,05, Tuckey
Test, n=4)

3.2.2 Altersassoziierte Reduktion der Reifung und Prozessierung von APP

Interessanterweise wurde eine altersabhédngige Verringerung der Spiegel von reifem
APP, sowie der APP-Spaltprodukte nachgewiesen. Um zu kldren, ob diese
altersabhdngig reduzierten Spiegel tatsdchlich auf eine geringere Reifung,
beziehungsweise Prozessierung von endogenem APP zuriickzufiihren waren und nicht
etwa auf einen verstdrkten proteasomalen Abbau gebildeter Spaltfragmente, wurde
der Metabolismus von APP mittels Pulse-Chase Analyse untersucht. Diese Arbeiten

wurden in Kooperation mit der AG Prof. J. W. (Universitdt Bonn) durchgefiihrt.

Die Untersuchung des Zeitverlaufs der APP Reifung demonstrierte eine signifikante
Verzogerung der Maturierung von APP in seneszenten Zellen im Vergleich zu jungen
Zellen (Abb. 3.11A). Wiéhrend die Reifung von 50% APP, bezogen auf den
immaturen APP-Spiegel zum Zeitpunkt 0, in jungen Zellen ungefdhr 15 min
bendtigte, dauerte dieser Prozess in alten Zellen anndhernd 24 min. Wie schon zuvor
durch Western Blot Analyse gezeigt, war dabei die Gesamtmenge von reifem APP in

seneszenten Fibroblasten im Vergleich zu jungen signifikant reduziert.
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Abb. 3.11 Die Zellalterung verringert die Reifung und Prozessierung von APP, ohne die
Degradation von APP oder den APP-CTFs zu beeinflussen. Die Effizienz der APP-Reifung
sowie der Metabolismus von APP und den APP-CTFs wurde mittels Pulse-Chase Analyse
untersucht. (A) Zellen bei PDL 23 und PDL 46 wurden mit [*°S]-Methionin fiir 15 min behandelt
(Pulse). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert (Chase) und APP unter
Verwendung des APP C-terminalen Antikdrpers #140 immunoprézipitiert. Die Immunoprézipitate
wurden auf einem 7% PAA-Gel aufgetrennt und reifes und unreifes APP durch Phosphoimaging

nachgewiesen und quantifiziert. (B) Der Metabolismus der APP-CTFs wurde entsprechend
untersucht.

Die Halbwertszeit sowohl von reifem als auch unreifem APP (~60 min) wies keine
altersassoziierte Verdanderung auf. Dies verdeutlichte, dass die Degradationsraten von
APP im Zuge der Zellalterung unbeeinflusst waren und somit die beobachteten
geringeren Spiegel von maturem APP in seneszenten Zellen auf einer geringeren

Effizienz der Reifung von APP beruhten. Ein veridnderter proteolytischer Abbau von



3. Ergebnisse 49

APP, zum Beispiel durch das Proteasom oder die Sekretasen, kann daher

ausgeschlossen werden.

Die Untersuchung des Metabolismus der intrazelluliren APP-Spaltfragmente
demonstrierte, dass die CTFs in jungen Zellen schneller gebildet wurden und
insgesamt deutlich hohere Spiegel erreichten als in seneszenten Zellen (Abb. 3.11B).
Wie fiir das Vollldngenprotein beobachtet, wiesen auch die CTFs im Vergleich junger

und alter Fibroblasten keinen Unterschied in der Halbwertszeit auf.

Zusammengefasst wurde durch die Pulse-Chase Analyse gezeigt, dass die Reifung
und die Prozessierung von APP im Zuge der Zellalterung signifikant reduziert

wurden.

3.2.3 Altersabhiingig erhohte Cholesterolspiegel inhibieren die Reifung von APP

Aufgrund der Beobachtung, dass die Reifungseffizienz von APP im Zuge der
Zellalterung abnimmt, wurden Faktoren gesucht, die diesen Prozess potentiell
beeinflussen konnen. Fiir hohe zelluldre Cholesterolspiegel ist bekannt, dass sie die
Maturierung von endogenem APP beeintrichtigen (Borroni ef al., 2003; Galbete et
al., 2000). Um zu untersuchen, ob die erhdhten Cholesterolspiegel in seneszenten
Zellen die Reifung von APP beeinflussen, wurde intrazelluldres Cholesterol mittels

Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD) depletiert (Abb. 3.12).

Interessanterweise wurde durch die Depletion von Cholesterol der Spiegel von reifem
APP in seneszenten Zellen erhoht, ohne dass unreifes APP beeinflusst wurde. Durch
diese selektive Zunahme von reifem APP stieg das Verhéltnis von reifem zu unreifem
APP an und entsprach nahezu dem Verhiltnis beider Formen in jungen Zellen, die
ithrerseits durch die MBCD-Behandlung unbeeinflusst waren. Somit wurde durch die
Depletion des intrazelluldren Cholesterolspiegels seneszenter Zellen die Effizienz der
APP Reifung regeneriert. Dies demonstrierte, dass die Reifung von APP direkt durch
die altersabhédngig erhohten Spiegel von intrazelluldirem Cholesterol gehemmt wurde

(zur Ubersicht sieche Abb. 3.13).
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Abb. 3.12 Erhohte Cholesterolspiegel inhibieren die Reifung von APP in seneszenten
Zellen. Junge (PDL23) und seneszente (PDL 46) Fibroblasten wurden fiir 30 min mit 10 mM
MBCD behandelt und im Anschluss dreimal mit 1x PBS gewaschen. Nach einer 4-stiindigen
Inkubation in Serum-freiem Medium, wurden die Zellen lysiert und 15 pg des Gesamtproteins
auf einem 4-12% NuPAGE-Gradientengel aufgetrennt. Die Detektion der APP-Derivate
erfolgte unter Verwendung des APP C-terminalen Antikorpers CT-15. Aktin wurde als
K entspricht der unbehandelten Kontrolle. Die graphische
Darstellung erfolgte nach Auswertung der optischen Bandenintensititen (*p<0,05, Tuckey

Ladekontrolle verwendet.

Test, n=4-6).
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Durch die Regeneration der APP-Maturierung wurden die Spiegel der APP-

Spaltfragmente nicht beeinflusst. Somit resultierte aus der gesteigerten Verfligbarkeit

von reifem Substrat fiir die Sekretasen keine verstiarkte Prozessierung von APP. Dies

unterstreicht, dass die Reduktion der APP-Prozessierung im Zuge der Zellalterung

nicht allein auf die Verfiigbarkeit von reifem APP zuriickgefiihrt werden kann.

Untersiitzt wurde dies durch die beobachtete progressive Verringerung der APP-

Prozessierung, wohingegen eine signifikante Reduktion der Reifungseffizienz

ausschlieBlich in Zellen bei PDL 46 nachgewiesen wurde.
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Abb. 3.13 Schematische Darstellung der Auswirkung erhohter Cholesterolspiegel auf die Reifung
von APP. Im Zuge des sekretorischen Pfads reift APP durch zahlreiche Glykosylierungen. N-
Glykosylierungen erfolgen im Endoplasmatischen Retikulum (ER), wéhrend O-Glykosylierungen im
Golgi-Apparat vollzogen werden. Erhohte Cholesterolspiegel seneszenter Zellen fithren zu einer
Reduktion der O-Glykosylierung, wodurch die Spiegel von reifem APP signifikant verringert werden.
Dies sollte eine reduzierte Anzahl Plasmamembran-assoziierter Molekiile zur Folge haben. Schematisch
ist hier die direkte Inhibition der O-Glykosylierung durch erhéhte Cholesterolspiegel dargestellt. Dies
wird, wie unter Punkt 4.1.1 diskutiert, auf die Arbeit von Galbete et al. zuriickgefiihrt (Galbete ef al.,
2000). Durch Depletion der erhohten Cholesterolspiegel in seneszenten Zellen wird die Reifung von APP
nahezu auf das Niveau junger Zellen regeneriert.

Es ist bekannt, dass die Depletion von intrazelluldirem Cholesterol die Prozessierung
von APP beeinflusst und die a-sekretorische Spaltung verstirkt (Kojro et al., 2001).
Interessanterweise war die Behandlung der Zellen mit MBCD nicht mit einem
signifikanten Einfluss auf die APP-Prozessierung verbunden. Moglicherweise lésst
sich dieser Effekt auf endogener Ebene der Prozessierung nicht auflosen. Zum einen
wurde der Zeitraum der MBCD-Behandlung sehr kurz gewihlt, um das toxische
Potential von MBCD zu unterdriicken, und zum anderen weisen die APP-CTFs eine
sehr lange Halbwertszeit auf, so dass marginale Verdanderungen der Prozessierung erst
nach einem lédngeren Zeitraum deutlich werden. Hinsichtlich einer verdnderten
Prozessierung von APP wurden zusitzlich die sezernierten APP-Spaltprodukte
(sAPPa/sAPP) untersucht und auch auf dieser Ebene unverdnderte Spiegel

nachgewiesen (ohne Abbildung).
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3.2.4 Altersassoziierte Verinderungen der Proteinspiegel der Sekretasen
Aufgrund der Beobachtung, dass die Prozessierung von APP im Zuge der Zellalterung
abnimmt, wurden die Proteinspiegel der beteiligten Sekretasen untersucht, um eine

mogliche Altersregulation dieser Enzyme aufzukliren.
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Abb. 3.14 Progressive Verringerung des 7y-Sekretase-Proteinspiegels. 15 pg
Gesamtprotein von Zellen unterschiedlicher PDL wurden auf 12% PAA-Gelen aufgetrennt.
Die Sekretasen wurden unter Verwendung spezifischer Antikorper detektiert. Aktin diente
als Ladekontrolle. Die graphischen Auswertungen wurden durch die optischen
Bandenintensitéiten ermittelt und als prozentuale Verédnderung zu PDL 23 aufgetragen (#PDL
23 zu PDL 40; *PDL 23 zu PDL 46, p<0,05, Tuckey Test, n=3-4)



3. Ergebnisse 53

Interessanterweise wurde dabei eine altersabhingige Reduktion der Proteinspiegel
von PS1 und Nicastrin, beides Komponenten des y-Sekretasekomplexes, ermittelt,
wohingegen BACE- und ADAMIO0-Proteinspiegel keiner altersassoziierten

Regulation unterworfen waren (Abb. 3.14).

Presenilin wird endoproteolytisch gespalten und liegt im aktiven y-Sekretasekomplex
als N- und C-terminale Untereinheit vor. Im Verlauf der zelluldren Alterung nahmen
sowohl die Proteinniveaus des PS1-Vollldngenproteins als auch die der N-terminalen
Untereinheit progressiv ab. Das Verhdltnis von Volllangenprotein zu N-terminaler
Untereinheit war keiner altersabhidngigen Verdanderung unterzogen (ohne Abbildung).
Somit war die Reifung von PS1 unverdndert. Zusitzlich wurde eine progressive
Verringerung des Nicastrin-Proteinspiegels nachgewiesen. Daraus resultierte, dass der

Gesamtspiegel der y-Sekretase im Zuge der zelluldren Alterung reduziert wurde.

Der ADAM10-Proteinspiegel wies keine altersassoziierte Regulation auf. Die inaktive
Proform wird durch Proprotein-Konvertasen geschnitten, woraus die proteolytisch
aktive, reife Form resultiert (Anders et al., 2001). Dieser Maturierungsprozess war
durch die zelluldre Alterung unbeeinflusst. Ebenso wurde fiir den Proteinspiegel von
BACE sowie die Reifung dieses Enzyms, die durch Furin-dhnliche Konvertasen
vermittelt wird (Bennett et al., 2000), keine altersabhéngige Verédnderung beobachtet.

3.2.5 Der Einfluss der altersassoziierten Disintegration von Lipid Rafts auf die
Komponenten der APP-Prozessierung

Die reifen Formen von BACE, APP sowie des y-Sekretasekomplexes sind in Lipid
Rafts lokalisiert (Cordy et al., 2003; Ehehalt et al., 2003; Kalvodova et al., 2005;
Riddell et al., 2001; Vetrivel et al, 2004; Wada et al, 2003). Aufgrund der
Beobachtung, dass die Prozessierung von APP altersabhéngig verringert wird, sollte
untersucht werden, in welcher Weise die Disintegration der Lipid Rafts in seneszenten
Zellen die Lokalisation von APP und den Sekretasen und somit moglicherweise die

Prozessierung von APP beeinflusst (Abb. 3.15).

In jungen Zellen wurden signifikante Spiegel maturer BACE, der N-terminalen
Untereinheit von PS1 und reifem APP innerhalb der Lipid Raft Fraktion

nachgewiesen.  Die  entsprechenden  unreifen = Formen  beziehungsweise
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Volllaingenformen wurden ausschlieBlich in der Nicht-Raft Fraktion der Membran

beobachtet.
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Abb. 3.15 Einfluss der altersrelevanten Disintegration von Lipid Rafts auf Komponenten
der APP-Prozessierung. Lipid Rafts junger und seneszenter Fibroblasten wurden mittels
Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation isoliert. Dabei akkumulierten sie in Fraktion 2.
30 ul jeder Fraktion wurden auf 12% PAA-Gelen aufgetrennt. Die Proteine wurden unter
Verwendung spezifischer Antikorper detektiert. Die graphische Auswertung erfolgte mittels der
optischen Bandenintensitdten, wobei Fraktionen 1-3 als Lipid Raft Fraktionen und 7-9 als Nicht-
Raft Fraktionen behandelt wurden (*p<0,05, Tuckey Test, n=3-4).

In seneszenten Zellen akkumulierte unreifes APP in der Lipid Raft Fraktion und die
Assoziation der N-terminalen Untereinheit von PS1 mit den Lipid Rafts war
signifikant reduziert. Somit spiegeln beide Proteine eine modifizierte strukturelle

Integration der Lipid Rafts wider und zeigten eine verdnderte oder verringerte
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Lokalisation innerhalb der Membransubdoménen. Der Gesamtspiegel von Lipid Raft-
assoziierter BACE war durch die zellulire Alterung nicht beeinflusst.
Interessanterweise wurde aber in seneszenten Zellen das reife Enzym innerhalb der
Lipid Raft Fraktion fast vollstdndig von der unreifen Form ersetzt. Daraus resultierten
verringerte Spiegel von Lipid Raft-assoziierter reifer P-Sekretase in seneszenten

Zellen.

3.2.6 Altersassoziierte Erhohung der enzymatischen [-Sekretaseaktivitit und
Reduktion der y-Sekretaseaktivitiit

Aufgrund der beobachteten altersassoziierten Reduktion der APP-Prozessierung, die
mit unveridnderten B-Sekretase- und verringerten y-Sekretasespiegeln verbunden war,

wurden die enzymatischen Aktivititen dieser Enzyme untersucht.
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Abb. 3.16 Die enzymatische Aktivitit der p-Sekretase ist in seneszenten Zellen erhoht und ist
in der Nicht-Raft Fraktion lokalisiert. (A) Unter Verwendung des -Sekretase-Aktivititsassays
wurde die enzymatische Aktivitit der B-Sekretase in 25 pg Zelllysat ermittelt. (B) Fiir die Analyse
der Lokalisation der B-Sekretaseaktivitdt innerhalb der Lipid Raft Isolationen wurden 50 ul jeder
Fraktion in den B-Sekretase-Aktivitdtsassay eingesetzt. Fiir die graphische Auswertung wurden
Fraktionen 1-3 als Lipid Raft Fraktionen und 7-9 als Nicht-Raft Fraktionen zusammengefasst (*,
p<0,05, Tuckey Test, n=3)
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Interessanterweise nahm die enzymatische Aktivitit von BACE in gealterten Zellen
im Vergleich zu jungen und mittelalten Kulturen um 44% zu (Abb. 3.16A). Weiterhin
wurde durch die Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt in den Fraktionen der
Lipid Raft Isolationen gezeigt, dass sie im Zuge der Zellalterung aus den Lipid Raft
Fraktionen in die Nicht-Raft Fraktionen migrierte (Abb. 3.16B). Somit konnte fiir die
enzymatische Aktivitit der B-Sekretase eine stindige Ko-Lokalisation mit der reifen

Form des Enzyms nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der enzymatischen Aktivitit des y-Sekretasekomplexes
demonstrierte eine progressive Verringerung der y-Sekretaseaktivitit (Abb. 3.17).
Diese Reduktion entsprach der graduellen Abnahme der PS1- und Nicastrin-

Proteinspiegel und reflektierte somit das insgesamt abnehmende Niveau der y-

Sekretase.
1007
751 * Abb. 3.17 Progressive Verringerung der y-
* Sekretaseaktivitit im  Zuge  der
50 Zellalterung. Die enzymatische Aktivitit

der y-Sekretase wurde in 25 g
Gesamtzelllysat von Zellen unterschiedlicher
251 PDL ermittelt. (4PDL 23 zu PDL 34; *PDL
20 zu PDL 46; p<0,05, Tuckey Test, n=3)
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Um zu untersuchen, ob die verringerte enzymatische Aktivitit und die verdnderte
Assoziation der y-Sekretase mit Lipid Rafts ausschlief8lich die Prozessierung von APP
beeintrachtigt oder zusidtzlich auch die Spaltung anderer Substrate, wurde die
Prozessierung von Notch untersucht. Das C-terminale Notch-Fragment NEXT (Notch
Extracellular Truncation) wird durch die y-Sekretase gespalten, wobei intrazelluldr
das NICD-Fragment (Notch Intracellular Domain) entsteht (zur Ubersicht sieche Abb.
3.18) (Selkoe und Kopan, 2003; Steiner und Haass, 2000).
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Abb. 3.18 Schematische Darstellung der Notch-Prozessierung. Notch wird durch drei
unterschiedliche enzymatische Aktivitdten gespalten (S1-S3). Zunichst erfolgt eine Furin-
Spaltung (S1 Spaltung), die im Zuge des sekretorischen Pfades zur Reifung des Proteins fiihrt.
An der Plasmamembran erfolgt die Spaltung von Notch durch eine a-Sekretase, woraus das
Fragment NEXT resultiert (S2 Spaltung). Dieses wird darauthin innerhalb der Membran durch
den y-Sekretasekomplex prozessiert, wobei das NICD gebildet wird (S3-Spaltung) Rot-
markiert: die Synthese von NICD aus NEXT, welche mittels Western Blot Analyse untersucht
wurde, um die Aktivitit der y-Sekretase zu bestimmen. (verdndert nach Steiner und Haass,
2000).

Die Generierung von NICD nahm im Zuge der Zellalterung progressiv ab, obwohl
ebenso der NEXT-Proteinspiegel graduell reduziert wurde (Abb. 3.19). Dadurch
wurde demonstriert, dass die reduzierte Aktivitit der y-Sekretase nicht Substrat-

spezifisch ist, sondern mit APP und Notch zwei unabhéngige Substrate betrifft.
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Abb. 3.19 Progressive Verringerung der Notch-Prozessierung im Zuge der Zellalterung. 15
pug Gesamtprotein von Zellen unterschiedlicher PDL wurden auf einem 12% PAA-Gel aufgetrennt.
Die Notch-Derivate wurden unter Verwendung eines Notch C-terminalen Antikorper detektiert.
Aktin diente als Ladekontrolle. Die graphische Auswertung wurde mittels der optischen
Bandenintensititen vollzogen und als prozentuale Verdnderung zu PDL 23 dargestellt (#PDL 23 zu
PDL 40; *PDL 23 zu PDL 46; p<0,05, Tuckey Test, n=3)
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3.3 C. elegans als Modellsystem der APP-Prozessierung

Im zelluldren Altersmodell wurde eine progressive, altersassoziierte Abnahme der
APP-Prozessierung beobachtet, die mit verdnderten Enzymspiegeln und -aktivitdten
einherging. Um diese Ergebnisse in einen Organismus zu iibertragen, wurden

transgene C. elegans Linien konstruiert, die humanes APP exprimieren.

C. elegans weist endogen mit APL-1 ein Ortholog zu APP auf (Daigle und Li, 1993).
Dieses Protein zeigt strukturelle und funktionelle Parallelen zu APP, wobei APL-1
allerdings keine AB-Domine besitzt. Mit SEL-12 und SUP-17 wurden Orthologe zu
der y- beziehungsweise der o-Sekretase im Wurm nachgewiesen (Levitan und
Greenwald, 1995; Wen et al., 1997). Ein Homolog zu BACE ist bisher nicht
beschrieben. Die Expression von humanem APP in C. elegans wurde gewdhlt, da das
Protein einerseits eine AP-Doméne aufweist und andererseits durch kommerzielle

Antikorper die biochemische Analyse einer Prozessierung ermdglicht wird.

Die Experimente zu C. elegans wurden im Rahmen eines 6-monatigen
Forschungsaufenthaltes an dem UTSW Medical Center, Dallas, USA in der C.
elegans Arbeitsgruppe von Dr. R. L. durchgefiihrt (Boehringer Ingelheim Exchange
Program). Mittelfristiges Ziel ist es, die an Zelllinien nachgewiesenen Befunde zur
altersabhingigen APP-Prozessierung auf den C. elegans-Gesamtorganismus zu

iibertragen.

3.3.1 Konstruktion eines APP-exprimierenden Wurms

Die Strategie der Expression von APP in C. elegans sah vor, humane APP cDNA an
den Promoter des apl-1-Gens zu fusionieren, wodurch die Expression des Transgens
in Zellen gewihrleistet werden sollte, in denen auch das endogene APL-1 vorliegt.
Das Fusionsprodukt aus APP ¢cDNA und dem apl-1-Promoter wurde anschlieend in
einen Vektor kloniert, der GFP und eine 3’UTR (3’-untranslated region) enthilt. Die
3’UTR stammt von dem unc-54-Gen und wird hdufig verwendet, da sich innerhalb
dieser Region zahlreiche Expressions-regulierende Elemente befinden (Jan et al.,

1997).
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Die genaue Lokalisation des apl-1-Promoters ist unbekannt, weshalb die gesamte
Region 8 kb upstream des apl-1-Gens zur Klonierung gewéhlt wurde. Da mit
gewisser Frequenz der Promoter auch in ldngeren Introns der 5’-Region des Gens
vorkommen kann, wurde zusétzlich die Region bis zum 3’-Ende des zweiten apl-1-
Introns an die humane APP cDNA angefiigt (Abb. 3.20). In dem ersten Exon liegen
intrazelluldare Transportsignale vor, wodurch zuséitzlich der intrazelluldre Transport
des humanen Proteins an die Plasmamembran ermoglicht werden sollte. Die putative
Promoterregion wurde von genomischer DNA von C. elegans amplifiziert und die
humane APP cDNA von einem Plasmid (zur Verfiigung gestellt von S. J., AG
Pietrzik, Uni Mainz). Mittels einer Fusions-PCR wurden beide Amplifikate
miteinander ligiert und das Fusionsprodukt in den Vektor pRL1899 kloniert (Methode
verdndert nach Hobert, 2002).
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Abb. 3.20 Schematische Darstellung des apl-1-Gens. Gekennzeichnet sind die ersten
beiden Exons, sowie das 3’ Ende der apl-1-Promoter-Amplifikation. (verdndert nach
www.wormbase.org).

Die Transformation der Wiirmer erfolgte durch Koinjektion des Pgy.i::hAPP::gfp-
Plasmids (pRL1902) und des pDP#MMO016-Plasmids (unc-119 rescue) in unc-119
Wirmer. Dies erlaubte die Selektion erfolgreich transformierter Wiirmer iiber den

Phénotyp des Wildtyps.

3.3.2 Expressionsmuster von Pp_1::hAPP::gfp

Die Analyse der hAPP::GFP-Expression erfolgte in vier transgenen Linien (Tx845;
Tx846; Tx847; Tx848). Das beobachtete Expressionsmuster entsprach dabei der
bekannten Expression von APL-1 (nach der Kollektion neuron-spezifischer
Promotoren von Shawn Lockery; http://chinook.uoregon.edu): Die Expression war in

allen Larvenstadien sowie im adulten Wurm zu beobachten. Die stirkste Expression
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trat dabei in Neuronen der Kopf-, Vulva- und Schwanzregion, sowie den
Motorneuronen der Chorda Ventralis auf (Abb. 3.21). Dies demonstriert, dass mit der
gewdhlten Klonierungsstrategie der apl-1-Promoter komplett und erfolgreich

transfiziert wurde.

A

Abb. 3.21 Analyse der hAPP::GFP-Expression. (A) DIC- und fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme eines adulten transgenen Wurms. (B) DIC- und fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme der Kopfregion eines adulten transgenen Wurms.

3.3.3 Phdinotypische Charakterisierung der transgenen Wiirmer

Die Expression von humanem APP in C. elegans fiihrte zu auffélligen Phanotypen.
Diese umfassten Eilegedefekte, eine reduzierte Fertilitit und eine Verzégerung der
post-embryonalen Entwicklung. Diese Phidnotypen werden im Folgenden

charakterisiert.
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3.3.3.1 Eilegedefekt und reduzierte Fertilitit
Interessanterweise wiesen die transgenen Wirmer (~80-90%) einen generellen
Eilegedefekt auf, der durch die Akkumulation reifer Eier innerhalb der
Hermaphroditen deutlich wurde (Abb. 3.22). Dies hatte zur Folge, dass zusétzlich, mit
vergleichsweise niedriger Frequenz, der so genannte , Bag of Worms“-Phinotyp
auftrat (~3-6% der adulten
Hermaphroditen). Bei diesem letalen
Phénotyp schliipfen die Nachkommen als
eine direkte Folge des Eilegedefekts
innerhalb der Mutter. Des Weiteren war
die Mobilitdt adulter transgener Wiirmer

eingeschrankt, =~ woraus eine  trdge

Fortbewegung resultierte. Dies kann auf
Abb. 3.22 Akkumulation von Eiern

die Akkumulation der Eier innerhalb der innerhalb der transgenen Wiirmer.
) . ) Stereomikroskopische Aufnahme eines 10
Hermaphroditen zuriickgefiihrt werden Tage alten transgenen Wurms. Die
.. . . Anreicherung von Eiern in den Gonaden

und kdnnte somit ebenfalls eine Folge des wird deutlich.

Eilegedefekts darstellen.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die transgenen Wiirmer eine geringere Gesamtzahl
von Nachkommen aufwiesen (Abb. 3.23). Zur Untersuchung der Nachkommenzahl
pro Hermaphrodit wurden 20-30 Wiirmer vereinzelt und tiglich die Zahl der
Nachkommen ermittelt. Dabei wurden etwa 270 Nachkommen pro Hermaphrodit fiir
den N2 Wildtyp bestimmt (Literaturwert ~300 Nachkommen/Wurm nach Hodgkin,
1988) und circa 100 Nachkommen fiir die transgenen Wiirmer. Die Fertilitit der

transgenen Wiirmer war somit signifikant reduziert.

:

Abb. 3.23 Reduzierte Anzahl von
Nachkommen in den transgenen
Linien. Die Zahl der geschliipften
Nachkommen wurden {iber einen
Zeitraum von 8 Tagen fir 20-30
T Hermaphroditen pro Linie bestimmt.
Als Kontrolle diente der N2 Wildtyp.
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3.3.3.2 Verzogerung der post-embryonalen Entwicklung transgener Wiirmer

Neben einer reduzierten Fertilitdt der transgenen Wiirmer wurden Einfliisse auf die
post-embryonale Entwicklung beobachtet. Etwa 5-8% der transgenen Wiirmer wiesen
einen Wachstumsarrest im L1-L3 Stadium der post-embryonalen Entwicklung auf.
Fiir das Fortschreiten der Larvalentwicklung ist die Nahrungsaufnahme entscheidend.
Nahrungs-depletierte Wiirmer verbleiben in frithen Larvenstadien (L1-L2) und bilden
nach einer gewissen Zeit Dauerlarven aus. Die Dauerformation der hAPP::GFP-

exprimierenden Wiirmer war durch die Expression des Transgens unbeeinflusst.

Des Weiteren wurde festgestellt, dass die transgenen Wiirmer insgesamt einen
lingeren Zeitraum bendtigten, um die post-embryonale Entwicklung abzuschlieBen
(Abb. 3.24). Bei 20 °C bendtigt der Wildtyp ~3 Tage fiir diesen Prozess, wohingegen

fiir die transgenen Wiirmer ein Zeitraum von bis zu 7 Tagen beobachtet wurde.

Abb. 3.24 Verzogerte post-embryonale

Entwicklung der transgenen Wiirmer. Zur
13 Untersuchung der post-embryonalen
Entwicklung  wurden 20-30 transgene
Wirmer und der N2 Wildtyp im L1
Larvenstadium vereinzelt und der benétigte

2% Zeitraum bis zum adulten Stadium ermittelt.
: Dunkle Balken = N2 Wildtyp; Helle Balken

=a

HH

%% adulte Wirmer
Lh
=

= transgene Linien

Tag3 Tag 4

3.3.4 Biochemische Untersuchung der Prozessierung von humanem APP in
transgenen Wiirmern

Nach erfolgreicher Transformation von C. elegans mit dem Pgp.i::hAPP::gfp
Konstrukt sollte nachgewiesen werden, ob humanes APP von den endogenen
Sekretasen prozessiert wird. Dafiir wurden Mischkulturen der verschiedenen Linien
lysiert und mittels Western Blot Analyse unter Verwendung eines C-terminalen
humanen APP-Antikorpers untersucht. Tabelle 1 fasst die Molekulargewichte der

erwarteten Spaltfragmente zusammen.
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Molekulargewicht
hAPP::GFP ~140 kDa
C99::GFP ~41 kDa
C83::GFP ~38 kDa
AICD::GFP ~34 kDa

Tab. 1 Molekulargewichte potentieller hAPP::GFP-
Spaltprodukte

Interessanterweise wurden dabei Banden bei den erwarteten Molekulargewichten
nachgewiesen (Abb. 3.25). Somit wird humanes APP moglicherweise durch die
endogenen Sekretasen des Wurms spezifisch geschnitten. Allerdings traten weitere

Banden auf, die zusétzlich auf eine unspezifische Spaltung schlielen lassen.
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Abb. 3.25 Prozessierung von hAPP::GFP in C. elegans. 15 pg Gesamtprotein
der transgenen Linien wurden auf einem 4-12% PAA-Gradientengel aufgetrennt.
Die APP-Derivate wurden mit dem C-terminalen humanen APP-Antikorper CT-
15 detektiert. Als Negativkontrolle wurde Gesamtprotein von untransformierten
unc-119 Wiirmern eingesetzt.

Ferner wurden Western Blot Analysen mit einem N-terminalen humanem APP- sowie
einem GFP-Antikorper unternommen, die einen starken unspezifischen Hintergrund
aufwiesen und keine Zuordnung spezifischer APP-Spaltprodukte zulieBen. Somit sind
die biochemischen Analysen bislang prelimindr und miissen durch zukiinftige

Untersuchungen unterstiitzt werden.
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4. Diskussion

Die Prozessierung von APP ist ein moglicherweise zentraler Prozess der
altersabhdngigen Alzheimer Krankheit, wobei der Einfluss der zelluldren Alterung auf
die Biochemie der Prozessierung bislang ungeklédrt ist. Daher sollte in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, in welcher Weise die Prozessierung von
endogenem APP im Verlauf der replikativen Seneszenz modifiziert wird und welche
zelluldren Faktoren fiir diese Verdnderung verantwortlich sind. Dariliber hinaus
konnen durch die Untersuchung altersrelevanter Verdnderungen dieses komplexen
biochemischen Vorganges eventuell zelluldre Modifikationen aufgekldrt werden, die
neue Einblicke in zelluldre Altersmechanismen erlauben. Die Untersuchungen wurden
mit humanen Fibroblasten als ein etabliertes, zelluldres Altersmodell durchgefiihrt
und sollen in transgenen C. elegans, die humanes APP exprimieren, weitergefiihrt
werden. In dem zelluldren Alterungsmodell wurde eine altersabhingige Reduktion der
APP-Reifungseffizienz sowie eine progressive Verringerung der APP-Prozessierung
aufgeklédrt. Diese altersassoziierte Regulation und die an diesen Verdnderungen

beteiligten Faktoren sollen im Folgenden ndher betrachtet werden.

4.1 Untersuchung der endogenen APP-Prozessierung in humanen

Fibroblasten als zelluliires Altersmodell

Die Prozessierung von APP wurde aufgrund der vorgeschlagenen engen Verkniipfung
mit der Alzheimer Krankheit intensiv erforscht. Dabei wurden neben den
verantwortlichen Sekretasen zahlreiche regulative Mechanismen aufgeklart, wobei
zelluldre Faktoren, die diesen Prozess im Zuge der Zellalterung beeinflussen, bisher

nicht untersucht wurden (zur Ubersicht Selkoe, 2001).

Zur Untersuchung altersassoziierter Verdnderungen der APP Biochemie wurden in
der vorliegenden Arbeit replikativ alternde humane Fibroblasten gewdhlt. Dieses
Alterungsmodell stellt ein etabliertes Modellsystem der zelluldren Altersforschung dar
(Hayflick und Moorhead, 1961) (siehe 1.5). Die Kultivierung und serielle Passage der
humanen Fibroblasten resultierte in seneszenten Zellen. Dieser Alterungsprozess war
durch eine Verlangsamung und letztendlich durch einen Stopp der Proliferation und

einen irreversiblen Eintritt der Zellen in die Go-Phase gekennzeichnet. Neben der
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verdnderten zelluldiren Morphologie wiesen die gealterten, aber metabolisch aktiven
Fibroblasten eine erhohte [-Galaktosidaseaktivitit bei pH 6 und erhohte
Proteinspiegel fiir Caveolin-1 und p2lwaﬂ/cipl auf. Wie von Atamna et al.
beschrieben, wird der seneszente Phénotyp durch Verwendung des Wachstumsfaktor-
defizienten Mediums nicht beeinflusst, sondern die Alterung lediglich beschleunigt
(Atamna et al., 2001). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Seneszenz
beschleunigt induziert. Anstelle der iiblichen ~58 PDLs (Coriell Institut for Medical
Research, Camden, USA) unterliefen die IMR-90 Fibroblasten 46 PDLs, bis sie den

seneszenten Phinotyp aufwiesen.

Die Prozessierung von APP ist ein konstitutiver Prozess, der auBler in neuronalen
Zellen in nahezu allen bisher untersuchten Zelltypen beobachtet wurde. Somit liegen
APP sowie die APP-prozessierenden Sekretasen in Fibroblasten endogen vor. Die
Analyse der APP-Prozessierung auf endogener Ebene hat gegeniiber den hiufig
verwendeten klonalen, APP-iiberexprimierenden Systemen den Vorteil, dass
regulative Mechanismen durch eine potentielle Ubersittigung mit Substrat nicht
verfilscht werden. Ein Nachteil ist allerdings, dass die Synthese von A, aufgrund der

niedrigen Spiegel des Peptids, nicht quantifiziert werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche altersassoziierte Faktoren
identifiziert, die Einfluss auf die Biochemie der APP-Prozessierung nehmen. Diese
umfassten eine selektiv verdnderte Proteinreifungseftizienz, wie fiir die APP-
Maturierung gezeigt, einen verdnderten Lipid-Stoffwechsel mit einer verdnderten
Membrankonstitution, wie flir Cholesterol und Lipid Rafts nachgewiesen, und alters-

assoziierte Regulationen der Proteinspiegel und Aktivititen der Sekretasen.

4.1.1 Die Auswirkung zelluliirer Alterung auf die Reifung von APP

APP ist ein Typ-I-Transmembranprotein, das im sekretorischen Pfad an die
Zellmembran gelangt und dabei durch zahlreiche post-translationale Modifikationen
reift. Nach Translokation ins Endoplasmatische Retikulum (ER) wird APP N-
glykosyliert und darauf im Golgi-Apparat O-glykosyliert, sulfatiert und
phosphoryliert (Oltersdorf et al., 1990; Pahlsson et al., 1992; Walter et al., 1997,
Weidemann et al., 1989). Immatures APP, das bereits N-glykosyliert ist, verbleibt

innerhalb der Zelle vermutlich im ER/Golgi Kompartiment und gelangt nicht an die
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Plasmamembran (Tamboli et al., 2005; Tomita et al, 1998). Die sekretorische
Spaltung von APP erfolgt in post-Golgi und endozytotischen Kompartimenten, was

zur Folge hat, dass unreifes APP nicht prozessiert wird (Tamboli et al., 2005).

Interessanterweise wurde beobachtet, dass in seneszenten Zellen die Effizienz der
APP-Reifung reduziert wird, woraus signifikant verringerte Spiegel des reifen APP
resultierten. Dabei war die Genexpression von APP unverindert. Trotz der reduzierten
Effizienz der APP-Maturierung bei gleichbleibender Expressionsrate wurden
unverdnderte Spiegel von unreifem APP beobachtet. Durch die Untersuchungen des
APP-Metabolismus wurde ein beschleunigter Abbau von unreifem sowie reifem APP,
beispielsweise durch das Proteasom, ausgeschlossen. Dies wurde weiterhin durch die
Inhibition des Proteasoms mittels Laktacystin bestdtigt, wodurch keine verstéirkte
Akkumulation von unreifem APP in seneszenten Zellen im Vergleich zu jungen
Zellen beobachtet wurde (ohne Abbildung). Auf welcher Ebene der APP-
Proteinspiegel, neben der sekretorischen Spaltung durch die Sekretasen und der
proteasomalen Degradation, zusitzlich reguliert wird, ist unbekannt und soll in

zukiinftigen Studien untersucht werden.

Durch Depletion der altersassoziiert erhohten intrazelluldren Cholesterolspiegel
wurde die Reifung von APP nahezu auf das Niveau junger Zellen regeneriert. Somit
wurde gezeigt, dass Cholesterol direkt die Reifung von APP in seneszenten Zellen
beeinflusst. Unter Verwendung primédrer neuronaler und glialer Zellkulturen wurde
durch Galbete et al. demonstriert, dass erhohte Cholesterolspiegel die APP-
Maturierung durch Inhibition der Glykosylierung im Golgi-Apparat storen (Galbete et
al., 2000). Daher wird vermutet, dass auch das erhohte Cholesterolniveau in
seneszenten Zellen auf Ebene der Glykosylierungsmechanismen die Reifung von APP
im Golgi-Apparat behindert, und zu der beobachteten signifikanten Reduktion der

Maturierungseffizienz fiihrt.

Neben Cholesterol wurde ebenfalls fiir Glykosphingolipide gezeigt, dass sie die
Reifung von APP inhibieren, indem sie den Transport von Proteinen auf dem
sekretorischen Pfad beeinflussen (Tamboli ef al., 2005). Glykosphingolipide wirken
dabei selektiv, da der Transport distinkter Proteine durch sie beeinflusst wird (Sprong

et al., 2001). Interessanterweise wurde eine altersassoziierte Beeinflussung der
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Proteinreifung ausschlieBlich fiir APP beobachtet, wohingegen die Sekretasen nicht
betroffen waren. Diese Selektivitdt unterstreicht einen moglichen zusitzlichen
Einfluss der Glykosphingolipide auf die Reifung von APP in seneszenten Zellen.
Daher scheint der veridnderte Lipid-Metabolismus seneszenter Zellen insgesamt die
APP-Maturierung zu beeinflussen, wohingegen allgemeine Mechanismen der
Proteinreifung im Zuge der Zellalterung nicht reguliert sind. Interessantweise wurde
ein Einfluss von Cholesterol oder Glykosphingolipiden auf die Reifung von APP
bisher ausschlieflich in Studien mit endogenem APP beobachtet (Borroni et al., 2003;
Galbete et al., 2000; Tamboli et al., 2005). Durch die Uberexpression von APP

scheinen diese regulativen Einfliisse gestort zu sein.

Mit der Reduktion der APP-Reifungseffizienz in seneszenten Zellen sind verringerte
Substratspiegel verbunden, woraus eine reduzierte Prozessierung von APP resultiert.
Interessanterweise wurde auch in Kulturen mittleren Alters (PDL 32 und PDL 40), im
Vergleich zu jungen Fibroblasten, eine verringerte Prozessierung von APP
nachgewiesen, ohne dass in diesen Kulturen die Reifungseffizienz beeintrichtigt war.
Dies unterstreicht, dass die progressive Verringerung der Prozessierung von APP
nicht allein durch reduzierte Spiegel von reifem Substrat bewirkt wird, sondern dass
regulative Mechanismen der APP-Spaltung im Zuge der Zellalterung graduell

verdndert werden und die Prozessierung beeinflussen.

4.1.2 Die Auswirkung zellulirer Alterung auf die Proteinspiegel und Aktivitiiten der
Sekretasen

Die progressive Abnahme der APP-Prozessierung war mit einer altersabhidngigen
Verringerung der Proteinspiegel von Komponenten des y-Sekretasekomplexes sowie
einer reduzierten enzymatischen Aktivitit der y-Sekretase verbunden. Dagegen
wiesen die Proteinniveaus von BACE und ADAMI0 keine Regulation auf.
Interessanterweise war aber die enzymatische Aktivitét der B-Sekretase in seneszenten
Zellen erhoht. Der Einfluss der zelluldren Alterung auf die Sekretasen wird im

Folgenden diskutiert.



4. Diskussion 68

4.1.2.1 o-Sekretase

Eine o-Sekretase, ADAMI10, ist ein Typ-I-Transmembranprotein, das auf dem
sekretorischen Weg und an der Plasmamembran aktiv ist (Chyung und Selkoe, 2003).
In der enzymatisch inaktiven Form weist ADAMI0 eine N-terminale
Propeptiddoméne auf, die durch eine sekretorische Proprotein-Konvertase entfernt
wird (Anders et al., 2001; Endres et al., 2003). Sowohl die Gesamtproteinspiegel als
auch die Maturierung von ADAMI10 waren keiner signifikanten altersassoziierten
Verdnderung unterzogen. Im Verlauf der Zellalterung wurde eine progressiv
abnehmende a-sekretorische Spaltung von APP beobachtet, die in geringeren C83-
Spiegeln resultierte. Eine reduzierte Prozessierung von APP durch ADAMI10 erfolgt
normalerweise zu Gunsten der B-Sekretase-vermittelten Spaltung und verursacht
somit eine verstirkte Bildung von C99 und AP (Postina et al, 2004).
Interessanterweise wurden hier altersabhédngig reduzierte Spiegel von C83 und C99
nachgewiesen. Dies demonstriert, dass sowohl der a- als auch der B-sekretorische

Weg der APP-Prozessierung im Zuge der Zellalterung progressiv reduziert werden.

Im Allgemeinen ist ADAMI10 konstitutiv aktiv, wird aber durch unterschiedliche
Kinasen, wie der Proteinkinase C oder der MAP (mitogen activated protein) -Kinase,
zusidtzlich stimuliert (Mills und Reiner, 1999). Worin die geringere a-sekretorische
Spaltung von APP im Zuge der Zellalterung begriindet ist, wurde nicht untersucht und
soll in zukiinftigen Studien verfolgt werden. Als mdgliche Faktoren kdnnten eine
verdnderte Membranfluiditiat sowie Kinaseaktivitit verantwortlich sein. Von beiden
ist bekannt, dass sie die o-Sekretaseaktivitit unmittelbar beeinflussen und

altersassoziiert verdndert sind (Cohen und Zubenko, 1985; Cristofalo et al., 2004).

4.1.2.2 p-Sekretase

Die B-Sekretase ist eine Aspartyl-Protease und Ausgangspunkt der amyloidogenen
Prozessierung von APP. Die Aktivitit von BACE konnte in allen Zell- und
Gewebetypen nachgewiesen werden (Haass et al., 1992). Das Enzym wird somit
ubiquitdr exprimiert, mit einer besonders hohen Expression und Aktivitit in
neuronalen Zellen (Vassar et al., 1999). Subzelluldr wurde die B-Sekretaseaktivitdt in
leicht sauren Kompartimenten wie dem Trans-Golgi-Netzwerk und den Endosomen
nachgewiesen (Huse et al., 2000; Vassar et al., 1999). In diesen Kompartimenten

erfolgt auch die amyloidogene Spaltung von APP. BACE ist mit Lipid Rafts assoziiert
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und stellt als Typ-I-Transmembranprotein die erste beschriebene Aspartyl-Protease
dar, die iiber eine Transmembranregion verfiigt (Cordy et al., 2003; Vassar et al.,
1999). Das Enzym wird als Vorlduferprotein mit einer N-terminalen Propeptiddoméne
synthetisiert und im Zuge seiner Reifung N-glykosyliert (Huse ef al., 2000; Vassar et
al., 1999).

Der Proteinspiegel und die Maturierung von BACE waren im Zuge der zelluldren
Alterung unverindert. Allerdings wurde eine verdnderte Assoziation mit Lipid Rafts
nachgewiesen. Im Zuge der altersassoziierten Disintegration der Lipid Rafts migrierte
reife BACE aus den Lipid Rafts, wohingegen die unreife Form des Enzyms in den
Lipid Rafts seneszenter Zellen akkumulierte. Diese verdnderte Lipid Raft-Assoziation
war mit einer Migration der enzymatischen Aktivitét in die Nicht-Raft Fraktion der
Membran gealterter Zellen verbunden. Somit ko-lokalisierte die enzymatische
Aktivitit stindig mit der reifen Form des Enzyms. Interessanterweise wurde in
BACE-iiberexprimierenden Zellen gezeigt, dass schon die unreife Form enzymatisch
aktiv ist (Benjannet ef al., 2001), was im Widerspruch zu anderen Aspartyl-Proteasen
steht (Tang und Wong, 1987). Die stindige Ko-Lokalisation der enzymatischen
Aktivitdt mit der reifen Form des Enzyms demonstriert, dass die vollstdndige Reifung

des Enzyms auf endogener Ebene fiir die proteolytische Aktivitit notwendig ist.

Interessanterweise war die enzymatische Aktivitit von BACE in seneszenten Zellen
im Vergleich zu jungen Kulturen sowie Kulturen mittleren Alters signifikant erhdht.
Eine erhohte enzymatische Aktivitit bei unverdnderter Expression wurde auch im
Gehirn gealteter Menschen, Méuse und Affen nachgewiesen (Fukumoto ef al., 2004).
Die BACE-AKktivitit ist bei leicht saurem pH optimal, weswegen die Lokalisation in
sauren endosomalen und lysosomalen Kompartimenten die enzymatische Aktivitét
reguliert (Huse ef al., 2000). Durch den verwendeten Aktivitdtsassay wird das Enzym
aus den Zellen isoliert, weshalb Verdnderungen der enzymatischen Aktivitdt nicht
iiber eine subzelluldre Verteilung erkldrt werden konnen. Die erhohte enzymatische
Aktivitdt in seneszenten Zellen muss daher auf direkten post-translationalen oder
allosterischen Modifikationen des Enzyms beruhen. Kiirzlich wurde eine Kupfer-
Bindungsstelle in der C-terminalen Domdne von BACE nachgewiesen, die eine
Kupfer-vermittelte Verdnderung der enzymatischen Aktivitdt nahelegt (Angeletti et
al., 2005). Weiterhin wird BACE phosphoryliert, glykosyliert und palmitoyliert
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(Capell et al, 2000; Walter et al, 2001). Mogliche Auswirkungen dieser

Modifikationen auf die enzymatische Aktivitit sind bislang ungeklart.

In seneszenten Zellen wurden trotz der erhdhten enzymatischen Aktivitidt von BACE
deutlich reduzierte Spiegel von C99 nachgewiesen. Somit ist das Potential der [-
Sekretase zur APP-Spaltung in seneszenten Zellen reduziert. Die Auswirkung der
verstirkten enzymatischen Aktivitit von BACE und der verdnderten Assoziation mit

Lipid Rafts auf die Prozessierung von APP wird unter Punkt 4.1.3 diskutiert.

4.1.2.3 y-Sekretase

Die y-Sekretase prozessiert die durch a- oder B-sekretorische Spaltung entstandenen
APP-CTFs, wobei intrazelluldr das AICD resultiert. Damit ist die Aktivitdt der y-
Sekretase nach der B-Sekretase der zweite notwendige Schritt fiir die Synthese von
AB. Bei der proteolytisch aktiven vy-Sekretase handelt es sich um einen
hochmolekularen Proteinkomplex, der neben der katalytisch aktiven Untereinheit,
Presenilin-1 oder -2, drei weiteren Ko-Faktoren aufweist: Nicastrin, APH-1 und PEN-
2 (Francis et al., 2002; Lee et al., 2002b; Yu et al., 2000). Fiir die Aktivitidt des
Komplexes sind alle vier Komponenten notwendig, wobei Presenilin
endoproteolytisch gespalten wird und im aktiven Komplex als C- und N-terminale
Untereinheit vorliegt (Haass, 2004; Levitan et al., 2001). Vor allem Nicastrin ist fiir
die Stabilitdt des Komplexes und der PS1-Untereinheiten verantwortlich (Zhang et al.,
2005).

Interessanterweise wurde eine progressive Verringerung der Proteinniveaus fiir das
PS1-Volllangenprotein, der N-terminalen PSI-Untereinheit sowie fiir Nicastrin
nachgewiesen. Somit wurde der Gesamtspiegel der 7y-Sekretase im Zuge der
Zellalterung graduell reduziert. Moglicherweise wirken die progressiv reduzierten
Nicastrinspiegel destabilisierend und verursachen eine beschleunigte proteasomale
Degradation von PS1. Dieser potentielle Zusammenhang soll in zukiinftigen Studien

geklart werden.

Die geringeren 7y-Sekretasespiegel gingen mit einer graduellen Reduktion der
enzymatischen Aktivitdit des Komplexes einher. Dies demonstriert, dass die

tatsdchliche enzymatische Aktivitit des Komplexes vermutlich unverédndert war und
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die Abnahme lediglich auf der Verringerung des Gesamtproteinspiegels des

Komplexes beruht.

Die Reduktion der enzymatischen Aktivitdt fiihrt unmittelbar zu einer verringerten
APP-Prozessierung durch die y-Sekretase. Dies wurde durch die rasche Abnahme des
AICD-Niveaus deutlich. Zusitzlich kann dadurch ausgeschlossen werden, dass die
reduzierten Spiegel von C83 und C99 durch eine verstirkte Prozessierung mittels der
v-Sekretase bewirkt wurden. Die altersassoziierte Reduktion der APP-Prozessierung

umfasst somit alle drei beteiligten Sekretasen.

Zusitzlich zu dem progressiv abnehmenden Gesamtspiegel der y-Sekretase und der
verringerten enzymatischen Aktivitdt, war die Assoziation des Komplexes mit Lipid
Rafts in seneszenten Zellen signifikant verringert. Dies spiegelt die strukturelle
Disintegration der Membransubdoménen in seneszenten Zellen wider. Die
Lokalisation der vy-Sekretase innerhalb dieser Membrandoménen ist eine
Voraussetzung flir ihre APP-CTF-proteolytische Aktivitdt, wobei die Sensitivitét des
Komplexes gegeniiber verdnderten Cholesterolniveaus und der Lipid Raft Integritét
nicht eindeutig ist (Vetrivel et al., 2004; Vetrivel und Thinakaran, 2005; Wada et al.,
2003). Die verdnderte Assoziation der y-Sekretase mit Lipid Rafts konnte somit,
zusitzlich zu der verringerten enzymatischen Gesamtaktivitit des Komplexes, zu

einer reduzierten Prozessierung der a- und B-CTFs fiihren.

Der y-Sekretasekomplex weist neben APP zahlreiche weitere Substrate auf, die alle
Typ-I-Transmembranproteine darstellen (zur Ubersicht Brunkan und Goate, 2005).
Dazu gehoren unter anderem die APP-Homologe APLP (Walsh et al., 2003), die
Notch-Rezeptoren (De Strooper et al., 1999), der Rezeptor CD44 (Murakami et al.,
2003a), die Rezeptor-Tyrosin-Kinase ErbB4 (Lee et al., 2002a), E- und N-Cadherin
(Marambaud et al., 2002; Marambaud et al., 2003) und das Low-density lipoprotein
receptor related protein (May et al., 2002). Interessanterweise sind einige dieser
Substrate nicht mit Lipid Rafts assoziiert und werden auflerhalb der Lipid Rafts von
der y-Sekretase gespalten (Vetrivel et al., 2005). Um einerseits auszuschlieBen, dass
die reduzierte Prozessierung von APP substratspezifisch war und andererseits, dass
durch die verdnderte Lipid Raft-Assoziation der y-Sekretase in seneszenten Zellen

andere Substrate vermehrt prozessiert wurden, wurde die Spaltung von Notch
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untersucht, die unabhingig von Lipid Rafts erfolgt (Vetrivel et al., 2005). Aus dieser
Spaltung geht das NICD hervor, dessen Bildung im Zuge der Zellalterung progressiv
verringert wurde und dabei die Abnahme der AICD-Spiegel reflektierte. Dies
demonstriert, dass die Reduktion der vy-Sekretaseaktivitdit mindestens zwei
unabhingige Substrate umfasst, somit nicht Substrat-spezifisch ist, und die
sekretorische Spaltung durch die y-Sekretase im Zuge der zelluldren Alterung generell

abnimmt.

Von den drei Sekretasen sind die Substrate des y-Sekretasekomplexes am besten
charakterisiert. ADAMI10 ist neben der APP-Spaltung unter anderem an der
Prozessierung von Notch (Hartmann et al., 2002), Delta (LaVoie and Selkoe, 2003)
und E-Cadherin (Maretzky et al., 2005) beteiligt. Fiir BACE sind bisher wenige
Substrate bekannt. Aufler APP wurde eine Spaltung fiir die Sialyltransferase-1
(Kitazume ef al., 2001) und den P-selectin glycoprotein ligand-1 (Lichtenthaler et al.,
2003) nachgewiesen. Eine verdnderte Aktivitdt der Sekretasen im Verlauf der
Zellalterung weist somit weitgehende Folgen auf. Als Beispiel sei die Notch-
vermittelte Signaltransduktion erwéhnt, an der sowohl die a- als auch die y-Sekretase
beteiligt sind und die bei der Differenzierung von T-Lymphozyten bis ins hohe Alter
hinein eine entscheidende Rolle spielt (Maillard et al., 2005). Die Auswirkung der
verdnderten  Sekretaseaktivititen auf unterschiedliche Substrate und ihre

physiologische Bedeutung soll in weitergehenden Studien geklart werden.

Neben einer proteolytischen Aktivitdt ist fiir Presenilin auch eine Funktion fiir den
intrazelluldren Transport einer grofer werdenden Zahl an Proteinen nachgewiesen.
Dazu gehoren APP, Trk Rezeptor (Naruse et al., 1998), Nicastrin (Herreman et al.,
2003), PEN-2 (Wang et al, 2004) und Tyrosinase (Wang et al, 2000).
Interessanterweise wird ebenfalls der intrazellulire Transport von Caveolin-1 im
sekretorischen Pfad durch Presenilin reguliert, weswegen eine Presenilin-Defizienz zu
einer signifikanten Reduktion der Caveolae-Spiegel fiihrt (Wood et al, 2004).
Moglicherweise besteht somit eine Verbindung zwischen dem altersabhidngig
reduzierten PS1-Proteinniveau und der verringerten Assoziation von Caveolin-1 mit
Lipid Rafts, woraus die Disintegration der Membransubdoménen resultieren kdnnte.

Weitergehende Studien sollen diesen moglichen Zusammenhang aufkléren.
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4.1.3 Der Einfluss der altersassoziierten Disintegration von Lipid Rafts auf die
Prozessierung von APP

Die biochemische Analyse der Lipid Rafts junger und seneszenter Fibroblasten
demonstrierte, dass diese Membransubdominen im Zuge der Zellalterung strukturell
disintegrieren beziehungsweise in geringeren Mengen auftreten. APP wird im
sekretorischen Pfad an die Plasmamembran geleitet. Die a-sekretorische Spaltung
findet auf dem Weg dorthin oder an der Plasmamembran selbst statt. Die
Prozessierung durch die B- und 7y-Sekretase findet in endosomalen/lysosomalen
Kompartimenten statt, woran endozytotische Mechanismen unter Beteiligung von
Lipid Rafts entscheidend sind (Ehehalt et al., 2003; Simons et al., 2001). Sowohl
BACE als auch der y-Sekretasekomplex sind in Lipid Rafts lokalisiert (Cordy ef al.,
2003; Ehehalt et al., 2003; Marlow et al., 2003; Riddell et al., 2001; Wada et al.,
2003). Insbesondere fiir BACE ist gezeigt, dass durch die Modulation des
intrazellularen Cholesterolspiegels und somit der Lipid Raft-Integritdt das Potential
zur Spaltung von APP beeinflusst wird (Abad-Rodriguez et al., 2004; Refolo et al.,
2000; Simons et al., 2001). Die Behandlung von Zellen mit Statinen, Inhibitoren der
HMG-CoA-Reduktase, dem Schrittmacherenzym der Cholesterol-Biosynthese, fiihrt
zu einer verstirkten nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung (Fassbender et al.,
2001; Kojro et al., 2001; Parvathy et al., 2004). Dieser Effekt wurde, neben einer
fluideren Membran, welche die Aktivitit der a-Sekretase fordert, auf reduzierte Lipid
Raft-Spiegel zuriickgefiihrt, was in einer verminderten Endozytose resultiert.
Umgekehrt ldsst sich die Synthese von AP durch externe Cholesterolbeladung
erhohen, wodurch die Spiegel nicht-amyloidogener Spaltprodukte nachhaltig reduziert
werden (Bodovitz und Klein, 1996; Racchi et al., 1997). Konsequenterweise sollte
folglich die altersassoziierte Disintegration der Lipid Rafts, mit der daraus
resultierenden Lokalisation maturer BACE und der enzymatischen Aktivitdt in der
Nicht-Raft Fraktion der Membran, eine reduzierte B-sekretorische Prozessierung von

APP bewirken.

Kiirzlich wurde allerdings ein andersartiger Mechanismus beschrieben, bei dem eine
reduzierte Integritét der Lipid Rafts erhohte AB-Spiegel bewirkt. Dabei wurde gezeigt,
dass APP endogen nicht in Lipid Rafts lokalisiert ist und somit die Lipid Raft-

assoziierte [B-Sekretase erst nach der Disintegration der Membransubdoménen
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verstiarkt mit APP interagieren kann (Abad-Rodriguez et al., 2004; Crameri et al.,
2006).

Auf endogener APP-Ebene kann A nicht quantifiziert werden, weil das Peptid nur in
geringen Konzentrationen vorliegt. Uber den tatsichlichen Einfluss der Lipid Raft-
Disintegration auf das Potential der B-sekretorischen Spaltung kann somit keine
endgiiltige Aussage getroffen werden. Allerdings wurde in dieser Arbeit demonstriert,
dass signifikante Spiegel von endogenem APP in Lipid Rafts lokalisiert sind. Dies
steht mit den Lipid Rafts als Ort der Amyloidogenese im Einklang. Aus der
verringerten Assoziation reifer BACE mit den Lipid Rafts kann somit gefolgert
werden, dass das Enzym in seneszenten Zellen, trotz seiner erhdhten enzymatischen
Aktivitdt, ein reduziertes Potential zur Prozessierung von APP aufweist. Dies kdnnte

moglicherweise die altersassoziierte Verringerung der C99-Spiegel bewirken.

4.2 Relevanz der Ergebnisse fiir ein besseres Verstindnis der

Pathomechanismen

Die Priavention und Behandlung der Alzheimer Krankheit ist aufgrund der hohen
Frequenz  dieser neurodegenerativen  Erkrankung und des langsamen
Krankheitsverlaufs ein herausragendes Ziel der neurobiologischen Forschung
(Pietrzik und Behl, 2005). Bisherige Therapiemoglichkeiten beschrinken sich auf die
zeitweilige Verminderung von Symptomen, ohne eine langfristige Wirkung auf den
Verlauf der Krankheit zu erzielen (Holscher, 2005). Um eine Nachhaltigkeit der
Therapie oder Prdvention zu erreichen, miissen die Entstehungsmechanismen der
Alzheimer Krankheit besser verstanden werden. Eine mdgliche Schliisselrolle in der
Entstehung der Alzheimer Pathologie kommt der Prozessierung von APP zu, die in
der Bildung von AP resultiert (Haass, 2004). Die Reduktion von A-Spiegeln im
Gehirn transgener APP-Mduse fiihrt zu einer Verbesserung der kognitiven Leistung
dieser Tiere (Dodart et al., 2002; Postina et al., 2004). Umgekehrt fiihren erhdhte
APP-Gendosen, wie sie in Down Syndrom Patienten auftreten, zu einer Entwicklung
der Alzheimer Demenz in frithen Lebensjahren (Rovelet-Lecrux et al., 2006). Aus
diesem Grund sehen zukiinftige praventive oder therapeutische Ansitze vor, die APP-
Prozessierung zu manipulieren, mit dem Ziel, die AB-Bildung zu reduzieren (Weggen

et al., 2001, Postina et al, 2004). Trotz einer klaren Altersassoziation der
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sporadischen Formen der Alzheimer Krankheit, sind allerdings Verdnderungen
beziehungsweise Einfliisse der Alterung auf die Prozessierung von APP

weitestgehend ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass altersassoziierte zelluldre
Verdnderungen die Prozessierung von APP beeinflussen und regulative
Mechanismen, wie die Konstitution von Lipid Rafts, signifikant verdndert werden.
Interessanterweise wurden zelluldre Modifikationen, wie sie fiir replikativ gealterte
Fibroblasten gezeigt wurden, auch in Gehirnen gealterter nicht-dementer Menschen
sowie Alzheimer Patienten beschrieben. Dazu gehdren erhohte Caveolin-1-
Proteinspiegel (Gaudreault et al., 2004), erhohte Cholesterolspiegel (Mulas et al.,
2005), eine verdnderte Konstitution von Lipid Rafts (Igbavboa et al., 2005) sowie
eine erhdhte B-Sekretaseaktivitit bei unverdndertem Expressionsniveau (Fukumoto et

al., 2004).

In dem zelluldren Altersmodell wurde eine altersassoziierte Verringerung der APP-
Prozessierung nachgewiesen. Somit lassen sich die erh6hten AB-Konzentrationen im
Gehirn gealterter Menschen oder Mause (Dewachter et al., 2000; Games et al., 1995;
Iwatsubo et al., 1994; Sturchler-Pierrat et al., 1997) moglicherweise nicht auf eine
generelle Zunahme der APP-Prozessierung im Zuge der Alterung zuriickfiihren.
Eventuell flihren zelluldre Deregulationen oder Ungleichgewichte, die sich von der
normalen Alterung unterscheiden und die altersabhingigen Regulationen der APP-
Prozessierung umgehen, zu einer erhdhten Synthese von AP. Beispielsweise wird die
Prozessierung von APP durch oxidativen Stress gesteigert (Mazur-Kolecka et al.,
2003; Paola et al., 2000). Ebenso resultieren apoptotische Mechanismen in einer
erhohten APP-Prozessierung und Synthese von AP42 (Abrahamson et al., 2006;
Sodhi et al., 2004). Neben der Generierung von A ist auch die Degradation des
Peptids durch extrazellulire Proteasen ein entscheidender Faktor, der die
Gesamtmenge im Gehirn beeinflusst. Als AB-degradierende Proteasen sind Neprilysin
(Iwata et al., 2001) und Angiotensin Converting Enzyme (Hemming und Selkoe,
2005) beschrieben. In Gehirnen von Alzheimer Patienten sowie gealterter nicht-
dementer Menschen wurden verringerte Proteinspiegel fiir Neprilysin nachgewiesen,

woraus erhohte AB-Spiegel resultieren (Russo ef al., 2005).
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Die Aufkldarung altersassoziierter Verdnderungen in der Biochemie der APP-
Prozessierung ermoglicht somit neue Einblicke in die Entstehung der Alzheimer
Krankheit und bietet Ansétze fiir neuartige Moglichkeiten potentieller Therapien oder

Priaventionen dieser neurodegenerativen Erkrankung.

4.3 Der Einfluss zellulirer Alterung auf die Spiegel und subzelluliire

Lokalisation von Cholesterol und Caveolin-1

Seneszente Zellen sind durch erhohte Cholesterol- und Caveolin-1-Spiegel
charakterisiert. Durch die biochemische Untersuchung der Lipid Rafts junger und
seneszenter Zellen wurde gezeigt, dass beide Lipid Raft Komponenten im Zuge der
Zellalterung aus den Lipid Rafts migrierten und in der Nicht-Raft Fraktion der
Membran akkumulierten. Somit sind die Lipid Rafts seneszenter Zellen strukturell

disintegriert beziechungsweise in ihrer Gesamtmenge verringert.

Lipid Rafts sind distinkte Membranregionen mit erhohtem Cholesterol- und
Sphingolipidgehalt. Zusitzlich zu den Lipiden treten Proteine als strukturelle
Komponenten auf. Caveolin ist Bestandteil so genannter Caveolae, die eine spezielle
Form der Lipid Rafts darstellen (zur Ubersicht Simons und Ikonen, 1997; Stan, 2005).
Sowohl die Lokalisation als auch der Expressionsspiegel von Caveolin-1 ist von dem
zelluldren Cholesterolspiegel abhéingig (Smart et al, 1996). Bei hoher
Cholesterolkonzentration in der Zelle wird die Expression von Caveolin-1 erhoht
(Fielding und Fielding, 1997). Funktionell dient Caveolin als Geriistprotein fiir
zahlreiche Signalproteine, die sich an der zytoplasmatischen Seite von Caveolin
anreichern (Smart et al., 1999). Somit bilden Lipid Rafts/Caveolae Plattformen fiir
den Stofftransport und die Signaltransduktion. Beziiglich der Signaltransduktion
wurde gezeigt, dass Caveolin-1 eine inhibitorische Wirkung auf viele Signalproteine
aufweist. Die einzige bisher bekannte Ausnahme wird durch die Insulin-Rezeptor-

Familie reprisentiert (Karlsson et al., 2004).

Cholesterol stellt fiir die Fluiditit der Plasmamembran einen unentbehrlichen
Regulator dar. Das erhohte Niveau von Cholesterol in seneszenten Zellen verursacht
eine verringerte Membranfluiditidt, wodurch zellulire Funktionen beeintrichtigt

werden (Alvarez et al., 1993; Cohen und Zubenko, 1985). Der zelluldre
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Cholesterolspiegel wird durch die Endozytose des Steroids, den Efflux und die
Biosynthese reguliert (Fielding und Fielding, 2001). Lipid Rafts partizipieren an
dieser Regulation der intrazelluldren Cholesterol-Homdostase, wobei umgekehrt die
Gesamtmenge an Lipid Raft-assoziiertem Cholesterol sensitiv auf die Verdnderungen
des Cholesterol-Metabolismus reagiert (Simons und Ehehalt, 2002). Der
Alterungsprozess, die Cholesterol-Homoostase und der Caveolin-Spiegel sind somit

iiber die Funktion von Lipid Rafts eng verkniipft.

Der Einfluss erhohter Cholesterol- und Caveolin-1-Spiegel auf Lipid Rafts in
replikativ seneszenten Fibroblasten wurde von unterschiedlichen Arbeitsgruppen
untersucht. Durch Park et al. wurde gezeigt, dass der Anstieg mit einer Zunahme der
Lipid Raft-Spiegel verbunden ist (Park et al., 2000). Dies soll die reduzierte Antwort
seneszenter Zellen auf externe Stimuli bewirken und stellt somit einen entscheidenden
Faktor flir den altersassoziierten zelluliren Wachstumsstopp dar. Interessanterweise
wurde ebenfalls gezeigt, dass die Verringerung der Caveolin-1-Expressionsspiegel
durch siRNA in gealterten Zellen zu einer Wiederaufnahme der Zellteilungsaktivitét
fihrt (Cho et al., 2003). Im Gegensatz dazu wurde von anderen Gruppen
nachgewiesen, dass die Lipid Raft-Spiegel im Zuge der Zellalterung abnehmen und
diese Disintegration und das Fehlen der wohlgeordneten Plattformen zu einer
reduzierten Signalweiterleitung an der Plasmamembran fiihrt (Nakamura et al., 2003;
Wheaton et al., 2001). Die in dieser Arbeit erzielte biochemische Analyse von Lipid
Rafts bestitigt die Disintegration der Membrandoménen im Verlauf der Zellalterung.
Durch die Untersuchung von Komponenten der APP-Prozessierung wurde dariiber
hinaus eine funktionelle Beeinflussung der APP Biochemie durch die modifizierte
Integritdt der Lipid Rafts gezeigt. Insbesondere die verdnderte Lokalisation reifer -
Sekretase verdeutlicht, dass durch die Disintegration der Lipid Rafts die APP-
Spaltung nachhaltig beeinflusst wird. Weiterhin wurde gezeigt, dass durch die
altersassoziierte Erhohung intrazelluldrer Cholesterolspiegel die Proteinreifung von
APP selektiv inhibiert wird. Der verdnderte Cholesterol-Metabolismus seneszenter
Zellen beeinflusst somit Mechanismen, die iiber die Konstitution der Plasmamembran

und Funktion von Lipid Rafts hinausgehen.

In seneszenten Fibroblasten wurden Cholesterol und Caveolin-1 subzelluldr in

speziellen Kompartimenten nachgewiesen, die aufgrund der Ko-Lokalisation beider
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Molekiile vermutlich Lipidkorpern (auch [lipid droplets) entsprechen. Diese
Organellen stellen hoch-dynamische Kompartimente dar, die mit zahlreichen anderen
Organellen interagieren und funktionell fiir die Erhaltung der Zellmembran wichtig
sind (zur Ubersicht Martin und Parton, 2005). Caveolin assoziiert in einem regulierten
Prozess transient mit den Lipidkorpern und stellt dabei einen wichtigen Faktor fiir die
Erhaltung der Lipid-Homoostase dar (Liu et al., 2004). Das Auftreten dieser
Organellen in seneszenten Fibroblasten unterstreicht eine altersassoziierte
Deregulation der Lipid-Homoostase, in deren Zusammenhang die Cholesterol- und
Caveolin-1-Spiegel erhoht werden und gleichzeitig die Struktur oder die Menge an

Lipid Rafts verringert wird.

4.4 C. elegans als Modell der APP-Prozessierung

C. elegans wird hiufig fiir die Untersuchung neurodegenerativer Mechanismen
herangezogen. Im Hinblick auf Alzheimer-relevante Prozesse wurden transgene Tau-
(Kraemer et al., 2003; Miyasaka et al., 2005) und AB-Wiirmer beschrieben (Boyd-
Kimball et al., 2005; Drake et al., 2003; Gutierrez-Zepeda et al., 2005). Der AB-
vermittelte Phénotyp (Paralyse) konnte auf eine Aggregation des Peptids
zurlickgefiihrt werden, die einen erhohten oxidativen Stress ausldst. Diese transgenen
AB-Wiirmer geben allerdings keine Auskunft iiber mogliche Regulationen der an der
APP-Prozessierung beteiligten Sekretasen.

Die Orthologen der a- als auch der y-Sekretase von Vertebraten wurden in C. elegans
identifiziert und mit der Prozessierung von Notch wurden identische Substrate zu
Sdugerzellen nachgewiesen (Levitan und Greenwald, 1995; Wen et al., 1997).
Weiterhin wurde gezeigt, dass SEL-12, das Presenilin-Ortholog des Wurms, nach
Expression in humanen Zellen APP prozessiert (Okochi et al., 2000) und gleichfalls,
dass durch die Expression von humanem PS1 in C. elegans endogenes Notch
gespalten wird (Steiner et al., 2001; Baumeister et al., 1999). Dies unterstreicht eine
evolutive Konservierung der Substrate und somit der Funktion des v-
Sekretasekomplexes. Ein BACE-Ortholog ist bisher unbekannt. Dabei ist zu beachten,
dass APL-1, das APP-Ortholog, keine AB-Doméne aufweist, ansonsten aber hohe
Sequenzhomologien und vergleichbare strukturelle Eigenschaften zu humanem APP
besitzt (Daigle und Li, 1993). Vor allem die Ahnlichkeiten der C-terminalen

zytoplasmatischen Doméne sind auffillig hoch, was auf eine evolutive Konservierung
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schlieBen lédsst. Interessanterweise wurden fiir APL-1 funktionelle Parallelen zu
humanem APP beschrieben: ebenso wie fliir humanes APP wurde fiir APL-1 eine
Interaktion mit dem Protein FEH-1, dem Ortholog zu Fe65, demonstriert, die in C.
elegans den pharyngealen Pumpmechanismus reguliert (Zambrano et al., 2002). Des
Weiteren wurde gezeigt, dass bestimmte Doméanen von APL-1 den durch apl-1 RNAi
verursachten Phénotyp retten (Hornsten und Li, 2000, unverdffentlicht). Dies deutet
darauthin, dass APL-1 womdglich in dhnlicherweise wie humanes APP gespalten

wird und seine unterschiedlichen Doménen spezifische Funktionen ausiiben.

Durch die Konstruktion von transgenen C. elegans Linien, die humanes APP
exprimieren, soll eine mogliche Prozessierung durch die endogenen Sekretasen
untersucht werden und die im zelluldren Altersmodell beobachteten Regulationen der
APP-Prozessierung und der Sekretasen auf die Ebene eines Organismus iibertragen
werden. Im nédchsten Schritt soll dieser Prozess altersassoziiert (junge gegen alte
Wiirmer) untersucht werden. Die vorgestellten Ergebnisse sind im Rahmen eines
Forschungsaufenthaltes in der Arbeitsgruppe von Dr. R. L. (UTSW Medical Center,
Dallas, USA) angefertigt worden. Sie konnten im Zuge der Dissertation nicht fertig

gestellt werden und sind daher preliminér.

4.4.1 hAPP::GFP-vermittelte Phinotypen

Humanes APP, das C-terminal an GFP fusioniert war, wurde unter Kontrolle des apl-
I-Promoters in C. elegans exprimiert. Anhand der GFP-Fluoreszenz wurde eine
Expression in Neuronen nachgewiesen, in denen der apl-1-Promoter aktiv ist. Die
Expression trat in allen Larvenstadien, sowie im adulten Wurm auf, konnte aber in
den Eiern nicht nachgewiesen werden. Dies entspricht der Expression von APL-1 und
bestitigt, dass der Promoter komplett kloniert wurde und dabei die transkriptionelle
Regulation erhalten war. Subzelluldr wurde das Signal sowohl in den Somata als auch
in den Axonen nachgewiesen. Die gleichméfige Verteilung innerhalb der Zellen
konnte auf eine Lokalisation von hAPP::GFP an der Plasmamembran hinweisen. Die
Einschleusung des Transgens in den sekretorischen Weg sollte durch die Klonierung
der ersten beiden Exons von apl-1 an das 5’-Ende der humanen APP cDNA

gewihrleistet werden, wodurch das endogene Signalpeptid an APP fusioniert wurde.
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Die neuronale Expression von hAPP::GFP resultierte in einer verzogerten post-
embryonalen Entwicklung, die in geringer Frequenz auch vollstindig unterbunden
wurde. Weiterhin traten Fertilitits-, Eilege- und Mobilititsdefekte auf. Die genauen
Ursachen der Phdnotypen wurden im Zuge der Dissertation nicht untersucht und sind
bislang unbekannt. Interessanterweise wurden diese Phidnotypen unter anderem als
Folge neurodegenerativer Mechanismen beschrieben (Aronoff et al., 2004; Sym et al.,
2000). Somit konnen die beobachteten Defekte moglicherweise auf eine
Neurodegeneration zuriickgefiihrt werden, die durch die Expression und
Prozessierung von hAPP::GFP vermittelt wird. Die Prozessierung des Transgens ist
bislang nicht endgiiltig geklért. Allerdings wurden durch erste Untersuchungen
hAPP::GFP-Spaltfragmente nachgewiesen, die einer o-, - und 7y-sekretorischen
Spaltung entsprechen konnten. Inwieweit diese Fragmente die Phédnotypen der

transgenen Wiirmer vermitteln, soll in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Ein weiterer moglicher Faktor, der die Ausprigung der transgenen Phéinotypen
bedingt, konnte die Kompetition des endogenen Promoters von apl-1 mit dem
transgenen Promoter darstellen. Dadurch wird die Funktion von APL-1 gestort und
die beobachteten Phénotypen wiéren somit sekundirer Natur. Beispielsweise konnte
im Zuge einer verringerten APL-1-Expression die reduzierte Interaktion mit FEH-1 in
einem defekten pharyngealen Pumpmechanismus resultieren (Zambrano ef al., 2002).
Dies wiirde gleichzeitig bedeuten, dass humanes APP endogenes APL-1 funktionell
nicht ersetzten kann.

Dass die beobachteten Phéinotypen auf die wunc-1/9 Mutation oder den
Koinjektionsmarker (unc-119 rescue) zuriickzufilhren sind, kann ausgeschlossen
werden, da transgene Wiirmer, die ausschlieBlich den Marker aufwiesen,

phénotypisch unauffillig waren und vollstindig dem Wildtyp entsprachen.

4.4.2 Weiterfiihrende Experimente mit den transgenen Wiirmern

Die bisher erzielten Ergebnisse mit den transgenen Wiirmern sollen in zukiinftigen
Studien weitergefithrt werden, mit dem Ziel, die im zelluliren Altersmodell
gewonnenen Beobachtungen auf die Ebene eines Gesamtorganismus zu transferieren.
Zunichst soll die Prozessierung von humanem APP durch die endogenen Sekretasen
bestatigt werden. Dazu soll die Synthese von APP-Spaltfragmenten zusitzlich nach

pharmakologischer Manipulation der Sekretasen untersucht werden, um die Spezifitit
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der Fragmente zu bestimmen. Besonders interessant diirfte dabei das Auftreten einer
moglichen B-Sekretaseaktivitit sein, die bisher fiir C. elegans nicht beschrieben ist.
Nach erfolgreicher Etablierung einer APP-Prozessierung soll eine altersabhédngige
Verdnderung der Spaltung analysiert werden, die Schlussfolgerungen iiber eine
altersassoziierte Regulation der Sekretaseaktivitdten zuldsst. Dafiir wird die Bildung
der hAPP::GFP-Fragmente in jungen Wiirmern (4-5 Tage alt) mit der aus gealterten
Wiirmern (13-15 Tage alt) verglichen.

Zur weitergehenden Charakterisierung der beobachteten Phénotypen sollen
unterschiedliche APP-Doménen sowie ausschlielich GFP unter der Kontrolle des
apl-1-Promoters exprimiert werden, um mogliche Regionen, durch die diese

Phénotypen verursacht werden, zu bestimmen.

4.5 Ausblick

Die Erforschung der Prdvention und Therapie der altersabhingigen Alzheimer
Krankheit ist eine der zentralen Herausforderungen der neurobiologischen Forschung.
Ein besseres Verstindnis der Altersassoziation der Erkrankung wird moglicherweise
durch die Untersuchung altersabhidngiger biochemischer Verdnderungen zentraler
Mechanismen der Pathogenese gewonnen. Zahlreiche therapeutische Ansitze zielen
auf eine Manipulation der APP-Prozessierung und versuchen eine Reduktion der
AP42-Synthese zu erreichen, mit dem Ziel die Entwicklung oder das Fortschreiten der
Demenz zu verhindern. Die nachgewiesenen Modifikationen der APP Biochemie im
Zuge der Zellalterung von humanen Fibroblasten miissen in zukiinftigen Studien in
neuronale Systeme transferiert werden, um die Bedeutung der APP-Prozessierung fiir
die Pathogenese der Alzheimer Krankheit weiter aufzuklidren, die Wirksamkeit
potentieller Therapien zu bestimmen sowie die Entwicklung neuer therapeutischer
Ansitze zu unterstiitzen. Dafiir ist die mogliche Ubertragung der beobachteten
Zusammenhidnge in dem sehr gut beschriebenen Modellorganismus C. elegans ein
weiterfiihrender Schritt. Aufgrund der neuronalen Expression des Transgens wird eine
altersabhingige Analyse der Prozessierung von humanem APP und seiner regulativen

Mechanismen in neuronalen Zellen ermoglicht.
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5. Zusammenfassung

Die Alterung stellt den grofiten Risikofaktor fiir die Entwicklung der Alzheimer
Krankheit dar, wobei die biochemische Basis dieser Korrelation bisher nicht bekannt
ist. Ein moglicherweise zentraler Mechanismus der Alzheimer Pathologie wird durch
die Prozessierung von APP représentiert, die in der Synthese von A resultiert. Der
Einfluss zelluldrer Alterung auf die Biochemie der APP-Prozessierung ist bislang
weitestgehend ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Prozessierung von endogenem
APP im Verlauf der Zellalterung humaner Fibroblasten progressiv verringert wird.
Die Bildung der intrazelluldiren APP-Spaltfragmente (C99, C83 und AICD) nahm mit
zunehmender Lebensspanne ab und war gleichfalls mit einer reduzierten Synthese von
extrazelluliren APP-Fragmenten (sAPP, sAPPa) verbunden. Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass die Reifung von APP in seneszenten Zellen selektiv reduziert
war, und dass dies durch altersabhingig erhohte zelluldre Cholesterolspiegel
vermittelt wurde. Von den APP-prozessierenden Sekretasen waren die Proteinspiegel
von Presenilin-1 und Nicastrin, beides Komponenten der y-Sekretase, im Verlauf der
Zellalterung graduell verringert. Dies hatte einen progressiven Riickgang der
enzymatischen Aktivitidt der y-Sekretase zur Folge, wodurch die Prozessierung von
APP unmittelbar reduziert wurde. Die Proteinspiegel von ADAMI0, einer o-
Sekretase, sowie der B-Sekretase, BACE, wiesen keine Altersregulation auf, aber
interessanterweise wurde eine erhohte enzymatische Aktivitit der P-Sekretase in
seneszenten Zellen nachgewiesen. Die y-Sekretase sowie BACE sind in Lipid Rafts
lokalisiert, geordneten Membransubdoménen, die hohe Cholesterol- und Caveolin-1-
Spiegel aufweisen. Obwohl das Gesamtniveau dieser strukturellen Komponenten von
Lipid Rafts in seneszenten Zellen erhoht war, war die Assoziation beider Molekiile
mit Lipid Rafts reduziert und sie akkumulierten in speziellen Organellen, die
hochstwahrscheinlich Lipidkorper darstellen. Somit wurde gezeigt, dass Lipid Rafts
im Zuge der Zellalterung disintegrieren beziehungsweise in ihrem Gesamtspiegel
reduziert waren. Diese altersabhingige Membranmodifikation war mit einer
verdnderten Verteilung von Presenilin-1 und BACE zwischen der Lipid Raft und der
Nicht Raft Fraktion der Membran verbunden, die moglicherweise das Potential dieser

Enzyme zur Prozessierung von APP reduzierte.
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In einem zweiten Teil der Arbeit wurden transgene C. elegans konstruiert, die
humanes APP exprimieren, das C-terminal an GFP gekoppelt war. Diese Wiirmer
wiesen eine reduzierte Fertilitét, Eilegedefekte und eine verzogerte post-embryonale
Entwicklung auf, die moglicherweise auf eine  Transgen-vermittelte
Neurodegeneration zuriickgefiihrt werden konnen. Durch erste Untersuchungen der
Prozessierung des Transgens konnten Spaltfragmente nachgewiesen werden, die
potentiell auf eine spezifische Spaltung von APP durch die endogenen Sekretasen
schlieen lassen.

Somit werden die Prozessierung sowie die Reifung von APP durch die
altersabhingige Modifikationen zelluldrer Biochemie nachhaltig beeinflusst.
Zukiinftige Studien sollen zeigen, ob sich diese zelluldren Zusammenhinge in den
Gesamtorganismus C. elegans TUbertragen lassen. Des Weiteren sollen die
altersabhidngigen zelluldren Verdnderungen, insbesondere des Cholesterol-
Metabolismus und der Sekretaseaktivititen, weitergehend analysiert werden, um
zusitzliche  Erkenntnisse  {iber  altersassoziierte = Regulationen = mdglicher

therapeutischer Ziele der Alzheimer Erkrankung zu gewinnen.
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Summary

Aging is the most prevailing risk factor for the development of Alzheimer disease,
even though the biochemical basis of this correlation is unknown. Processing of APP
represents a possible central mechanism of the Alzheimer pathology, which results in
the synthesis of AP. However, the influence of cellular aging on the biochemistry of
APP processing has not been studied in molecular detail so far.

In this study, it was shown that processing of endogenous APP is down-regulated
during cellular aging of human fibroblasts. Generation of the intracellular APP
cleavage products (C99, C83 and AICD) was reduced with increasing life span and
was associated by a decreased secretion of soluble extracellular APP fragments
(sAPP, sAPPa). Further, the maturation of APP was shown to be reduced in senescent
cells, which was directly mediated by age-associated increased levels of cellular
cholesterol. Of the APP processing secretases, protein levels of presenilin-1 and
nicastrin, constituents of the y-secretase complex, were gradually reduced during
aging. This was associated by a progressive reduction in y-secretase enzymatic
activity, which directly results in a decreased processing of APP. Protein levels of
ADAMI10, an a-secretase, as well as the B-secretase, BACE, were not regulated
during aging, but, interestingly, the B-secretase enzymatic activity was up-regulated in
senescent cells. The y- and B-secretase are located in lipid rafts, well-ordered
membrane subdomains exhibiting high levels of cholesterol und caveolin-1. Although
total levels of both structural components of lipid rafts were increased in aged cells,
their particular lipid raft association was decreased and they accumulated in
specialized organelles, which very likely resemble lipid bodies. Thus, lipid rafts were
structurally disintegrated or decreased in total levels during cellular aging. This age-
dependent membrane modification was associated by an altered distribution of
presenilin-1 and BACE between the lipid raft and non-raft fraction of the membrane,
which very likely affects their APP processing potential.

In a second part of this study, transgenic C. elegans were constructed, which express
human APP coupled to GFP. These worms exhibited a reduced fertility, an egg laying
defect as well as a delayed post-embryonic development, which potentially can be

ascribed to a transgene-mediated neurodegeneration. First studies of the processing of



5. Zusammenfassung/Summary 85

the transgene revealed potentially specific fragments, concluding that human APP is
possibly specifically cleaved by the endogenous secretases.

Thus, processing and maturation of APP are significantly influenced by age-
dependent alterations in cellular biochemistry. Future studies should aim to transfer
the results of the cellular aging model into the organism C. elegans. Furthermore, the
analysis of age-associated cellular alterations, in particular of the cholesterol
metabolism and secretase activity, should provide further insight about age-associated

regulations of these possible Alzheimer disease therapeutical targets.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

A
AB40; AB42

APL-1
APP
ADAM
AICD
APH-1
APLP-1/-2
APS

ATP
BACE

bp

C. elegans
C-Terminus
CTF

dH,O
DChol
DIC
DMEM
DMSO
DNA

ECL
EDTA

ER

FBS

g

GAPDH
GFP

h

hAPP
LB-Medium

Amyloid B-Peptid

Spezifizierung von AP beziiglich seiner Gesamtzahl von
Aminoséuren

APP-like protein-1 (APP Ortholog aus C. elegans)
Amyloid-Vorlduferprotein (4myloid Precursor Protein)
A disintegrin and metalloprotease

APP intrazellulare Doméne (APP intracellular domain)
Anterior pharynx-defective-1

APP-like protein-1 /-2

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

[-site APP cleaving enzyme

Basenpaar

Caenorhabditis elegans

Carboxy-Terminus eines Proteins oder Peptids
C-terminales Fragment eines Proteins oder Peptids
destilliertes Wasser

6-Dansyl-Cholestanol

Differential-Interferenzkontrast (differential interference contrast)
Dulbecco’s modified Eagles’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleic acid)
Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Endoplasmatisches Retikulum

Fotales Rinderserum  (fetal bovine serum)
Erdbeschleunigung, g = 9,81 m/s>
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

green fluorescence protein

Stunde (hour)

humanes APP

Luria-Bertani-Medium



7. Anhang

103

MPBCD
min
NEXT
NICD
N-Terminus
PAA
PAGE
PBS
PCR
PDL
PEN-2
PS-1/-2
RNA
RNAi
rpm
sAPP
SDS

sec
SEL-12
SUP-17
TBS
TEMED
Tris

U

Methyl-B-Cyclodextrin

Minute

Notch extrazelluldre Doméne (Notch extracellular domain)
Notch intrazellulare Doméne (Notch intracellular domain)
Amino-Terminus eines Proteins oder Peptids
Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphat buffered saline

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
Populationsverdopplungsniveau (Population doubling level)
Presenilin enhancer-2

Presenilin-1 /-2

Ribonukleinsdure (Ribonucleic acid)

RNA-vermittelte Interferenz

Umdrehungen pro Minute

16sliches APP (soluble APP)

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl sulphate)

Sekunde

Suppresor/Enhancer of Lin-12 (PS1 Ortholog aus C. elegans)
Suppressor-17 (ADAM10 Ortholog aus C.elegans)

Tris buffered saline
N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Einheit (unit)
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7.2 Plasmidkarten und Sequenzen

7.2.1 TOPO-GW Vektor

101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

TOPO-GW

2817 bp

Spectinomycin

CTTTCCTGCG
AGTGAGCTGA
GTGAGCGAGG
GCGTTGGCCG
AAGCGGGCAG
GAGTTTGTAG
GTTTGATGCC
CCGTTGCTTC
GGAGAGCGTT
GACTGAGCCT
TAACGCTAGC
AGTCTTAAGC
CTGTTCGTTG
TGTACAAAAA
GCTTTCTTGT
TTGCAACGAA
CAGCTGATAT
TGGCAGCTCT
TAAAAATATA
CGACTTCGCT
ATGAAGGCAC
ATGCAAGTAG
GCAGCGGTGG
TTTTTTGGGG
CGCCGTGGGT
AGGGCAGTCG
GCCGAAGTAT
TCTCGAACCG
GCGGCCTGAA
AGGCTTGATG
TTCGGCTTCC
TTGTTGTGCA
CTGCAATTTG
GCCAGCCACG
AACATAGCGT
GTTCCTGAAC
GAACTCGCCG
TGTCCCGCAT
GTCGCTGCCG
CATACTTGAA
CCTCGCGCGC
ATCACCAAGG
CCTTAACGTG

TTATCCCCTG
TACCGCTCGC
AAGCGGAAGA
ATTCATTAAT
TGAGCGCAAC
AAACGCAAAA
TGGCAGTTTA
ACAACGTTCA
CACCGACAAA
TTCGTTTTAT
ATGGATGTTT
TCGGGCCCCA
CAACAAATTG
AGCAGGCTCC
ACAAAGTTGG
CAGGTCACTA
CCCCTATAGT
GGCCCGTGTC
TCATCATGCC
GCTGCCCAAG
GAACCCAGTG
CGTATGCGCT
TAACGGCGCA
TACAGTCTAT
CGATGTTTGA
CCCTAAAACA
CGACTCAACT
ACGTTGCTGG
GCCACACAGT
AAACAACGCG
CCTGGAGAGA
CGACGACATC
GAGAATGGCA
ATCGACATTG
TGCCTTGGTA
AGGATCTATT
CCCGACTGGG
TTGGTACAGC
ACTGGGCAAT
GCTAGACAGG
AGATCAGTTG
TAGTCGGCAA
AGTTACGCGT

T2 terminator

\/\/T1 terminator

ATTCTGTGGA
CGCAGCCGAA
GCGCCCAATA
GCAGCTGGCA
GCAATTAATA
AGGCCATCCG
TGGCGGGCGT
AATCCGCTCC
CAACAGATAA
TTGATGCCTG
TCCCAGTCAC
AATAATGATT
ATGAGCAATG
GAATTCGCCC
CATTATAAAA
TCAGTCAAAA
GAGTCGTATT
TCAAAATCTC
TCCTCTAGAC
GTTGCCGGGT
GACATAAGCC
CACGCAACTG
GTGGCGGTTT
GCCTCGGGCA
TGTTATGGAG
AAGTTAAACA
ATCAGAGGTA
CCGTACATTT
GATATTGATT
GCGAGCTTTG
GCGAGATTCT
ATTCCGTGGC
GCGCAATGAC
ATCTGGCTAT
GGTCCAGCGG
TGAGGCGCTA
CTGGCGATGA
GCAGTAACCG
GGAGCGCCTG
CTTATCTTGG
GAAGAATTTG
ATAACCCTCG
CGTTCCACTG

attL1

attL2

TAACCGTATT
CGACCGAGCG
CGCAAACCGC
CGACAGGTTT
CGCGTACCGC
TCAGGATGGC
CCTGCCCGCC
CGGCGGATTT
AACGAAAGGC
GCAGTTCCCT
GACGTTGTAA
TTATTTTGAC
CTTTTTTATA
TTAAGGGCGA
AATAATTGCT
TAAAATCATT
ACATGGTCAT
TGATGTTACA
CAGCCAGGAC
GACGCACACC
TGTTCGGTTC
GTCCAGAACC
TCATGGCTTG
TCCAAGCAGC
CAGCAACGAT
TCATGAGGGA
GTTGGCGTCA
GTACGGCTCC
TGCTGGTTAC
ATCAACGACC
CCGCGCTGTA
GTTATCCAGC
ATTCTTGCAG
CTTGCTGACA
CGGAGGAACT
AATGAAACCT
GCGAAATGTA
GCAAAATCGC
CCGGCCCAGT
ACAAGAAGAA
TCCACTACGT
AGCCACCCAT
AGCGTCAGAC

%GW1 priming site
—_—

: Recombination site
TOPO 1

TOPO 2

Recombination site

GW2 priming site

ACCGCCTTTG
CAGCGAGTCA
CTCTCCCCGC
CCCGACTGGA
TAGCCAGGAA
CTTCTGCTTA
ACCCTCCGGG
GTCCTACTCA
CCAGTCTTCC
ACTCTCGCGT
AACGACGGCC
TGATAGTGAC
ATGCCAACTT
ATTCGACCCA
CATCAATTTG
ATTTGCCATC
AGCTGTTTCC
TTGCACAAGA
AGAAATGCCT
GTGGAAACGG
GTAAGCTGTA
TTGACCGAAC
TTATGACTGT
AAGCGCGTTA
GTTACGCAGC
AGCGGTGATC
TCGAGCGCCA
GCAGTGGATG
GGTGACCGTA
TTTTGGAAAC
GAAGTCACCA
TAAGCGCGAA
GTATCTTCGA
AAAGCAAGAG
CTTTGATCCG
TAACGCTATG
GTGCTTACGT
GCCGAAGGAT
ATCAGCCCGT
GATCGCTTGG
GAAAGGCGAG
GACCAAAATC
CCCGTAGAAA
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2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

AGATCAAAGG
TTGCAAACAA
AGAGCTACCA
TACCAAATAC
AACTCTGTAG
GGCTGCTGCC
GATAGTTACC
ACACAGCCCA
GCGTGAGCAT
GGTATCCGGT
CCAGGGGGAA
CTGACTTGAG
GGAAAAACGC
CCTTTTGCTC

ATCTTCTTGA
AAAAACCACC
ACTCTTTTTC
TGTCCTTCTA
CACCGCCTAC
AGTGGCGATA
GGATAAGGCG
GCTTGGAGCG
TGAGAAAGCG
AAGCGGCAGG
ACGCCTGGTA
CGTCGATTTT
CAGCAACGCG
ACATGTT

GATCCTTTTT
GCTACCAGCG
CGAAGGTAAC
GTGTAGCCGT
ATACCTCGCT
AGTCGTGTCT
CAGCGGTCGG
AACGACCTAC
CCACGCTTCC
GTCGGAACAG
TCTTTATAGT
TGTGATGCTC
GCCTTTTTAC

7.2.2 pRL1899 (,, Gateway“ Zielvektor)

101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

CCTGCAGGAT
TGATATAAAT
CATAATACTG
GCACCCCAGG
TTGAGTTAGG
GAAAAAAATC
AAGAACATTT
ACCGTTCAGC
GCACAAGTTT
CTCATCCGGA
GATAGTGTTC
TTCATCGCTC
TATATTCGCA
AAAGGGTTTA
TTTCACCAGT
CCGTTTTCAC
CCGCTGGCGA
CAGAATGCTT
CGTAAAGATC
TTGCGCGCTG
AAGTATGTCA
TGACAGCGAC
CGGTCTGGTA
AACGCTGGAA
ATTGAAATGA
AGTTTAAGGT
GATGTACAGA
CCTGGCCAGT

PRL1899

CAACAAGTTT
ATCAATATAT
TAAAACACAA
CTTTACACTT
ATCCGGCGAG
ACTGGATATA
TGAGGCATTT
TGGATATTAC
TATCCGGCCT
ATTCCGTATG
ACCCTTGTTA
TGGAGTGAAT
AGATGTGGCG
TTGAGAATAT
TTTGATTTAA
CATGGGCAAA
TTCAGGTTCA
AATGAATTAC
TGGATCCGGC
ATTTTTGCGG
AAAAGAGGTG
AGCTATCAGT
AGCACAACCA
AGCGGAAAAT
ACGGCTCTTT
TTACACCTAT
GTGATATTAT
GCACGTCTGC

attR1

6433 bp

GTACAAAAAA
TAAATTAGAT
CATATCCAGT
TATGCTTCCG
ATTTTCAGGA
CCACCGTTGA
CAGTCAGTTG
GGCCTTTTTA
TTATTCACAT
GCAATGAAAG
CACCGTTTTC
ACCACGACGA
TGTTACGGTG
GTTTTTCGTC
ACGTGGCCAA
TATTATACGC
TCATGCCGTC
AACAGTACTG
TTACTAAAAG
TATAAGAATA
TGCTATGAAG
TGCTCAAGGC
TGCAGAATGA
CAGGAAGGGA
TGCTGACGAG
AAAAGAGAGA
TGACACGCCC
TGTCAGATAA

TTCTGCGCGT
GTGGTTTGTT
TGGCTTCAGC
AGTTAGGCCA
CTGCTAATCC
TACCGGGTTG
GCTGAACGGG
ACCGAACTGA
CGAAGGGAGA
GAGAGCGCAC
CCTGTCGGGT
GTCAGGGGGG
GGTTCCTGGC

CmR

Stopp

GCTGAACGAG
TTTGCATAAA
CACTATGGCG
GCTCGTATAA
GCTAAGGAAG
TATATCCCAA
CTCAATGTAC
AAGACCGTAA
TCTTGCCCGC
ACGGTGAGCT
CATGAGCAAA
TTTCCGGCAG
AAAACCTGGC
TCAGCCAATC
TATGGACAAC
AAGGCGACAA
TGTGATGGCT
CGATGAGTGG
CCAGATAACA
TATACTGATA
CAGCGTATTA
ATATATGATG
AGCCCGTCGT
TGGCTGAGGT
AACAGGGACT
GCCGTTATCG
GGGCGACGGA
AGTCTCCCGT

AATCTGCTGC
TGCCGGATCA
AGAGCGCAGA
CCACTTCAAG
TGTTACCAGT
GACTCAAGAC
GGGTTCGTGC
GATACCTACA
AAGGCGGACA
GAGGGAGCTT
TTCGCCACCT
CGGAGCCTAT
CTTTTGCTGG

gateway cassett

AAACGTAAAA
AAACAGACTA
GCCGCATTAG
TGTGTGGATT
CTAAAATGGA
TGGCATCGTA
CTATAACCAG
AGAAAAATAA
CTGATGAATG
GGTGATATGG
CTGAAACGTT
TTTCTACACA
CTATTTCCCT
CCTGGGTGAG
TTCTTCGCCC
GGTGCTGATG
TCCATGTCGG
CAGGGCGGGG
GTATGCGTAT
TGTATACCCG
CAGTGACAGT
TCAATATCTC
CTGCGTGCCG
CGCCCGGTTT
GGTGAAATGC
TCTGTTTGTG
TGGTGATCCC
GAACTTTACC
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1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

2901

3001

3101

3201

3301

3401

3501

3601

3701

3801

3901

4001

4101

4201

4301

4401

4501

4601

4701

CGGTGGTGCA
GCCAGTGTGC
CCGCGAAAAT
AAATGTCAGG
CTGGATATGT
TCTAATTTAA
TTCTTGTACA
AGAACTTTTC
TTAATGGGCA
TACGGAAAAC
TCCATGGGTA
ATTTTCAGCC
TCGAGATACC
GCCCGAAGGT
ACTACAAGAC
TTTAAATTTT
TAGAATCGAG
GACACAAATT
GACAAACAAA
AACTAACTAA
TTGAAGATGG
ATTGGCGATG
ATCTGCCCTT
TTGAGTTTGT
AAATAGCTAA
CTTCCAGCAA
TTGTTTTGTA
CTTGTGCCAA
AACTTGAAAA
AATGAACAAA
GGGCGGCGTG
GAGCGCCGGT
GGCCGCTGTC
AATATTTAAA
AATTACTCTT
CTATTTTTGT
GCTTCTTTTA
AATTAATTCG
AATAATAATT
TGTTTTTTTT
GCACACAAAA
TTTATTTCTT
GTGAAAAAGT
ATGAAATTAA
GTCAAGAGTT
TGAGCACGAT
GGAAGGTGAG
TTTTTGCCTT
TTCCTACTAG
GACGGTGAAA
TCTGTAAGCG
GTGTTGGCGG
GTACTGAGAG
GAGAAAATAC
TTATAGGTTA
TTTTCGGGGA
ATTCAAATAT
TAATATTGAA
TATTCCCTTT
CGCTGGTGAA
TACATCGAAC
CGAAGAACGT
CGGTATTATC
CACTATTCTC
TCTTACGGAT
TGAGTGATAA
AAGGAGCTAA
TGATCGTTGG

TATCGGGGAT
CGGTCTCCGT
GACATCAAAA
CTCCCTTATA
TGTGTTTTAC
TATATTGATA
AAGTGGTTGA
ACTGGAGTTG
CAAATTTTCT
TTACCCTTAA
AGTTTAAACA
AACACTTGTC
CAGATCATAT
TATGTACAGG
ACGTAAGTTT
CAGGTGCTGA
TTAAAAGGTA
GGAATACAAC
AGAATGGAAT
TCTGATTTAA
AAGCGTTCAA
GCCCTGTCCT
TCGAAAGATC
AACAGCTGCT
GGAGCTGTGT
GTAAACTAGT
TATTTATCCA
AAAAGCCAAA
CTTGGAACAA
GAGATCCGTG
GATGAGAGTG
CGCTACCATT
ATCAGAGTAA
TTTTCAGCAT
CAACATCCCT
TATTATCAAA
AGTCACCTCT
TAATAAAAAG
CTATCCCAAA
ACTTCTGATA
TACCTTATCA
CGCACGTCTG
TTTGGAGTAT
TTTTCCTGCT
TCGAGGACGG
GCAAGAAAGA
TAGAAGTTGA
AAATGACAGA
TCGGCCGTAC
ACCTCTGACA
GATGCCGGGA
GTGTCGGGGC
TGCACCATAT
CGCATCAGGC
ATGTCATGAT
AATGTGCGCG
GTATCCGCTC
AAAGGAAGAG
TTTGCGGCAT
AGTAAAAGAT
TGGATCTCAA
TTTCCAATGA
CCGTATTGAC
AGAATGACTT
GGCATGACAG
CACTGCGGCC
CCGCTTTTTT
GAACCGGAGC

GAAAGCTGGC
TATCGGGGAA
ACGCCATTAA
CACAGCCAGT
AGTATTATGT
TTTATATCAT
TGTACCGGTA
TCCCAATTCT
GTCAGTGGAG
ATTTATTTGC
TATATATACT
ACTACTTTCT
GAAACGGCAT
AAAGAACTAT
AAACAGTTCG
AGTCAAGTTT
TTGATTTTAA
TATAACTCAC
CAAAGTTGTA
ATTTTCAGAA
CTAGCAGACC
TTTACCAGAC
CCAACGAAAA
GGGATTACAC
CTGAGGGAAC
GGATCCTAAT
CTCACCCCCT
AATAATTTAC
TACGGTGCGA
AAAAGTGAAC
ATGTTGTCTC
ACCAACTTGT
GTTTAAACTG
CTCGCGCCCG
ACATGCTCTT
AAAACTTCTT
AACAATGAAA
TCGAAAAAAA
ATCTACACAA
AATTTTTTTT
TATGTTACGT
GGCCTCTCAT
TTTTGGAATT
TTTGCTTTTT
CGTTTTTCTT
TCGGAAGAAG
TAATTTGAAA
ATACATTCCC
GGGCCCTTTC
CATGCAGCTC
GCAGACAAGC
TGGCTTAACT
GCGGTGTGAA
GGCCTTAAGG
AATAATGGTT
GAACCCCTAT
ATGAGACAAT
TATGAGTATT
TTTGCCTTCC
GCTGAAGATC
CAGCGGTAAG
TGAGCACTTT
GCCGGGCAAG
GGTTGAGTAC
TAAGAGAATT
AACTTACTTC
GCACAACATG
TGAATGAAGC

GCATGATGAC
GAAGTGGCTG
CCTGATGTTC
CTGCAGGTCG
AGTCTGTTTT
TTTACGTTTC
GAAAAAATGA
TGTTGAATTA
AGGGTGAAGG
ACTACTGGAA
AACTAACCCT
GTTATGGTGT
GACTTTTTCA
ATTTTTCAAA
GTACTAACTA
GAAGGTGATA
AGAAGATGGA
ACAATGTATA
AGTTTAAACA
CTTCAAAATT
ATTATCAACA
AACCATTACC
GAGAGACCAC
ATGGCATGGA
CAAGGCCGTC
TTTGCCGTAT
CTCTTTGTCC
TTTTTTTAAA
AAGCGAAACA
GATGATTTAG
CTTTGAGAAG
CTGGTGTCAA
AGTTCTACTA
TGCCTCTGAC
TCTCCCTGTG
CTTAATTTCT
TTGTGTAGAT
TTGTGCTCCC
TGTTCTGTGT
GAAACATCAT
TTCAGTTTAT
GACGTCAAAT
TTTCAATCAA
GGGGGTTTCC
GCTAAAATCA
GTTTGGGTTT
GTGGAGTAGT
AATATACCAA
GTCTCGCGCG
CCGGAGACGG
CCGTCAGGGC
ATGCGGCATC
ATACCGCACA
GCCTCGTGAT
TCTTAGACGT
TTGTTTATTT
AACCCTGATA
CAACATTTCC
TGTTTTTGCT
AGTTGGGTGC
ATCCTTGAGA
TAAAGTTCTG
AGCAACTCGG
TCACCAGTCA
ATGCAGTGCT
TGACAACGAT
GGGGATCATG
CATACCAAAC

CACCGATATG
ATCTCAGCCA
TGGGGAATAT
ACCATAGTGA
TTATGCAAAA
TCGTTCAGCT
GTAAAGGAGA
GATGGTGATG
TGATGCAACA
AACTACCTGT
GATTATTTAA
TCAATGCTTC
AGAGTGCCAT
GATGACGGGA
ACCATACATA
CCCTTGTTAA
AACATTCTTG
CATCATGGCA
TGATTTTACT
AGACACAACA
AAATACTCCA
TGTCCACACA
ATGGTCCTTC
TGAACTATAC
ACCAAGTACA
TTTCCATATT
TGTGAATGAA
GACATATTAA
GAGACAGAAA
GCTTCTTGTT
AATTCCAACT
AAATAATAGG
ACTAACGAGT
TTCTAAGTCC
CTCCCACCCC
TTGTTTTTTA
TCAAAAATAG
TCCCCCCATT
ACACTTCTTA
AGAAAAAACC
GACCGCAATT
CATGCTCATC
GTGAAAGTTT
CCTATTGTTT
CAAGTATTGA
GAGGCTCAGT
GTCTATGGGG
ACATAACTGT
TTTCGGTGAT
TCACAGCTTG
GCGTCAGCGG
AGAGCAGATT
GATGCGTAAG
ACGCCTATTT
CAGGTGGCAC
TTCTAAATAC
AATGCTTCAA
GTGTCGCCCT
CACCCAGAAA
ACGAGTGGGT
GTTTTCGCCC
CTATGTGGCG
TCGCCGCATA
CAGAAAAGCA
GCCATAACCA
CGGAGGACCG
TAACTCGCCT
GACGAGCGTG
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4801 ACACCACGAT GCCTGTAGCA ATGGCAACAA
GGCGAACTAC TTACTCTAGC TTCCCGGCAA
4901 GGCGGATAAA GTTGCAGGAC CACTTCTGCG
GGTTTATTGC TGATAAATCT GGAGCCGGTG
5001 ATTGCAGCAC TGGGGCCAGA TGGTAAGCCC
CACGACGGGG AGTCAGGCAA CTATGGATGA
5101 AGATAGGTGC CTCACTGATT AAGCATTGGT
TCATATATAC TTTAGATTGA TTTAAAACTT
5201 CTAGGTGAAG ATCCTTTTTG ATAATCTCAT
AGTTTTCGTT CCACTGAGCG TCAGACCCCG
5301 TCTTGAGATC CTTTTTTTCT GCGCGTAATC
ACCACCGCTA CCAGCGGTGG TTTGTTTGCC
5401 TTTTTCCGAA GGTAACTGGC TTCAGCAGAG
CTTCTAGTGT AGCCGTAGTT AGGCCACCAC
5501 GCCTACATAC CTCGCTCTGC TAATCCTGTT
GCGATAAGTC GTGTCTTACC GGGTTGGACT
5601 AAGGCGCAGC GGTCGGGCTG AACGGGGGGT
GGAGCGAACG ACCTACACCG AACTGAGATA
5701 AAAGCGCCAC GCTTCCCGAA GGGAGAAAGG
GGCAGGGTCG GAACAGGAGA GCGCACGAGG
5801 CTGGTATCTT TATAGTCCTG TCGGGTTTCG
GATTTTTGTG ATGCTCGTCA GGGGGGCGGA
5901 AACGCGGCCT TTTTACGGTT CCTGGCCTTT
GTTCTTTCCT GCGTTATCCC CTGATTCTGT
6001 TTGAGTGAGC TGATACCGCT CGCCGCAGCC
TCAGTGAGCG AGGAAGCGGA AGAGCGCCCA
6101 CGCGCGTTGG CCGATTCATT AATGCAGCTG
GGAAAGCGGG CAGTGAGCGC AACGCAATTA
6201 TAGGCACCCC AGGCTTTACA CTTTATGCTT
AATTGTGAGC GGATAACAAT TTCACACAGG
6301 ACGCCAAGCT GTAAGTTTAA ACATGATCTT
TAAATTTTCA GAGCTTAAAA ATGGCTGAAA
6401 GCTAACAACT TGGAAATGAA ATAAGCTTGC
7.2.3 pRL1902
AmpR
pRL1902
13207 bp
Stopp/\
GFP ) _
|
1 CCTGCAGGGT ACAAAAAAGC AGGCTCCGAA
GGGATATGAT TAAAACTTTT TTTTTATGTT
101 ATTTTAAAAA TAATTGAAAA AAATTGAAGG
CCGTTTTCGA AAAATTGGAC TCATAATAAA
201 GAAAATTTAT TATGATACTT GCTCATTCTA
GATTTTTTTT TTCACAGGCC GTATCCTGAT
301 ACATGTTGTA CTCTTGCTAT GGGGAACACT
AGTTGATACC CAGAGGAATT TAGATATATA
401 GAGAAAATAG TTGAGGGGTG TCATCTTCGA
GAGTGCGAAA AATGAGTCTG AACGCCCTCC
501 CCAGTGTTTA TCATTTTGTA ACTGAATCTT

CGTTGCGCAA
CAATTAATAG
CTCGGCCCTT
AGCGTGGGTC
TCCCGTATCG
ACGAAATAGA
AACTGTCAGA
CATTTTTAAT
GACCAAAATC
TAGAAAAGAT
TGCTGCTTGC
GGATCAAGAG
CGCAGATACC
TTCAAGAACT
ACCAGTGGCT
CAAGACGATA
TCGTGCACAC
CCTACAGCGT
CGGACAGGTA
GAGCTTCCAG
CCACCTCTGA
GCCTATGGAA
TGCTGGCCTT
GGATAACCGT
GAACGACCGA
ATACGCAAAC
GCACGACAGG
ATGTGAGTTA
CCGGCTCGTA
AAACAGCTAT
ACTAACTAAC
TCACTCACAA
ATG

TTCGCCCTTG
GGAAAATTAT
AAAAAAATGT
AGCTTTCAAA
GCACCATATG
TTTCCTAAAA
GTGTTTGTGT
CTCCGTTTAC
AAAATAATAT
AACGTTCTCA
CAATATTAAT

ACTATTAACT
ACTGGATGGA
CCGGCTGGCT
TCGCGGTATC
TAGTTATCTA
CAGATCGCTG
CCAAGTTTAC
TTAAAAGGAT
CCTTAACGTG
CAAAGGATCT
AAACAAAAAA
CTACCAACTC
AAATACTGTC
CTGTAGCACC
GCTGCCAGTG
GTTACCGGAT
AGCCCAGCTT
GAGCATTGAG
TCCGGTAAGC
GGGGAAACGC
CTTGAGCGTC
AAACGCCAGC
TTGCTCACAT
ATTACCGCCT
GCGCAGCGAG
CGCCTCTCCC
TTTCCCGACT
GCTCACTCAT
TGTTGTGTGG
GACCATGATT
TATTCTCATT
CGATGGATAC

pApl-1::hAPI

TGGATCCTGT
TTTGTACATA
TTTTTGATCA
CTATTTTTGA
AATAATTTTC
ATTTGGCTTT
TTCTTTCGAA
TATTGGCTCA
TTGATATGCC
TCTTTCAATT
TGTTTCGCAC
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601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

2901

3001

3101

3201

3301

3401

3501

3601

3701

3801

3901

GGAAAATCAC
CAAATCCCAA
ATTTCCGTTT
GAAAGTGGAG
TAATACGTAT
TTGCAAAATA
TTGTTCTTTT
CATTTATGAG
GCTTTGAAAT
CTCCTAGATT
TTCGCTTTTT
AAAAAGCAAC
ATCCTGTAGA
AATTTTCGAT
TCGTGTTCCT
AGGGGGTACC
GCTCATATTT
CACGGCAACA
TTTCATCTAA
AATAGTTGCT
CACCTGGTAT
CATGTGAGGA
ATGTCAAAAA
TGCTTTTTGA
TTGTAATATC
AAATTGTTTT
TGTTTTTTGA
GGAAAGATCT
TCTAATCTAC
GAATAGTTAA
CTTCCGTACG
AGGAGGGCAT
CCCTTGCCGC
GCACCTCTTT
TAGTACTGTA
CCATACCTCT
TCCGATCATG
TGCATTGTTC
GTGATTGATG
TATATCCAAA
CTTTTTATTT
ATATTCATGA
GTCGCAAGTT
ATCTTCATAA
AAAGTTTCTG
ATTTTGATTA
TCCTATGATT
AGCATTCCAA
TTCTTCATCT
CAAAATCTCA
TTTACAACCT
AATCTTCGAC
ACAAAGTGCT
TGTCAAGCGG
ACATCCGTTT
GATATTTCCT
TGCATCACAT
TGCGTCCTCT
GATGTTATTA
CCTCATGCAG
TCCGCCCAGC
CCTTATCAAC
CGGAAGGCAT
TTCTCCCAAT
CGATCCACAT
TAGAACTTTG
GTACAGTATC
AATCTTGTTT

ATGCCACACT
TTAAGAAACC
GCTTACGTAA
CGCACTGTTT
TCACTGTGCA
CCATATGTCC
TTTCGTTCCC
GTGGTCTATG
GGGGCCAAAA
TCTTTATTCC
CTTTCTACAT
ATACTTGCTT
ATAATTTGTG
GGTCAATCAA
AATCCGACAC
TGCAGCGTGA
CCCACCGCTT
TTTCAAATGT
CAAAAAACTA
AACATTTCAT
TGAAATAGTA
AATAATTAAA
CATTTTTTAT
GAAACGTAAA
AACACTTTAG
CATCGACAAT
CTCAAAATAA
TTTTATCATT
TTCACAATAC
AACATTCATA
TATACATTTG
CACCATAGTG
CGCCACCACT
CTCTAATAAT
TTTTAGGCGG
CTGCTTTTCT
GTTTTTTTTG
TTCTGATTGA
GTCATAAAAA
ATATGTATTT
CTTCTTTAAT
TGTTGGATGT
GTCTCCGGGG
AATAAAAAAG
GAAACAAGTT
TAAGGATGAC
ACAAAAAAAC
TCAGTCATGC
TAAAGTTTAT
TAAAGACAAA
TCAAGTTGCG
TAACTTAGTT
CAGCGAGTAT
AAAAAGGTCA
GAAAAACATT
GTTTTTTTTT
GAGCATTAGC
TTCCAAATTT
TTATTTCTAT
TTTGGCAAAC
TTCCCTTATT
GCCACCCAGA
TCGTTTTCCG
GTTGACACTG
TTTTTTCATC
ATAAAAATCT
CATTCTTCTA
AGGAAGAGCT

GACTTCACAA
TCGCAATAAT
TCGTTCACAT
GTATGTGAGG
ACAGAACAAT
TCATTTTTCT
AAAATGTTTC
CATTTTTTGT
GTGCACCTTT
AAGAATGATT
ATCTAGCTCG
CCTCGTACGA
ATTTTTGAGG
CCCCGACCAA
TTGACTCAAG
AGTGCGGAAA
GAATAAGCTC
CATGTTACAT
AATTTTTGAA
GTCAAGTTGA
CATTATTTTT
AACCTTTTTC
TTCGAGTCAA
CTGATTTTGC
ACATAACTAA
TTAAAAAAAA
CAAAATTTTC
TCCTCACAGA
AATTTTTGAT
ATTTGAAGCC
AGAAGACACT
TTGTCCAACC
CTCCGACCGC
CTCTGCTTCT
TAGGGGGCGT
CACACTTCAT
ATTGATTTCT
AAATTTCATA
GTCGGTCAGT
CCAAAAACGA
CGAGTACGTG
TGGTCTGAAT
GCCCCTTCTG
CTCAGAAAGC
GCCAAAATTA
CTTTCTACAT
CCCCCGACAC
AGAAAACAAT
CAAATTAGAG
TCTGGCATTT
GTTTTGAAAT
ATTAAAAACC
CTTACAGAGT
TATTGCTTCC
CAGACAGTGG
TGAAAATGGG
AATATCTATG
CCCGTTCCTC
TTACTTATTT
TGGTCAAGAA
CTGCCCGCAG
GTGTGTGCAG
ACATCAAATA
CGTTTTTGAG
CATCCTTGAA
AAATCAAATA
CAAGTCTCTA
AACCTTGTTT

CCGTTACGTA
TCAAGTGTTT
ACCAGTTCGC
GAAGGAAGGT
TTCGTAACGT
CAGAAGAACG
TGAAAATGTA
GTTAAAAGGG
TCGTATTTCC
TTTCCCTGGA
AATTTATTAT
ATGGCAGCTT
GTTTTTTTAC
AATGCGATAG
TTCAATTCAA
GGTGTCGCAT
GAGCTTGTTC
TCTAGTTGTT
ATTATATCAC
AAGAAAGTAC
GTTCTAACGG
TATCATGCTA
ATATTGGTGA
ATGTTCTATC
AGCATAGAAC
TTGGACTACA
CACTATTAGG
CCGTAGTTCA
CTTCAGTATC
CTCACAACAG
CATAGAAGTT
AACCGCAGAA
AGAGAGACCG
CTGGTGAATC
CACCACCACC
GCAGTTCTCA
TTGTCGTTGT
GATCCCAGTG
AATTTATCAT
AAATTTTCCT
AGAGCTGTTA
TTAGAATATA
CAAATGTACG
ATCAGAAACG
TTAGTGATTT
TCCAACGTTT
AGAAAAAAAT
CCCTACAAAA
CTCAACGCAA
AATGCTCGGA
GTTTTCAAAA
CCACGTAGTG
TCAAACCACG
TGTCTACTTT
AGCGGATTTC
TTTTCAATTT
GTTTCCAAAA
TTCTTAGAGA
ATCCTTTATC
CGCCCCATTT
CTCACTCTTT
AGGCAAAGTT
TATTTAAAAT
TAATCTTCTC
TCAAAAACAG
GGAGAAAAAA
AGTCTCTCTT
AGTTTTTTGT

TAAGTTGATC
CACTTTTCGA
TCCTTTTGCC
TGAGTCACTG
TACGTTTGAA
AACACATTTC
GAGTTATACA
TAACATTTGT
TGGTTCCTTC
GAATTGCTTT
CAATCATTTC
ATCCCTTTAA
ATTTTTTTTT
GATAATTTAG
TTATATGGGA
TTGTTCCGAG
CTACATGTGA
GTACTCTAGG
ATTATTCTAT
CAATTTTCTC
TGAAGTACGA
AATTAACCGA
AAATCGAGTT
CTCTACAATA
TGGATGAAAA
GAGTTTCCAC
AAATATCATA
CATTTAATCT
AACCTAGACC
GAGGTAAAAG
TGTGTGAAAG
CCGGTTAGGA
ATCCATCCAT
TCTTCAAATT
TTTTTGTCTC
TCAACTACCG
TGTCGCGTGG
AAACCGACTT
TACTTCCTTT
ATTATAGTTT
GTTATGATAC
GATGTTTGAA
CATGGAATGT
AAGGCAAGTA
TTTATATCAA
GATTGTTTTG
CAACCGGTTC
GTCATCCGTT
ACATCAGCAC
AGTGTGCAAT
CTGGTTTGAA
AGATGAAGTT
AAAATGTAAA
TGCTCTTTGA
CATAGATTTT
TGATGTCAGG
ACGGTGCTTC
CGATCTATCG
CTTTGATAAA
CTGCTCTAGC
AATGTTCTCA
AAACCAACTG
ATCAAATATC
CGATGTTTCC
ATAGAGTGAA
AAGTTTCCAA
CTTCATCTCT
GCTGCTCCTG
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4001

4101

4201

4301

4401

4501

4601

4701

4801

4901

5001

5101

5201

5301

5401

5501

5601

5701

5801

5901

6001

6101

6201

6301

6401

6501

6601

6701

6801

6901

7001

7101

7201

7301

TTGCTGATGC
TGTCTGCTTG
GATAATTGGG
TTCATTCGAC
ATCAACATTG
TTGGTTCCGT
CTATCAATCT
TTTGGCAGTA
AACTACTTGT
CATACTCCAT
CGATTGTACC
TCGGCGCTGC
ATTTCTTCAA
TGATCCGAAA
AAACGGGGAG
TTACGCACAA
TTTTTTTTCA
CCTATATTTT
ACTAATGATT
AGGTATGTTT
ACTCGTAACA
ATTTAGAAAA
AGATGCTTAT
TGACTAGAAC
AAAATTGAAT
TAAAAGGGCA
AGTCTTACAT
GACTCAATCT
ATATTTTTGC
TCCAATGGTC
AGGGATCATG
AAACTTGACA
GGGTTGAACA
AAACATTTAA
CAAATGTCAC
AGACAATTAA
CAATCCTTCA
AACAGACATA
TCCCAACAAG
GGGGAGGTGA
GTTGGTAGTT
AATCAAATCT
GCTCCTGCTG
GTAATGCTGG
CTGAACATGC
AGGGACCAAA
AAGAAGTCTA
CCAGTGACCA
CCATCCCCAC
GTGATGCCCT
ATGGATGTTT
ATGCAGTGAG
GCGGAATTGA
GAAGAAAGTG
TGTCTGGTGG
AAGTAGTAGA
GAAGCCGATG
GGCTGAGGAA
CCACCACCAC
ACAACAGCAG
TGGGGATGAG
AGGCCAAGCA
GCAGAACGTC
CCAGCATTTC
AGAGACAGCA
AATGACCGCC
TGTTCCTCCT
GCGCAGAACA

TCTTTTTCAT
CAACAACCAT
TTTTAGGTGC
ATGGCACAAC
AAAAGTTGAC
TTCCTTCTTG
TCAAAAGTTC
TGATGTGTAC
ATGTTTGCCC
CTCTTCATCG
CTCTACCCAC
TTTCCCGAGT
TTTACTAATT
CGTCATGTCA
GGTCATAAAA
TACTCATCAT
ATTCCTAAAA
TTTCTAATTC
GGCTTACTTA
GTTTAATTGC
CCAAATTGAT
CCAAAGTTAT
TGTGTAATCA
TCTCGACTAG
AATGCAAGTG
ATGTTCAGAG
GAACATATTA
CACAGCTCTC
AGGGTTCCCC
GCATTTTCAT
GAAGACTGAT
TCCTCAAGTA
CAATCAAGCA
TTTGGCGTTT
AAATACAATT
ACTTTAAACA
GGGATTTTTT
GAGCAAAGAT
GCGTAAATTT
AGTTGAACAC
GTACACATTT
CGTTTCAGGC
GCCGCCTGGA
CCTGCTGGCT
ACATGAATGT
ACCTGCATTG
CCCTGAACTG
TCCAGAACTG
TTTGTGATTC
TCTCGTTCCT
GCGAAACTCA
AAGAGTACCA
CAAGTTCCGA
ACAATGTGGA
GGCGGAGCAG
AGTAGCAGAG
ATGACGAGGA
CCCTACGAAG
CACCACCACA
CCAGTACCCC
AATGAACATG
CCGAGAGAGA
AAGCAAAGAA
CAGGAGAAAG
GCTGGTGGAG
GCCGCCTGGC
CGGCCTCGTC
GAAGGACAGA

TTGTACATCC
CTCGGCATCT
CTGAATTTCG
GAGATAAAGA
AAAAAATTAA
TGTTTGAGCT
AGAATTCTTG
ATACTTCACT
TTGTGAGAGC
TGTTTCTATC
GTTCACTTTT
GTGTGTGATG
CCTTCATTCC
TGCAACCCAA
GTCGCTCCAC
CATTACATCC
CATTTCCCTC
AGACATTTTT
TACCGATTCT
AAAGGGGTTT
TGAAACCACC
TTTTGTTAAA
CTTTAATCAG
ATGTTCTATT
CACTTTATTA
AATGGATTAC
TAATAGCCTA
AAGCACCCCC
AGCAGGCAGC
GTGGATACCG
GATGAACGAT
CTGCCGCAAG
ATTTTCAATA
TCATGCTCTA
GAAATAGGGA
ACCATGGTTC
GCTGCTTCTC
ATACACATTC
GAGTAAGGAC
GCGACTCGAT
CTAAGAAATG
TTATCCATCC
CGGCTCGGGC
GAACCCCAGA
CCAGAATGGG
ATACCAAGGA
CAGATCACCA
GTGCAAGCGG
CCTACCGCTG
GACAAGTGCA
TCTTCACTGG
ACTTGCATGA
GGGGTAGAGT
TTCTGCTGAT
ACACAGACTA
GAGGAAGAAG
CGATGAGGAT
AAGCCACAGA
GAGTCTGTGG
TGATGCCGTT
CCCATTTCCA
ATGTCCCAGG
CTTGCCTAAA
TGGAATCTTT
ACACACATGG
CCTGGAGAAC
ACGTGTTCAA
CAGCACACCC

TCCTTTTCTC
TCGGAGCATC
ACGGAGGGAG
AAAAACCACA
ACATTCTTCC
CTTTGGTTCC
TGCTTGTTTC
TCAAAAGTTT
GATGTCTGTT
AATCTTCTTT
ATCATTACCG
CTACACAGCC
AATTTTGGAT
ATGTTCTCAG
TATACGATAT
TTGCACTCTT
TTTTCTTTTC
TCAGCCATGA
TGTCGCCACA
GCGCGGGTCG
CGACCAGTCA
GAACTCAATA
AACTAATCTA
TCCTAGCAAC
GACTTTCTGG
ATATTTTGCA
ACTTGTCGAA
ACTCAAGTGC
AAGCGACATG
CAACCAGTAT
ATGCCACCTG
GTATTGTTTT
AAAGTTTACG
AGTCTTGCTC
TAGGACCAAC
TCTGGCTTTC
ATAGATTGTT
CCCGCGTGCT
CTCCCGTCGG
TGCACACATG
GGGACACAAG
ATGCTGCCCG
GCTGGAGGTA
TTGCCATGTT
AAGTGGGATT
AGGCATCCTG
ATGTGGTAGA
GGCCGCAAGC
CTTAGTTGGT
AATTCTTACA
CACACCGTCG
CTACGGCATG
TTGTGTGTTG
GCGGAGGAGG
TGCAGATGGG
TGGCTGAGGT
GGTGATGAGG
GAGAACCACC
AAGAGGTGGT
GACAAGTATC
GAAAGCCAAA
TCATGAGAGA
GCTGATAAGA
GGAACAGGAA
CCAGAGTGGA
TACATCACCG
TATGCTAAAG
TAAAGCATTT

TTCTTCTTTG
GACATTGAAC
GCCTCAGGGT
AAATCGACGA
TTGTTCCTTT
TTATATCTGT
CATACCCATT
TGTGGAAGAG
TTCATTTCGT
TGTAATTTAT
TGATTTGTCG
ATTTCCCCCC
GCGGCTGATC
TTCTTGGTTG
CACTTCAACT
CCACAATGTT
AACAGATTGA
CGGTGGGTAA
GTTTACGCAG
ATTCCCACTG
TACGACTGGC
TTTTGATCAA
AGATTATATA
GAAAACGAAC
TCTCTGGGGG
TACTGTTGGA
AAGCAATCAA
CAATTGCAAA
AGAAGTTCAT
ATGACCGAAG
CTTCTCTGGC
GTATGGTTTT
CCTTTTTTGC
CGTGTAGTCA
ATTGCAAGGA
ACAAAACTTC
CCGGAAACAA
TCTTTTTCTC
TTAGTCCCAT
AGTTTCTCAA
AAATGTAACG
GTTTGGCACT
CCCACTGATG
CTGTGGCAGA
CAGATCCATC
CAGTATTGCC
AGCCAACCAA
AGTGCAAGAC
GAGTTTGTAA
CCAGGAGAGG
CCAAAGAGAC
TTGCTGCCCT
CCCACTGGCT
ATGACTCGGA
AGTGAAGACA
GGAAGAAGAA
TAGAGGAAGA
AGCATTGCCA
TCGAGTTCCT
TCGAGACACC
GAGAGGCTTG
ATGGGAAGAG
AGGCAGTTAT
GCAGCCAACG
AGCCATGCTC
CTCTGCAGGC
AAGTATGTCC
CGAGCATGTG
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7401

7501

7601

7701

7801

7901

8001

8101

8201

8301

8401

8501

8601

8701

8801

8901

9001

9101

9201

9301

9401

9501

9601

9701

9801

9901

10001

10101

10201

10301

10401

10501

10601

10701

CGCATGGTGG
ACACCTCCGT
ACAACGTGCC
CTTCAGAAAG
TGAACCAAGG
AAACGAAAAC
GACGATCTCC
CACAGAAAAC
GACTGACCAC
ATCTCTGAAG
AGTTCATCAT
AAGGTGCAAT
ATCGTCATCA
TCATGGTGTG
TGTCCAAGAT
GAGCAGATGC
GGTAGAAAAA
TTCTTGTTGA
GGAGAGGGTG
TTGCACTACT
TACTAACTAA
TTCTGTTATG
GCATGACTTT
CTATATTTTT
TTCGGTACTA
GTTTGAAGGT
TTAAAGAAGA
TCACACAATG
TGTAAGTTTA
AGAACTTCAA
GACCATTATC
AGACAACCAT
AAAAGAGAGA
ACACATGGCA
CGGCCGCTCT
AGGCCGCCAA
CATGCCCGCA
AGTTCACCCA
CCTTCGTCAA
GCTCATTACA
TGTCCGTTTG
GAACCAAGGC
TAATTTTGCC
CCCTCTCTTT
TTACTTTTTT
GCGAAAGCGA
GAACGATGAT
TCTCCTTTGA
TTGTCTGGTG
ACTGAGTTCT
CCCGTGCCTC
TCTTTCTCCC
TCTTCTTAAT
GAAATTGTGT
AAAATTGTGC
ACAATGTTCT
TTTTGAAACA
ACGTTTCAGT
TCATGACGTC
AATTTTTCAA
TTTTGGGGGT
TCTTGCTAAA
GAAGGTTTGG
GAAAGTGGAG
TCCCAATATA
TTTCGTCTCG
GCTCCCGGAG
AAGCCCGTCA

ATCCCAAGAA
GTGATTTATG
TGCAGTGGCC
AGCAAAACTA
ATCAGTTACG
CACCGTGGAG
AGCCGTGGCA
GAAGTTGAGC
TCGACCAGGT
TGAAGATGGA
CAAAAATTGG
CATTGGACTC
CCTTGGTGAT
GTGGAGGTTG
GCAGCAGAAC
AGAACAAGGG
ATGAGTAAAG
ATTAGATGGT
AAGGTGATGC
GGAAAACTAC
CCCTGATTAT
GTGTTCAATG
TTCAAGAGTG
CAAAGATGAC
ACTAACCATA
GATACCCTTG
TGGAAACATT
TATACATCAT
AACATGATTT
AATTAGACAC
AACAAAATAC
TACCTGTCCA
CCACATGGTC
TGGATGAACT
AGAACTAGTC
GACCGTCGTT
AGGAATCGTA
GACACCGGAG
CGATGTATTC
ACAAACGCTC
ATTCTCCCAG
CGTCACCAAG
GTATTTTCCA
GTCCTGTGAA
TAAAGACATA
AACAGAGACA
TTAGGCTTCT
GAAGAATTCC
TCAAAAATAA
ACTAACTAAC
TGACTTCTAA
TGTGCTCCCA
TTCTTTGTTT
AGATTCAAAA
TCCCTCCCCC
GTGTACACTT
TCATAGAAAA
TTATGACCGC
AAATCATGCT
TCAAGTGAAA
TTCCCCTATT
ATCACAAGTA
GTTTGAGGCT
TAGTGTCTAT
CCAAACATAA
CGCGTTTCGG
ACGGTCACAG
GGGCGCGTCA

AGCCGCTCAG
AGCGCATGAA
GAGGAGATTC
TTCAGATGAC
GAAACGATGC
CTCCTTCCCG
TTCTTTTGGG
CTGTTGATGC
TCTGGGTTGA
TGCAGAATTC
TGTTCTTTGC
ATGGTGGGCG
GCTGAAGAAG
ACGCCGCTGT
GGCTACGAAA
CGAATTCGAC
GAGAAGAACT
GATGTTAATG
AACATACGGA
CTGTTCCATG
TTAAATTTTC
CTTCTCGAGA
CCATGCCCGA
GGGAACTACA
CATATTTAAA
TTAATAGAAT
CTTGGACACA
GGCAGACAAA
TACTAACTAA
AACATTGAAG
TCCAATTGGC
CACAATCTGC
CTTCTTGAGT
ATACAAATAG
CACCAAAGCC
GCCAAGCCAA
CTCCGTCTAC
TCTCCTCCAA
GAACGCATCG
AACGATCTCA
GAGAACTTGC
TACACTTCCA
TATTTTGTTT
TGAACTTGTG
TTAAAACTTG
GAAAAATGAA
TGTTGGGCGG
AACTGAGCGC
TAGGGGCCGC
GAGTAATATT
GTCCAATTAC
CCCCCTATTT
TTTAGCTTCT
ATAGAATTAA
CATTAATAAT
CTTATGTTTT
AACCGCACAC
AATTTTTATT
CATCGTGAAA
GTTTATGAAA
GTTTGTCAAG
TTGATGAGCA
CAGTGGAAGG
GGGGTTTTTG
CTGTTTCCTA
TGATGACGGT
CTTGTCTGTA
GCGGGTGTTG

ATCCGGTCCC
TCAGTCTCTC
AGGATGAAGT
GTCTTGGCCA
TCTCATGCCA
TGAATGGAGA
GCTGACTCTG
CCGCCCTGCT
CAAATATCAA
CGACATGACT
AGAAGATGTG
GTGTTGTCAT
AAACAGTACA
CACCCCAGAG
ATCCAACCTA
CCAGCTTTCT
TTTCACTGGA
GGCACAAATT
AAACTTACCC
GGTAAGTTTA
AGCCAACACT
TACCCAGATC
AGGTTATGTA
AGACACGTAA
TTTTCAGGTG
CGAGTTAAAA
AATTGGAATA
CAAAAGAATG
CTAATCTGAT
ATGGAAGCGT
GATGGCCCTG
CCTTTCGAAA
TTGTAACAGC
CTAAGGAGCT
ATCTGCCAAG
AGGACGGAAA
ATCTACCGTG
GGCCATGTCT
CTTCGGAAGC
TCCCGCGAAA
CAAGCACGCC
GCAAGTAAAC
TGTATATTTA
CCAAAAAAGC
AAAACTTGGA
CAAAGAGATC
CGTGGATGAG
CGGTCGCTAC
TGTCATCAGA
TAAATTTTCA
TCTTCAACAT
TTGTTATTAT
TTTAAGTCAC
TTCGTAATAA
AATTCTATCC
TTTTACTTCT
AAAATACCTT
TCTTCGCACG
AAGTTTTGGA
TTAATTTTCC
AGTTTCGAGG
CGATGCAAGA
TGAGTAGAAG
CCTTAAATGA
CTAGTCGGCC
GAAAACCTCT
AGCGGATGCC
GCGGGTGTCG

AGGTTATGAC
TCCCTGCTCT
TGATGAGCTG
ACATGATTAG
TCTTTGACCG
GTTCAGCCTG
TGCCAGCCAA
GCCGACCGAG
GACGGAGGAG
CAGGATATGA
GGTTCAAACA
AGCGACAGTG
CATCCATTCA
GAGCGCCACC
CAAGTTCTTT
TGTACGTACC
GTTGTCCCAA
TTCTGTCAGT
TTAAATTTAT
AACATATATA
TGTCACTACT
ATATGAAACG
CAGGAAAGAA
GTTTAAACAG
CTGAAGTCAA
GGTATTGATT
CAACTATAAC
GAATCAAAGT
TTAAATTTTC
TCAACTAGCA
TCCTTTTACC
GATCCCAACG
TGCTGGGATT
CCACCGGTGG
GGAGCCAAGA
GAAGAGACGT
TTCTCAAGCA
ATCATGAACT
TTCCCGTCTT
TTCAAACCGC
GTGTCTGAGG
TAGTGGATCC
TCCACTCACC
CAAAAATAAT
ACAATACGGT
CGTGAAAAGT
AGTGATGTTG
CATTACCAAC
GTAAGTTTAA
GCATCTCGCG
CCCTACATGC
CAAAAAAACT
CTCTAACAAT
AAAGTCGAAA
CAAAATCTAC
GATAAATTTT
ATCATATGTT
TCTGGGCCTC
GTATTTTTGG
TGCTTTTGCT
ACGGCGTTTT
AAGATCGGAA
TTGATAATTT
CAGAATACAT
GTACGGGCCC
GACACATGCA
GGGAGCAGAC
GGGCTGGCTT
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10801

10901

11001

11101

11201

11301

11401

11501

11601

11701

11801

11901

12001

12101

12201

12301

12401

12501

12601

12701

12801

12901

13001

13101

13201

AACTATGCGG
TGAAATACCG
AAGGGCCTCG
GGTTTCTTAG
CTATTTGTTT
CAATAACCCT
TATTCAACAT
TTCCTGTTTT
GATCAGTTGG
TAAGATCCTT
CTTTTAAAGT
CAAGAGCAAC
GTACTCACCA
AATTATGCAG
CTTCTGACAA
CATGGGGGAT
AAGCCATACC
ACAACGTTGC
GCAACAATTA
TGCGCTCGGC
GGTGAGCGTG
GCCCTCCCGT
ATGAACGAAA
TGGTAACTGT
ACTTCATTTT
TCATGACCAA
CCCGTAGAAA
AATCTGCTGC
TGCCGGATCA
AGAGCGCAGA
CCACTTCAAG
TGTTACCAGT
GACTCAAGAC
GGGTTCGTGC
GATACCTACA
AAGGCGGACA
GAGGGAGCTT
TTCGCCACCT
CGGAGCCTAT
CTTTTGCTGG
CTGTGGATAA
AGCCGAACGA
CCCAATACGC
GCTGGCACGA
ATTAATGTGA
GCTTCCGGCT
CAGGAAACAG
TCTTACTAAC
GAAATCACTC
TTGCATG

CATCAGAGCA
CACAGATGCG
TGATACGCCT
ACGTCAGGTG
ATTTTTCTAA
GATAAATGCT
TTCCGTGTCG
TGCTCACCCA
GTGCACGAGT
GAGAGTTTTC
TCTGCTATGT
TCGGTCGCCG
GTCACAGAAA
TGCTGCCATA
CGATCGGAGG
CATGTAACTC
AAACGACGAG
GCAAACTATT
ATAGACTGGA
CCTTCCGGCT
GGTCTCGCGG
ATCGTAGTTA
TAGACAGATC
CAGACCAAGT
TAATTTAAAA
AATCCCTTAA
AGATCAAAGG
TTGCAAACAA
AGAGCTACCA
TACCAAATAC
AACTCTGTAG
GGCTGCTGCC
GATAGTTACC
ACACAGCCCA
GCGTGAGCAT
GGTATCCGGT
CCAGGGGGAA
CTGACTTGAG
GGAAAAACGC
CCTTTTGCTC
CCGTATTACC
CCGAGCGCAG
AAACCGCCTC
CAGGTTTCCC
GTTAGCTCAC
CGTATGTTGT
CTATGACCAT
TAACTATTCT
ACAACGATGG

GATTGTACTG
TAAGGAGAAA
ATTTTTATAG
GCACTTTTCG
ATACATTCAA
TCAATAATAT
CCCTTATTCC
GAAACGCTGG
GGGTTACATC
GCCCCGAAGA
GGCGCGGTAT
CATACACTAT
AGCATCTTAC
ACCATGAGTG
ACCGAAGGAG
GCCTTGATCG
CGTGACACCA
AACTGGCGAA
TGGAGGCGGA
GGCTGGTTTA
TATCATTGCA
TCTACACGAC
GCTGAGATAG
TTACTCATAT
GGATCTAGGT
CGTGAGTTTT
ATCTTCTTGA
AAAAACCACC
ACTCTTTTTC
TGTCCTTCTA
CACCGCCTAC
AGTGGCGATA
GGATAAGGCG
GCTTGGAGCG
TGAGAAAGCG
AAGCGGCAGG
ACGCCTGGTA
CGTCGATTTT
CAGCAACGCG
ACATGTTCTT
GCCTTTGAGT
CGAGTCAGTG
TCCCCGCGCG
GACTGGAAAG
TCATTAGGCA
GTGGAATTGT
GATTACGCCA
CATTTAAATT
ATACGCTAAC

AGAGTGCACC
ATACCGCATC
GTTAATGTCA
GGGAAATGTG
ATATGTATCC
TGAAAAAGGA
CTTTTTTGCG
TGAAAGTAAA
GAACTGGATC
ACGTTTTCCA
TATCCCGTAT
TCTCAGAATG
GGATGGCATG
ATAACACTGC
CTAACCGCTT
TTGGGAACCG
CGATGCCTGT
CTACTTACTC
TAAAGTTGCA
TTGCTGATAA
GCACTGGGGC
GGGGAGTCAG
GTGCCTCACT
ATACTTTAGA
GAAGATCCTT
CGTTCCACTG
GATCCTTTTT
GCTACCAGCG
CGAAGGTAAC
GTGTAGCCGT
ATACCTCGCT
AGTCGTGTCT
CAGCGGTCGG
AACGACCTAC
CCACGCTTCC
GTCGGAACAG
TCTTTATAGT
TGTGATGCTC
GCCTTTTTAC
TCCTGCGTTA
GAGCTGATAC
AGCGAGGAAG
TTGGCCGATT
CGGGCAGTGA
CCCCAGGCTT
GAGCGGATAA
AGCTGTAAGT
TTCAGAGCTT
AACTTGGAAA

ATATGCGGTG
AGGCGGCCTT
TGATAATAAT
CGCGGAACCC
GCTCATGAGA
AGAGTATGAG
GCATTTTGCC
AGATGCTGAA
TCAACAGCGG
ATGATGAGCA
TGACGCCGGG
ACTTGGTTGA
ACAGTAAGAG
GGCCAACTTA
TTTTGCACAA
GAGCTGAATG
AGCAATGGCA
TAGCTTCCCG
GGACCACTTC
ATCTGGAGCC
CAGATGGTAA
GCAACTATGG
GATTAAGCAT
TTGATTTAAA
TTTGATAATC
AGCGTCAGAC
TTCTGCGCGT
GTGGTTTGTT
TGGCTTCAGC
AGTTAGGCCA
CTGCTAATCC
TACCGGGTTG
GCTGAACGGG
ACCGAACTGA
CGAAGGGAGA
GAGAGCGCAC
CCTGTCGGGT
GTCAGGGGGG
GGTTCCTGGC
TCCCCTGATT
CGCTCGCCGC
CGGAAGAGCG
CATTAATGCA
GCGCAACGCA
TACACTTTAT
CAATTTCACA
TTAAACATGA
AAAAATGGCT
TGAAATAAGC



