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1. Einleitung

Schon in der Mitte des 19. Jahrhunderts faldte der Franzose EstRds) Cerebrale Erkrankungen, die

durch Herabsetzen des Verstandes und des Willens sowie Minderung von Ged&chtnisleistungen und
Urteilsvermogen charakterisiert sind, unter dem Begriff Demenz zusammen. An der Wende vom 19.
zum 20. Jahrhundert wurde diese klinische Diagnose durch neuropathologische Befunde prazisiert, die
vor allem das Auftreten von senilen Plaques und neurofibrillaren Biindeln umfal3te. In den Arbeiten von
Alois Alzheimer wurde anhand des Falles der Patientin Auguste D. deutlich, dal’ es sich beim Auftreten
dieser beiden neuropathologischen Befunde, um eine eigenstéandige Form von Demenz handelt. Dies
wurde 1907 in der ,Allgemeine Zeitschrift fir Psychatrie und Psychisch-Gerichtliche Medizin“ unter
dem Titel ,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde* veroffentlicht (Alzheimer, 1907).

Heute steht fest, dal’ die Alzheimer-Erkrankung die haufigste Form der Demenz mit weltweit Uber 20
Millionen betroffener Patienten ist (Haass und De Strodi#99). Die Demenz vom Alzheimer Typ ist
neuropathologisch und pathophysiologisch neben den bereits beschriebenen Merkmalen durch
neuronalen Zelltod (Apoptose), cholinergen Synapsen Verlust (Synapoptose), verminderte
Neurotransmitter Ausschiittung und cerebrale Entziindungsprozesse gekennzeichnet (Fetheimann
1995). Besnders betroffen ist das cholinerge System im Gehirn von Alzheimerpatienten, indem ein
Verlust an cholinerger Innervierung und eine drastische Reduktion der Cholinacetyltransferase Aktivitat
festgestellt werden kann (Geula und Mesulam, 1999). Das klinische Bild manifestiert sich anfanglich
durch die Beeintrachtigung der Merkfahigkeit (anterograde Amnesie) und des Denkvermdgens uber
Konfusion und verminderte kognitive Leistungen bis hin zur absoluten Hilfsbedurftigkeit der Patienten
(Fuhrmannet al., 1995). Medikamente, die eine kausale Therapie zulassen, sind zur Zeit nicht
verfugbar, da die molekularen Mechanismen, die zur Entstehung der Erkrankung fiihren, nicht
hinreichend geklart sind. Die Entwicklung newrenitro undin vivo Modelle ist daher notwendig, um
molekulare und zellbiologische Untersuchungen der pathologischen Mechanismen durchzufiihren. Denn
erst durch die Aufklarung dieser Mechanismen wird es moglich werden, bestehende Angriffspunkte der
Erkrankung zu validieren und neue Angriffspunkte zu identifizieren, die eine effektive Behandlung

ermdglichen.
11 Amyloide Plaques und neurofibrillare Bindel

Bisher ist eine eindeutige Diagnose der Alzheimer-Erkrankung auf die neuropathol ogische Untersuchung

post mortem beschrankt. Eine Alzheimer-Erkrankung wird unter anderem durch die CERAD Kriterien
(Heymanet al., 1990; Mirraet al., 1994) dignostiziert. Demnach missen neuritische Plaques in
Verbindung mit neurofibrillaren Bundeln (,Tangles®) im Gehirn von Patienten nachzuweisen sein (Ball
etal., 1997).
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Abb.1 : Histochemischer Nachweis von amyloiden Plagues undneurofibrillaren Bindeln

(aus Selkoe, 1991)
Schnitt aus der Amygdala eines Alzheimer-Patienten. Die modifizierte Bielschowsky Silber- Farbung zeigt
einen neuritischen Plaque mit aggregierten-Reptiden in der Mitte. Der ,Core-Plaque” ist von
dystrophischen Neuriten und aktivierten Mikroglia umgeben.

Durch modernere Arbeitsmethoden der Zellbiologie wurden diese filamentésen, intraneuronalen und
extrazellularen Lasionen als pathologische Hauptmerkmale einer Alzheimer-Erkrankung naher
charakterisiert.

Neuritische Plaques im Gehirn von Alzheimer-Patienten werden vorwiegend im Cortex und
Hippocampus gefunden und bestehen aus etwa 8 nm grof3en filamentbsen Ablagerungen. Sie sind
sowohl mit dystrophen Axonen und Dendriten als auch mit aktivierten Astrozyten und Mikroglia
assoziiert (Abb.1). Plagues, die nicht von dystrophen Neuriten umgeben sind, werden als diffuse
Plagues bezeichnet und werden bei der Diagnose einer Alzheimer-Erkrankung nicht bericksichtigt.
Neuritische Plaques zusammen mit neurofibrillaren Bindeln kommen vorwiegend im Hippocampus,
Cortex, Cerebellum und in der Amygdala vor (Selk&96).

Neurofibrillare Bindel bestehen aus 10-20 nm grofRen zytoplasmatischen Fibrillen, die auch gepaarte
helikale Filamente (,paired helical filaments“, PHF) genannt werden. Sie sind sowohl im Soma von
Neuronen zu finden, wo sie sich zu massiven neurofibrillaren Bindeln zusammenlagern
(,neurofibrillary tangles”), als auch in Axonen und Dendriten, die dann als dystrophische Neurite
bezeichnet werden. Weiterfiihrende immuncytochemische und biochemische Untersuchungen der
intraneuronalen fibrillaren ,Tangles® haben ergeben, dal’ die Fibrillen ausschlie3lich aus dem Protein
Tau bestehen (Lee, 1995; Goedertal., 1996). Das Tau Protein gehort zur MAP_(,microtubule-
associated npteins“)-Proteinfamilie. Es unterstiitzt den Einbau vaibdlin in Mikrotubuli und erhéht

die Stabilisierung axonaler Mikmabuli, welche ihrerseits Aufgaben in der Entwicklung von
Zellpolaritat und im intrazellularen Transport besitzten (Dreeted., 1998). Die Modifikation des
normalerweise loslichen neuronalen Proteins Tau in unldsliche filamentdse Polymere ist vermutlich eine
Folge einer Disregulation von Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-Kaskaden. Bis heute sind
die auslosenden Faktoren fir dieses Ungleichgewicht nicht bekannt (Mandelkow und Mandelkow,
1998; Selkoe, 1998).
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12 Genetische Faktoren in der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung

Die meisten Alzheimer-Erkrankungen treten sporadisch auf. Nur bel 10% aller Alzheimer-Erkrankungen

kann eine genetische, autosomal dominant vererbte Pradisposition festgestellt werden (Haass, 1996).
Schon frih versuchte man die genetischen Faktoren der erblichen Form der Erkrankung (FAD;
Familiar-Alzheimer-Osease) zu finden, um Aufschliisse Uber die beteiligten Proteine und damit tiber die
zugrunde liegenden Mechanismen zu erhalten. Biochemische Analysen der Gehirne von Alzheimer-
Patienten brachten dabei weitere Erkenntnisse, welche Proteine an der Entstehung der Alzheimer-
Erkrankung beteiligt sind.

So konnte durch Extraktion neuritischer Plaques aus Alzheimer und Down Syndrom Pa8&aen
erstmals deren ,Grundbaustein® isoliert werden (Glenner und WA@®y}; Masterst al., 1985). Es
handelte sich um ein 4 kDa grol3es Peptid, das Amgldeptid oder kurz B genannt wurde. Durch
molekularbiologische und gentechnische Methoden fand man heraus, dafl3d&epAd ein
Spaltprodukt eines grof3eren Vorlauferproteins, dem Amyloid Precursor Protein (APP), istefkéhng,

1987). Durchin situ Hybridisierung wurde dag&PP-Gen auf dem Chromosom 21 ¢g21.105-g21.05
lokalisiert (Tanziet al., 1987; Korenbergt al., 1989). In Analyservon Stammb&umen von FAD-
Familien, in denen eine genetische Verbindung zum Chromosom 21 nachzuweisen war, wurden bis
heute acht verschiedene Fehlsinn-MutationeARR-Gen gefunden (Goagt al., 1991; Chartie-Harlin

et al., 1991; Murrellet al., 1991; Mullanet al., 1992; Hendrikst al., 1992) (Abb. 2). Obwohl die
Mutationen in diesem Gen bei vermutlich weniger als 0,1 % aller Alzheimer Félle auftreten (Tabelle 1),
erbrachten Analysen (ber die Einflisse der APP-Mutationen auf den Metabolismus des APP

entscheidende Erkenntnisse tber die Entstehung der Erkrankung.

Tabelle 1 : Genetische Faktoren in der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung
(modifiziert nach Hardy, 1997; M attson, 1998)

Krankheitsausbruch % der FAD % aller AD
Gen Chromosom
in Jahren Falle Falle
APP 21 45-66 <1 <0.1
PS1 14 28-62 40-60 1-10
pPSs2 1 40-85 <1 <0.1
Apos4! 19 >60 - >50
a-2M? 12 >70 - ?

Apolipoprotein allelische Form €4
2q-2 Makroglobulin
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Neben den Mutationen im APP-Gen sind weitere Genmutationen und Risikofaktoren entdeckt worden,

die zur Entstehung der Alzheimer-Erkrankung beitragen. Darunter sind vor allem Mutationen in den

beiden Presenilin-Genen zu nennen, die mit einer Pravalenz von 0,1-10 % aller Alzheimer Falle
auftreten (s. Tabellel). Diese FAD-Mutationen fiihren zu einem frihzeitigen Auftreten der Erkrankung
schon ab dem 28. Lebensjahr (Hart§997). Als Riskofaktoren sind bisher die allelische Fogdhdes
Apolipoproteins und Mutationen im2-Makroglobulin bekannt. Viele Faktoren in der Entstehung einer
Alzheimer-Erkrankung sind jedoch noch unbekannt (s. Abb. 6), daher ist die Suche nach neuen
Genmutationen noch nicht abgeschlossen. Die Tabelle 1 fa3t die bekannten Genmutationen und

Risikofaktoren zusammen.
1.3 APP - Struktur, M etabolismus und Funktion

APP st ein ubiquitéar exprimiertes, transmembranes Glykoprotein mit einer kurzen N— terminalen
Signalsequenz (Kang al., 1987). Es wirdkonstitutiv sezerniert und posttranslational tber N- und O-
Glykosylierung, Phosphorylierung und Sulfatierung modifiziert (Weidenstuah, 1989; Oltersdorét

al., 1990; Overlyet al., 1991; Suzukét al., 1992, Suzuket al., 1994; Hung und Selkoe, 1994). APP

ist ein Mitglied einer Familie homologer Proteine, die in verschiedenen evolutiven Stufen wie

Drosophila undC.elegans vorkommen (Luaet al., 1992; Daigle und Li, 1993).

Gly+ Ala™
Glu ™ GIn

652

Zellen produzieren Leu<+ Met

mehr A3 Asn<— |_y§51} /
N| | % C
S
pa
a|698 ||e697
/ vy
lle Phe GlyVa
¥_v_/
Zellen produ2| eren

mehr AP 42

Abb. 2 : APP Mutationen

Auch im Menschen gibt es zwei APP Homologe, das APLP1 und APLP2 (\Wasglcp1992; Wasco
et al., 1993). Deletionen indrosophila-Gen kénnen durch das humafiéP-Gen ersetzt werden, was

auf eine phylogenetisch konservierte Funktion zwischen den Homologen hinweist (Y&i99gy,

6
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Allen Homologen ist jedoch gemeinsam, dald sie im Vergleich zum humanen APP Rebamiine
besitzen.

Im Gehirn sind drei verschieden lange SpleiRvarianten bekannt {fARER ss), wobei die kiirzeste
Isoform mit 695 Aminosduren ausschlie3lich in Neuronen zu finden istéiKalg 1990, Yamazakit

al., 1995). Der neuronalen Isoform fehlt im Unterschied zu den beiden kirzeren Formen ein Kunitz-
Protease-Inhibitor-Motif. Dies konnte auf eine unterschiedliche biologische Funktion der Isoformen
hindeuten (Kitaguchét al., 1988, Pontet al., 1988, Tanzét al., 1988).

APP enthalt am C-Terminus ein NPTY-Signal fir die Reinternalisierung von der Plasmamembran tber
.coated pits* (Laiet al., 1995). Sowohl bei der Sezernierung als auch nach der Reinternalisierung wird
es durch spezifische Proteasen endoproteolytisch gespalten. Diese Proteolyse erfolgt Uber zwei
verschiedene Stoffwechselwege einen nicht-amyloidogen und einen amyloidogenen Weg, wobei drei

unterschiedliche Proteasen beteiligt sind (Abb.3).

1.3.1 Der nicht-amyloidogene Stoffwechselweg

Im nicht-amyloidogenen Stoffwechselweg, tUber den das APP verstarkt in nicht neuronalen Zellen
abgebaut wird (Sisodigt al., 1990), schneidet eine sogenammt&ekretase das APP zwischen dem
Lys16-Leul?7 der B Region (Esclet al., 1990). Dadurch entsteht eine grol3e, l6slichedtkhdne des

APP @-APPs), die Uber die Plasmamembran nach auf3en sezerniert wird. IntrazellularasAkéns
nachzuweisen (Chyungt al., 1997). In der Membran verbleibt ein 83 Aminosauren grof3es C-
terminales Fragment (C83), das entweder reinternalisiert und in Lysosomen abgebaut wiret(Haass
al., 1992) oder durch eine zweite Protease, die sogenaSdkretase, innerhalb der Membran zu den
Produkten P7 und P3 gespalten wird (Abb. 3).

P3 wird anders als P7, das vermutlich schnell degradiert wird, sofort nach aul3en sezerniert, so dal3 es
intrazellular selbst in APP Uberexpremierenden Zellen nicht nachzuweisen ist @Hahss1992).

Diese Beobachtungen lassen sich durch die Lokalisierung-&akretase nahe an der Zelloberflache
erklaren (Sisodia, 1992, Koo und Squazzo, 1994). Eine Lokalisierung im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
oder in Endosomen kann jedoch nicht ganz ausgeschlossen werden (Saméaaiyrti992; De
Strooperet al., 1993, Kuentzekt al., 1993). Da das sezernierte P3 im Gegensatz zfinkefe
Aggregate bildet (Naslunet al., 1994), entstehen durch die Aktivitdt aeiSekretase aus dem APP
keine amyloidogenen Produkte. Man spricht deshalb vom nicht-amyloidogenen Stoffwechselweg des
APP (Abb. 3).
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- I c

nicht-amyloidogener amyloidogener
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Abb. 3: Der APP M etabolismus

Das loslichen-APPs bernimmt im Organismus verschiedene biologische Funktionen wie zum Beispiel
Stimulierung von Zellproliferation, Verstarkung von Zelladhasion und Inhibierung von Serinproteasen
(Saitohet al., 1989; Schubemnt al., 1989; Sinhat al., 1990; Chen und Ykner,1991). Eine weitere

wichtige Funktion ist die neuroprotektive Wirkung auf Neurone gegen verschiedenste Arten von
8
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zellularem Stress. Dieser protektive Effekt deAPPs kann auf die Stabilisierung der intrazellularen
Calzium-Homeostase in Neuronen zurtickgefiihrt werden (Madsah, 1993; Schubert und Behl,

1993).

Die o-Sekretase Aktivitat kann durch Aktivatoren des Phospholipase C/Protein Kinase C
Stoffwechselweges wie Phorbolester (Caporgsal., 1992; Slacket al., 1993; Dyrkset al., 1994,
Efthimiopouloset al., 1994) oder M1 und M3 muskarinischgakisten (Bixbaumet al.,1992; Nitsch

et al., 1992) stimuliert werden. Inhibitoren dieser beiden Stoffwechsehiégeen jedoch die
Sezernierung vory-APPs nicht véllig reduzieren, so dal3 ein regulativer und ein konstitutiver
Sekretaseweg des APP unterschieden werden (Buxéiaalm 1998). Fir die Aktivitat des regulativen
a-Sekretasestoffwechselweges wurden bestimmte Metalloproteasen, die auch andere Proteine wie TNF
(,tumor necrosis factor‘px spalten und zur Familie der ADAM (asohtegrin and netalloproteinase)
Proteasen gehoren, verantwortlich gemacht (Buxba&ural., 1998). Diese Proteasen sind nicht
sequenzspezifisch, bendtigen jedoch einen genauen Abstand zur Membran, um die Proteolyse
durchzufuhren. Die gleiche Beobachtung wurde auch firodiekretase gemacht (Sisodia al.,

1992). Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, daf? ein weiteres Mitglied der ADAN,FenADAM-

10 Proteaseay-Sekretase Aktivitat besitzt. Sie ist im Gegensatz zur der vabdimet al. publizierten
ADAM-17 Protease sowohl fur den regulativen als auch fir den konstitutiven Weg verantwortlich
(Lammichet al., 1999).

1.3.2 Der amyloidogene Stoffwechselweg

Die aus der Proteolyse des APP entstehenden Peptitiejnd P3, werden von humanen Zellen
konstitutiv sezerniert. Sie sind im Plasma und in der Cerebrospinalfliissigkeit von gesunden Menschen
in pico- bis nanomolaren Konzentrationen nachzuweisen (Seetbaelt, 1992). Die Bildung dieser
Proteolyseprodukte aus APP ist also kein ausschlief3liches pathologisches Phanomen, sondern ein
normaler physiologischer Vorgang.

Der N-Terminus von B entsteht durch die Aktivitat der sogenanrfteéBekretase, die hauptsachlich die
Peptidbindung zwischen MegtAsps7> (Nummerierung nach AR spaltet (Haaset al., 1992b, Mori

et al., 1992; Seubert al., 1992, Maruyamat al., 1994). Es wurden einige Proteasen wie Cathepsine
(Sahasrabudhet al., 1993; Dreyert al., 1994; Ladroret al., 1994), verschiedene Metalloproteasen
(McDermottet al., 1992; Shonleinet al., 1994; Thompsost al., 1997; Hubekt al., 1999) oder eine
Calcium abhangige Protease (Abrahetral., 1991) al{3-Sekretase Kandidaten vorgeschlagen, jedoch
konnten sich diese Hinweise nicht bestétigen. Dagegen konnte kirzlich in einer umfassenden Arbeit mit
Hilfe einer Expressions-Klonierungs Strategie eine neue Aspartatprotease, namens BACE (,beta-site-
APP-cleaving enzyme"), identifiziert werden, die in Zellkultur dif Bildung modulierte und alle

Charakteristika def-Sekretase besalR (Vasstml., 1999 ). Durch eine Datenbanksudomnte eine

9



Einleitung

homologe 3-Sekretase identifiziert werden, die BACE2 genannt wurde (Saunders et al., 1999). Andere
Arbeitsgrupperkonnten unabhangig davon tber alternative Ansatz@-8iekretasesequenz bestéatigen
(Hussainet al., 1999; Sinhaet al., 1999; Yanet al., 1999). Deshalb wird zur Zeit angenommen, daf3
diese Proteasen die lang gesuciftéekretasen sind.

Durch die Aktivitdt der3-Sekretase entsteht ein l6sliches, C-terminal verkirztes APP, das von Zellen
sezerniert wird und alB-APPs bezeichnet wird (Seubettal., 1993) (Abb. 3). Das in der Membran
verbleibende C-terminale Fragment (C99) wird innerhalb der Transmembranregion durgh die
Sekretase(n) am Valin 711 (Nummerierung nach AfPBder am Isoleucin 713 (Nummerierung nach
APP:) gespalten, welches zur Bildung des amyloidogerfemih 40 oder 42 Aminosauren 40 und
AB42) fuhrt (Busciglioet al., 1993). Durch die Aktivitat de- und y-Sekretase(n) wird das APP auf
dessen Stoffwechselweg in verschiedenen zellularen Kompartimenten der Zgleyespalten (Wilson

et al., 1999). Neben der Bon frih postulierten @ Bildung im endosomalen/lysosomalen System
(Goldeet al., 1992; Haass, 1992a; Shejial., 1992; Kooet al., 1994) und in sekretorischen Vesikeln
aus dem Golgi, die vom Golgi abgeschnurt werden und in Richtung Zellmembran wandern (Thinakaran
et al., 1996b; Xuet al.,1997), wird A auch in den friihen Kompartimenten ER, ERGIC und cis-Golgi
gebildet (Cooket al., 1997; Wild-Bodeet al., 1997; Chyunget al., 1997). Die beiden [ Spezies
entstehen jedoch zum Teil an unterschiedlichen Stellen innerhalb der Zelle. Das sezgsa@neré
sowohl im endosomalen/lysosomalen System als auch im TGN gebildett(ldbp 1994; Thinakaran

et al., 1996). Ein Teil des P42, der von der Zelle sezerniert wird, entsteht ebenfalls im TGN
(Greenfieldet al., 1999). Dagegen wird bereits in den frihen Kompartimenten ER, ERGIC und cis-
Golgi AB42 gebildet, das nicht sezerniert wird, sondern innerhalb der Zelle verbleibt (WilceBalde
1997; @ok et al., 1997; &ovronskyet al., 1998; Greenfieldt al., 1999; Wilsonet al., 1999). Man

unterscheidet also einen sezernierten und einen intrazellul@rgpoal” (Wilsonet al., 1999).

1.3.3 Neurotoxizitat der AB-Peptide

Das extrazellulare, sezerniert@ Ragert sich bedingt durch eine Umlagerung von aiaklelix zu einer
B-Faltblatt-Konformation zunachst zu Oligomeren zusammen. Daraus bilden sich dann Protofibrillen
und schlieBlich enstehen Fibrillen-Strukturen, die die Vorstufe der neuritischen Plaques sinde(Jarrett
al., 1993; Pikeet al., 1993; Lorenzo und dé&ner, 1994). Welche R-Aggregationszustande fir
Neurone toxisch sind, ist bis heute umstritten. Einerseits konnte gezeigt werden, daf3 fibBHlare A
Strukturen aus synthetischen-Reptiden in Zellkultur neurotoxisch wirkten, wobei jedoch
unphysiologische Mengen arpAeingesetzt wurden (Lorenzo und YankriE994; Roheret al., 1996;
Howlett et al., 1995). Andererseits wirkten diffuse, nicht-filire A(B-Derivate schon in geringen

Konzentrationen und unter Beteiligung von Zelloberflichenproteinen neurotoxisch, was auf eine
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Rezeptor-vermittelte neurotoxische Wirkung des AP hinwies (Lambert et al., 1998). Auf Mikroglia

wurden bereits die beiden Rezeptoren RAGE (,recertor for advanced glycation end products®) und
Scavenger gefunden, digBAanden und dadurch eine toxische Wirkung auslésen konnten (Peresce

al., 1996; Yanet al., 1996). Dagegen wurden auf Neuronen bisher keine Rezeptoren identifiziert, die
diese neurotoxische Wirkung vermitteln konnten (Laméteat., 1998).

Neben dem neurotoxischen, extrazellularghwird auch fur das in der Zelle verbleibendp4® eine
neurotoxische Wirkung angenommen (Wilsenal., 1999). Im ER, ERGIC und im cis-Golgi soll
demnach die lokale Konzentration an intrazellulared 2 soweit ansteigen, bis es zur Bildung von
Aggregaten kommt. Die Entstehung mehrerer Erkrankungen lassen sich auf aggregierte Proteine
zurlickfihren. Sie fuhren in der Zelle zu einer massiven ,ER-Strel3“-Antwort, wodurch die Zelle
geschadigt wird und letztendlich abstirbt (Aridoe und Balch, 1999). So wirdef4ieAggregate zur
Degeneration des Neurons und zur Entstehung eines ,Core-Plaques” fiihren, an den das extrazellulare
AB40 und andere Proteine binden (Wilsairal., 1999). Nach dieser Hypothese ist die Wirkung des
sezernierten Bs auf die Entstehung einer Neurodegeneration nur von sekundéarer Bedeutung. In PS1
transgenen M&ausen konnte bereits eine Neurodegeneration nur durch intrazell(3l&estgéstellt
werden, was diese Hypothese unterstiitzt (@hai., 1999). Die Toxizitat des intrazellularer42

kdnnte daher, anders als bisher vermutet, den grof3ten Anteil an der neurotoxischen Wirkysg des A

ausmachen (Wilsoet al., 1999).

14 Preseniline - Struktur, M etabolismus und Funktion

Neben Mutationen im APP werden in Verbindung mit der ursachlichen Entstehung der familiaren Form
der Alzheimer-Erkrankung auch Mutationen in der Proteinfamilie der Preseniline verantwortlich
gemacht. Mutationen in diesen Genloci fuhren zu einer aggressiven Form der Alzheimer-Erkrankung,
indem die Erkrankung schon zwischen dem 30.-60. Lebensjahr ausbricht (s. Tabellel). Die Preseniline
wurden durch positionale Klonierungsstrategien gefunden. Es sind zwei homologe
Transmembranproteine (67 % Homologie), die als Presenilin 1 (PS1 ; Chromosom 14) und Presenilin 2
(PS2; Chromosom 1) bezeichnet werden (Levy-La#tadl., 1995; Sherringtoret al., 1995). Sie
werden ubiquitar expremiert (Levy-Lahatlal., 1995; Sherringtort al., 1995) und sind im Gehirn
vorwiegend in Neuronen zu finden (Koveatsal., 1996; Leest al., 1996; Paget al., 1996). Bis heute
wurden ca. 40 Mutationen ifS1-Gen und 2 Mutationen ifBS2-Gen gefunden (Mattsoet al., 1998;

Abb. 3). Bis auf eind’S1l-Mutation, in der das gesamte Exon 9 deletiert ist (Perez(Tal., 1995),

sind alle anderen Fehlsinn-Mutationen (Mattgbral., 1998). Obwohl di¢°’S-Mutationen mehr oder
weniger Uber die gesamte Sequenz verteilt sind, tritt eine Anhaufung von Mutationen sowohl in der
Transmembranregion 2 (15 Mutationen), als auch im Bereich des grof3en hydrophilen ,Loops“(11
Mutationen) auf (Hardy, 1997; Abb.4).
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Abb. 4: Verteilung der PS-M utationen
(modifiziert nach Hardy, 1997)

Die bisherigen immuncytochemischen Analysen mit transfizierten neuronalen und nicht-neuronalen

Zellen konnten die Preseniline ausschlielich im ER und im Golgi, sowie in Dendriten von neuronalen
Zellen nachweisen (Coddt al., 1996; Gucet al., 1996; Kovac®t al., 1996; Eldert al., 1996; Leest

al., 1996; Walteet al., 1996; De Stroopest al., 1997). Sie wurden auch an der Zelloberflache (Dewiji

und Singer, 1996) und in der Kernmembran detektieret(al., 1997). Untersuchungen zur Topologie

der Preseniline zeigten ein heterogenes Bild. So variierten die Anzahl der Transmembran-Doméanen
zwischen 6 bis 8. Allen gemeinsam ist die cytosolische Ausrichtung der terminalen Enden und des
grof3en hydrophilen ,Loops” (De Stroopstral., 1997; Doaret al., 1996; Lehmanset al., 1997; Li und
Greenwald, 1996; Nakat al., 1999). Eine aktuelle Arbeit favorisiert jedoch ein Modell, in dem der C-
Terminus der Preseniline ins ER-Lumen gerichtet ist (N&kal., 1999).
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Abb. 5: Stoffwechselwege der Preseniline
(modifiziert nach Steiner et al., 1998)

In der Proteolyse und dem Abbau der Preseniline sind drel verschiedene Stoffwechsdwege betelligt

(Abb.5). Hauptsachlich werden sie endoproteolytisch zwischen der Transmembranregion 6 und 7 in ein
groBeres N-terminales (~30 kDa; NTF) und ein kleineres C-terminales Fragment (~20 kDa; CTF)
gespalten (Borchett al., 1997; Thinakaragt al., 1997; Kimet al., 1997a), weshalb sie auch in vielen
Zelltypen als Holoprotein kaum nachzuweisen sind (Thinakerah, 1996a; Podlisngt al., 1997;

Kim et al., 1997a; Tomiteet al., 1997). Bisdato ist nicht geklart, ob die Endoproteolyse durch eine
Autokatalyse der Preseniline oder eine Protease (Presenilinase) ausgefuhrt wird (Thigakhran
1996a; Steineret al., 1998). Beide Fragmente binden aneinander und bilden in der Zelle einen

heterodimeren Komplex, der vermutlich mit anderen Proteinen verbunden ist und die aktive Form der
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Preseniline darstellt (Seeger et al., 1997; Capdl et al., 1998; Thinakaran et al., 1998; Yu et al., 1998;

Saura et al., 1999). Die Bildung des Komplexes ist hoch reguliert, so daB eine Uberexpression der
Preseniline nicht zu einem linearen Anstieg der Fragmente fuhrt (Thinagtaahn 1997). Aul3erdem

wird durch die Uberexpression des PS1 sowohl das endogene PS1 ersetzt, als auch die Synthese des
endogenen PS2 inhibiert unite versa (Thinakararet al., 1996a; Thinakaraat al., 1997). Die PS-
Holoproteine sind nicht in dem Komplex integriert (Capelil., 1998). Bis jetzt ist jedoch noch nicht
geklart, ob die Gesamtproteine die gleiche biologische Funktion austiben kdnnen wie die Fragmente. Es
konnte namlich gezeigt werden, dal3 eifi#2 Erhohung verursacht durch eine FAD-Mutation im PS1,
unabhangig von der Spaltbarkeit des Proteins ist (Stetirgr, 1999a). Es stellt sich damit die Frage,
warum die Preseniline Uberhaupt gespalten werden, wenn auch die Gesamtproteine biologisch aktiv
sind. Die Antwort liegt hochstwahrscheinlich in der unterschiedlichen Stabilitat der PS-Fragmente.
Wahrend die Fragmente im Komplex sehr stabil sind (Capall, 1998; Steinegt al., 1998), werden

die PS-Fragmente, die nicht im Komplex integriert sind, genau wie tberexpremiertes Holoprotein von
der Zelle tber einen unspezifischen, Proteasom abhangigen Mechanismus abgebetual (Ki897a;
Thinakararet al., 1997; Steinegt al., 1998; Marambauet al., 1998; s. Abb.5). Zusatzlich sind die
Preseniline auch Substrate der Proteinasen der Caspase Superfamile éKjmi997b; Loetschest

al., 1997; Brockhaust al., 1998; Grinbergt al., 1998). In diesem Stoffwechselweg bildet das im
Komplex vorliegende CTF der Preseniline das Substrat fiir die Caspasespaltung, wodurch ein etwa 10
kDa grof3es C-terminales Fragment (Go) Fentsteht (Steineet al., 1998; Abb.5). Das CTFwird
letztendlich durch eine Cystein Protease abgebaut (Setiaer 1998; Abb.5). Wahrend diese Caspase
Aktivitat unter normalen Bedingungen beobachtet werden kann, werden die Preseniline in der Apoptose
distal von ihrer normalen Schnittstelle von der Caspase 3 gespalteret(ldlm 1997b; Vitoet al.,

1997).

Die Funktion der Preseniline ist bis heute nicht eindeutig geklart. Hinweise gibt es tber die Homologie
zu anderen Proteinen wie dem SPE-4, das fur den Proteintransport im Golgi verantwortlich ist
(L'Herault et al., 1992). Bis heute gibt es jedoch keine Daten, die belegen, dafl} dieiliReesen
tatsachlich Funktionen im Proteintransport besitzen. Auf3erdem sind sie zu 48% homolog zum SEL-12,
das als positiver Modulator des Notch Homologs LIN-12Cielegans eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung spielt (Levitaat al., 1996; Li und Greenwald, 1997). Dal3 auch die Piles=n

in der Notch-Signalkaskade beteiligt sind, wird durch mehrere Ergebnisse deutlich. Zum einen konnte
ein Eiablagedefekt beT.elegans, der durch einse-12 Mutante hervorgerufenen wurde, durch beide
Preseniline wieder komplementiert werden (Levitan und Greend8RB; Baumeisteet al., 1997).

Dieses Phanomen weist auf eine gemeinsame Funktion beider Proteine hin. Zum anderen flhrte eine
,l0ss of function“ Mutation im einzige’S-Gen vonD.melanogaster zu einem klassischen Notch-
ahnlichen Phanotyp (Struhl und Greenwald, 1999et¥a., 1999). Aul3erdem fiihrten honygote PS1

Null-Mutationen (PS1-/-) bei transgenen Mausen zum Absterben der Foten kurz vor der Geburt. Die
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Gehirne dieser Mause zeigten eine Unterentwicklung der subventrikularen Zone, schwere vaskulare
Lasionen und Hamorrhagien (Shetnal., 1997; Wong et al., 1997). Diese cerebralen Veranderungen
zusammen mit der gestorten Somitogenese in den transgenen Mausen kénnen teilweise durch einen
fehlerhaften Notch-Signalweg erklart werden, da in M&usen mit einem inaktiven Notch-1 vergleichbare
Symptome beobachtet wurden (Swiagekl., 1994; Conloret al., 1995).

Hinweise Uber eine Funktion der Preseniline im adulten Organismus gibt es durch die Auswirkungen der
PS-Mutationen auf den APP Stoffwechsel. PS-Mutationen sind ebenso wie APP-Mutationen an einer
Veréanderung der B Entstehung beteiligt. Alle bisher untersuchten PS-Mutationen beeinflussen die
Spaltung des C-terminalen Endes vdb, Ao dal3 anstelle vonBAO mehr 42 entsteht (Borchekt

al., 1996; Duffet al., 1996; Scheunest al., 1996; Borchelgt al., 1997; Citroret al., 1997; Tomitaet

al., 1997; Xiaet al., 1997a; Holcomlat al., 1998). Kirzlich wurde in Neuronemn PS-1 defizienten
Mausen eine deutliche Reduzierung deSekretase ProduktesAund die Akkumulation des
Vorlauferpeptides C99, sowie des P3 Vorlaufers C83 nachgewiesen (De Sttoalpel998; Naruse

et al., 1998). Diese Ergebnisse machen deutlich, dal? die Rreséir die Proteolyse des APP z8A

auf der Ebene darSekretase notwendig sind. Die Preseniline kénnten also AktivatorgrSddaretase

sein oder selbgtSekretase Aktivitat besitzen.

15 Die Amyloid-Hypothese oder Entstehung von pathogenen M echanismen durch
APP- und PS-M utationen

Es wurden mehrere Atiologien zur Alzheimer-Erkrankung aufgestellt, die alle die gleiche Pathogenese
beschreiben. Die Tabelle 2 fal3t die wichtigsten Hypothesen zur Entstehung der Alzheimer-Erkrankung
zusammen. Die Amyloid-Hypothese ist eine Atiologie, in der das amyloidogeieptide der zentrale
Faktor in der Entstehung der Erkrankung ist (Abb. 6). Diese Annahme wurde schon frih durch die
Beobachtung unterstitzt, dafl Down Syndrom-Patienten, die ein zusataiRR&sen besitzen und
erhohte A Bildung aufweisen, eine fur die Alzheimer-Erkrankung charakteristische Symptomatik
entwickeln (Wisniewskiet al., 1985). Ein weiteres wichtiges Argument fir die Hypothese ist die
Tatsache, dal FAD-Mutationen im APP in der NahePdaund y-Sekretase Schnittstellen lokalisiert

sind und dadurch direkt diepABildung beeinflussen (Abb. 2). So erhoht eine Doppelmutation in der
Néahe der-Sekretase Schnittstelle (,Schwedenmutation®), die Konzentration an sezernigdtem A

den Faktor 6 bis 8, was in Patientenfibroblasten und in transfizierten Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen gezeigt werden konnte (Citr@h al., 1992; Caiet al., 1993; Haasst al., 1995;
Thinakaranet al., 1996b). In einer flamischen FAD-Fdimwurde eine Mutation an der-Sekretase

Schnittstelle gefunden, die auch dazu fuhrt, daf? verm@4#2 gebildet wird (Hardy, 1997; Abb.2).
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Tabelle 2 : Hypothesen zur Entstehung der Alzheimer-Erkrankung

Hypothesen Primére Ursachen der Demenz Referenz

Amyloid-Hypothese Aggregation des AB-Peptides Selkoe, 1999

I nflammations-Hypothese Chronische Mikrogliaaktivierung McGeer und

McGeser, 1995

Oxidativer Stress-Hypothese Entstehung von ROS Behl, 1999
.reactive oxygen species

Cholinerge-Hypothese Verringerte Acetylcholinmengen Lemiereet al.,1999

Tau-Hypothese Aggregation des Tauproteins Mande kow, 1999

Nach der Entdeckung der Preseniline wurde sofort der Einfluld der Mutationen auf die Bildurfis des A
untersucht, um festzustellen, ob die Mutationen im APP und in den Presenilinen gemeinsame
Auswirkungen auf die Entstehung vois Aaben. Durch Quantifizierung vor3Aaus Plasma und aus
Zellkulturiberstanden von Fibroblasten der FAD-Patienten mit PS-Mutationen konnte eine deutliche
Erhéhung des B42 Spiegels nachgewiesen werden (Scheanal., 1996). Zusétzlich wurden auch
erhohte Konzentrationen des extrazellular@4 2 in konditionierten Medien von Zellen gefunden, die

mit FAD-Mutationen-tragenden PS1 oder PS2 transfiziert worden waren (Batchie]t1996; Duffet

al., 1996; Citronet al., 1997). Die Beobachtungen, dal3 die FAD-Mutationen im APP und in den
Presenilinen beide die Bildung des amyloidogendd2A erhdhten, das, wie bereits beschrieben,
neurotoxisch wirkt, unterstitzt die Amyloid-Hypothese. Andere in der Alzheimer-Erkrankung
auftretenden Merkmale wie inflammatorische Prozesse, veranderter Tau-Metabolismus, Apoptose und
cholinerge Neuromodulation werden im Rahmen der Amyloid-Hypothese nur als amplifizierende

Faktoren in der Entwicklung einer Demenz aufgefasst (s. Abb.6).
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Abb. 6 : Die Amyloid-Hypothese

16 Sind die Preseniline die gesuchte y-Sekretase ?

Es ist bis heute nicht geklart, wie Mutationen in den Presenilinen selektiv die Bildungpdih A
erhdhen. Zwei mogliche Hypothesen werden zur Zeit diskutiert. Die Preseniline kdnnten
Transportproteine sein, die das APP, ohne mit ihm direkt zu interagierepSelretase bringen oder

es dery-Sekretase prasentieren. Diese Hypothese wird von den Wissenschaftlern unterstitzt, die keine
Interaktion der Preseniline mit APP finden (Thinakaeamal., 1998). Andere Gruppen haben jedoch
diese Interaktion nachweisen kdnnen, was auf einen direkten Einflu3 der Presenilineyatékiatase
Schnitt deutet (Weidemaret al., 1997; Waragaét al., 1997; Xiaet al., 1997b; Xiaet al., 1998;
Pradieret al., 1999). Hinweise darauf, daf} die Prdsen ungewohnliche Aspartat Proteasen sein
konnten, die die Aktivitat eingrSekretase besitzen, gibt es aus dem Labor von Dennis Selkoe é@Volfe
al., 1999a). Dortkonnte gezeigt werden, daf3 nur durch den Austausch von zwei konservierten
Aspartaten D257A oder D385A in der Transmembranregion 6 oder 7 des PS1 sowohl die
Endoproteolyse des Presenilins, als auch @i@i#dung in humanen, transfizierten Zellen und in einem

zellfreien Systermmollkommen reduziert werden konnte (Walieal., 1999a).

17



Einleitung

Gleichzeitig akkumulierten C-terminale APP Fragmente, die Substrate der y-Sekretase darstellen. Dieses

Ergebnis ist vergleichbar mit den bereits beschriebenen Befunden in Neuronen von PS1 defizienten
transgenen Mausen (De Strooperal., 1999; Naruseet al., 1999). Untersuchungen, in denen die
aquivalenten Aspartate im PS2 ausgetauscht wurden, fiihrten zum gleichen dominant negativen Effekt
(Steineret al., 1999b). Darlber hinaus sind sie auch fiir die Proteolyse des Notch uGetldgans
homologs LIN-12 innerhalb der Notch-Signalkaskade notwendig, was zur Freisetzung der
intrazellularen Doméne der Rezeptoren fiihrt, die in den Kern wandern und durch die Bindung an
spezifische Transkriptionsfaktoren die Genexpression modulieren (Stuhl und Greenwald, 1889; Ye
al., 1999). Diese Spaltung der Notch/LIN-12 Proteine ist vergleichbar mit der intramembranen
Spaltung des APP durch dissekretase (Stuhl und Greenwald, 1999¢lval., 1999). Untersuchungen

mit potentielleny-Sekretase Inhibitoren, die mit dem gleicheg, (@erten sowohl den Stoffwechsel von

APP, als auch von Notch inhibierten, lassen darauf schlieen, dal3 gleiche Mechanismen an der
Spaltung der Proteine beteiligt sind. Die Preseniline kdnnten demnach also Aspartyl-Proteasen sein, die
fur die intramembrane Spaltung verschiedener Proteine verantwortlich sind. Die Hypothese ,Preseniline
sind diey-Sekretase(n)” erklart jedoch nicht wie die Preseniline, die in der Zelle nicht in post-Golgi-
Kompartimenten zu finden sind, die Proteolyse des APP [ZzimAendosomalen/lysosomalen System
ausfuhren konnen. AufRerdem konnten die bisherigen Experimente nicht zweifelsfrei belegen, daf? die
Preseniline dig-Sekretase(n) sind, da keine direkte Proteinase Aktivitat nachgewiesen wurde.
Letztendlich wird durch die Experimente aber deutlich, daRyBekretase(n) oder die Preseniline
hervorragende therapeutische Angriffsziele darstellen, um das neurotoxisspezifisch zu reduziere.

Damit wirde eine kausale Therapie der Alzheimer-Erkrankung ermoglicht werden.
17 Zid der Arbeit

Um die molekularen Mechanismen def Anstehung und die Beteiligung der Preseniline daran zu

untersuchen, wurden drei Problemstellungen bearbeitet :
1) Lokalisierung der Preseniline

Die bisherigen Lokalisierunganalysen der Preseniline wurden vorwiegend in PS- Uberexprimierenden
Zellen nicht-neuronalen Ursprungs durchgefuhrt. Da dadurch eine
artifizielle Verteilung der Preseniline nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde die zellulare
Verteilung der Preseniline unter physiologischen Bedingungen untersucht. Dazu sollte zunachst ein
spezieller Saccharosestufengradienten etabliert werden (Tetydbr, 1997), um Membranen des ER

und des Golgi-Apparates aus Leber und Gehirn des Meerschweinchens biochemisch zu trennen. Da die
bisherigen Untersuchungen beide Preseniline sowohl im ER, als auch im Golgi-Apparat nachgewiesen
haben (Coolet al., 1996; Eldert al., 1996; Gucet al., 1996; Kovacst al., 1996; Leest al., 1996;
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Walter et al., 1996; De Strooper et al., 1997), sollte mit Hilfe dieser Mabde Gberprift werden, ob es
unter physiologischen Bedingungen Unterschiede in der Kompartiment-spezifischen Verteilung zwischen
PS1 und PS2 gibt. AuRerdem sollte untersucht werden, ob es einen Unterschied in der Lokalisierung der

Preseniline zwischen neuronalem und nicht-neuronalem Gewebe gibt.
2) Interaktion der Preseniline mit C-terminalen APP Fragmenten

Es gibt Hinweise, dal? die Preseniline entweder Modulatorep$iekretase oder selbst gi&ekretasen

sein konnten (De Stroopet al., 1999; Naruset al., 1999; Wolfeet al., 1999a). Aufgrund dieser
Annahme ist es jedoch notwendig, dal3 die Preseniline mit dem SubstnaBelaretase in Kontakt

treten. C-terminale APP Fragmente bilden dabei die Vorstufen oder direkte Substiatekiertase.

Die bisherigen Untersuchungen wurden in transfizierten Zellen durchgefiihrt, in denen eine artifizielle
Aggregation der Preseniline und damit unspezifische Proteininteraktionen nicht ausgeschlossen werden
konnten (Xiaet al., 1997b; Weidemanet al., 1997). Aus diesem Grund sollten die Présernzunachst

in einem induzierbaren System exprimiert werden. AnschlieRend sollte untersucht werden, ob die
Preseniline mit C-terminalen APP-Fragmenten assoziiert sind. Dariiber hinaus sollte die gleiche
Interaktion unter physiologischen Expressionsbedingungen in Zellysaten aus Meerschweinchengewebe

untersucht werden, um jegliche Uberexpressionsartefakte auszuschlieRen.
3) Aufbau eines zellfreien System zur indirekten Bestimmung der y-Sekretase Aktivitat

Um spezifische Inhibitoren der y-Sekretase identifizieren zu kdnnen, sollte ein Testsystem entwickelt
werden, das eine zellfreie Messung g&ekretase zulal3t und gleichzeitig unabhéngig von zellularen
Einflissen funktioniert. Au3erdem sollte mit Hilfe dieses Testsystemgs3idretase einerseits indirekt

biochemisch naher charakterisiert werden und andererseits Aufschluf? Uber den Proteasemechanismus

erhalten werden:
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2. M aterial
21 Bakterienstamme
E.coli -
Stammbezeichung Genotyp Quéle
XL1blue recAl endA1l gyrA96 thi-1 Stratagene
hsdR17 supE44 rd Al lac
[F'proAB lacfz:M15Tn10(Teb)]
JM110 rpsL (Sf) thr leu thi-1 lacY Stratagene

galK galT ara tonA tsx dam
dcm supE44(lac-proAB)
[F'traD36 proAB laclZaM15]

2.2 Zdlinien

Name Eigenschaften Quelle
H4 Neuroglioma; Gehirn; human ATCC-Nr. HTB-148
U-373MG Glioblastoma, Astrocytoma, ATCC-Nr. HTB-17

grade lll, human

2.3 Tierstamme

Stammbezeichnung Quéle

DHPW M earschweinchen Interfauna
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2.4 Plasmide

Name Eigenschaften Referenz

pBluescriptSK* Klonierungsvektor [Short et al.;1988]

pCEP4 Hyg Expressionsvektor Invitrogen
ohne EBNA-1 und (modifiziert nach
oriP; mit Hygromycin Susanne Adams)
Resistenzgen

pcDNA3neo Expressionsvektor mit Invitrogen
Neomycin Resistenzgen

pcDNA3neo-PS-1 WT Expressionsvektor mit
mit PS-1 cDNA

pcDNA3neo-PS-1 Expressionsvektor mit

A246E mit PS-1 cDNA

pcDNAS.1zeo Expressionsvektor mit Invitrogen
Zeozin Resistenzgen

pcDNA3.1zeo- Expressionsvektor mit

PS1-D386N PS1-D386N cDNA

pcDNA3.1zeo- Expressionsvektor mit

PS2-D366A PS1-D366A cDNA

pRCCMV Expressionsvektor Invitrogen

pCMV/SEAP Expressionsvektor Tropix
zur Expression der [Berger et al.;1988]
sekretorischen alkalischen
Phosphatase

pUHD15-1neo .Regulatorvektor” [Gossen und Buijard;

1992]
pUHD13-1 .Responsevektor” [Gossen und Buijard;

pUHD13-1-LC99

pUHD13-1-PS-2 WT

pUHD13-1-PS-2
Al141l

Zur induzierbaren
Expression von Genen

~Responsevektor*

mit Tetrazyklin abhangiger

LC99 Expression

.Responsevektor”

mit Tetrazyklin abhangiger

PS-2 Expression

.Responsevektor*

mit Tetrazyklin abhangiger

PS-2 Expression

1992]
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2.5 Antikorper
Bezeichnung Antigen Quelle Referenz
Antikdrper gegen APP und A3
6E10 AB(aal-17) Senetek PLC Kimet al., 1990
(MAK)
4G8 AB(aal7-24) Senetek PLC Kimet al., 1990
(MAK)
5818 APP-CT C.Haass Leimer et al., 1999
(PAK) (aa652-695)
SAD3138 GYENPTYKFF LABGEN Stephens und Austen, 1996
(PAK) EQMQN
BI.40 AB40 - Steiner et al., 1998
(MAK)
Bl.42 AB42 - Steiner et al., 1998
(MAK)
Antikdrper gegen PS-1
BI1.3D7 PS-1“Loop* - Steineret al., 1999a
(MAK) (aa263-407)
5023 PS-1“Loop” C.Haass Walteet al., 1997
(PAK) (aa263-407)
2953 PS-INT C.Haass Walteet al., 1997
(PAK) (aa2-80) Grunberget al., 1998
Antikdrper gegen PS-2
BI.HF5C PS-2“Loop* - Steineret al., 1999c
(MAK) (aa297-356)
BI1.5D3 PS-2NT - -
(MAK) (aa2-87)
Antikdrper gegen kompartimentspezifische Proteine
Calretikulin Humanes Stressgen Vaux et al., 1990
(PAK) Caretikulin
(aa405-417)
Rab5 Humanes Rab5 Transduction Li und Stahl, 1993
(PAK) (aal-215) Laboratories
Lampl Humanes Lampl | Transduction Fukuda et al., 1988
(PAK) (aa25-224) Laboratories
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2.6 Stammlésungen und Puffer

Alle Chemikalien wurden als analysenreine Reagenzien von den Firmen Boehringer Mannheim,
Grussing, Fluka, Merk, Gibco/BRL, Serva oder Sigma bezogen. Radioaktives S-35 Methionin stammte
von der Firma Amersham, Vektoren und Enzyme von den Firmen Boehringer Mannheim, Stratagene,

Clontech, New England Biolabs, Promega Biotech, Invitrogen, Stressgen und Santa Cruz.

Elektrophorese:
Agar osegelelektrophor ese
TAE - Puffer (50x) 2 M Tris - Eisessig ( pH=8.0)
1 M NaAcetat
50 mM NaEDTA
DNA - Probenpuffer (6x)
025 % Bromphenolblau
40 % (w/v) Saccharose
6 mM EDTA
Ethidiumbromidlésung (20 mg/ml)
TBE - Puffer (10x) 1 M Tris - Base
083 M Borsaure (HBf)
10 mM NaEDTA
Polyacrylamidgelelektr ophor ese
Tris- Glycin Gele
Elektrodenpuffer (10x) 25 mM Tris/HCI
192 mM Glycin
0.1 % SDS (w/v)
pH 8,3
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Laemmli - Puffer (2x)

Tris- Bicine Gele

2 x Probenpuffer

Anodenpuffer

Kathodenpuffer

Slotpuffer

Trenngelpuffer

Spacergelpuffer

Sammelgelpuffer

Acryl-/Bisacrylamid - Losung

250

20
0,004

0,72
0,32

30

0,2
0,05

0,2
0,25
0,1

0,36
0,16

0,1

1,6
0,4

0,2
0,8

0,72
0,32

40

%

%
%
%

%

TrigHCI pH 6,8

SDS (w/v)

Glycerin (v/v)
B-Mercaptoethanol (v/v)

Bromphenolblau (w/v)

Bis-Tris

Bicine

SDS (w/v)
[3-Mercaptoethanol (v/v)

Saccharose (w/v)

Tris
HSO,

Bicine
SDS (w/v)
NaOH (w/v)

Bis-Tris
Bicine

SDS (wWiv)

Tris
H,SO,

50,
Bis-Tris

Bis-Tris

Bicine

(19:1; 5%C)
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Tris- Tricine Gele

2X Probenpuffer

Anodenpuffer

Kathodenpuffer

Gelpuffer

Acryl-/Bisacrylamid L6sung

49,5%t, 6%C

Proteinfarbungen

Coomassie-Farbeldsung

Entfarber

Kolloidale — Coomassie -

Féarbelésung

Amidoblack-Farbelosung

100

24

0,02

0,2

0,1

0,1
0,1

46,5

3,0

45
10
0.1

25
10

20
60
20

0,1
25
10

%
%

%
%

%
%

ml
ml

ml

%
%
%

Tris-HCI (pH 6,8)
[3-Mercaptoethanol (v/v)
SDS (w/v)

Glycerin (v/v)

Serva blue G (w/v)

Tris-HCI (pH 8,9)

Tris
Tricine
SDS

Tris-HCI (pH 8,45)
SDS

Acrylamid (w/v)

Bisacrylamid (w/v)

Methanol (v/v)
Essigsaure (v/v)

Coomassie-brilliantblue (w/v)

Methanol (v/v)

Essigséaure (v/v)

Methanol
ddie
Roti-Blue

Amidoblack (w/v)
Isopropanol (w/w)

Essigsaure (v/v)
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Silberfarbung

Vorbehandlungs -Ldsung

Féarbe - Losung

Entwicklungs - Lésung

Stoplésung

Western Blot

Transferpuffer

Blockierungspuffer

PBST

RIPA — Puffer

450 i pRO; (0,35M)
ad 300 ml mit ddkD

0,6 g AgNO
225 37% Formaldehyd
ad 300 ml mit ddixD

30 g NGO,
25 pl NaS,0s (0,35M)
250 37% Formaldehyd

ad 500 ml mit ddkD

0,5 M N&EDTA
25 mM Tris
190 mM Glycin
10 % Methanol (v/v)

(20% Methanol (v/v) fur PVDF Membranen)

0,2 % | - Block (wi/v)
(Tropix)
in PBS - Puffer

0,1 % Tween (V/v) in
PBS — Puffer

150 mM NaCl

50 mM Tris (pH8,0)

0,1 % SDS (w/v)

1 % NP40 (v/v)
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| mmunfluor eszenz

Extraktionspuffer 001 % Saponin (w/v)

01 % Triton X-100 (v/v)

in PBS - Puffer
Blockierungspuffer 0,2% Gdatine (v/v)

0,05 % Saponin (w/v)

in PBS — Puffer
PBS™ - Puffer 1 mM CadGl

1 mM MgCl, (in PBS — Puffer)
Moviol 15 % Hoechst 488 (Moviol)
(Calbiochem) 50 mg/ml Diazabicyclo(2.2.2)octan

DABCO (Sigma D-2522)
In PBS oder ddD
Ruhren /n eventuell erwarmen bei 50°C, zentrifugieren
(10000xg20 min, RT)

oder filtrieren, bei —20°C lagern

Sonstige Losungen

MOPS — Puffer 200 mM  MOPS
3(N-Morpholino)-
propansulfonsdure

50 mM NaAcetat (pH 7,0)
10 mM NaEDTA

(Losung steril filtrieren !)

PBS - Puffer 08 % (wiv) NACI
0,02 % (Wiv) KCI
0,114 % (W/V) NaHPO, X 2 HO
0,02 % (WIV) KHPOy
pH 7,4
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STEN — Puffer

STEN/NaCI — Puffer

STEN/SDS — Puffer

STN — Puffer

TE - Puffer

Tfbl - LOsung :
(pH 5.8)

50
150

0,2

50
500

0,2

50
150

0,2
0,1

50
150
0,5

10

30
50
100
10
15

- sterilfiltrieren -

mM
mM
mM
%
mM
po/mi

mM
mM
mM
%
mM
po/mi

mM
mM
mM
%

%
mM
po/mi

mM
mM
%

mM
mM

mM
mM
mM
mM
%

Tris (pH7,6)
NaCl
NaEDTA (pH 8.0)
NP-40 (v/v)
PMSF

Leupeptin

Tris (pH7,6)
NaCl
Na&EDTA (pH 8.0)
NP-40 (v/v)
PMSF

Leupeptin

Tris (pH7,6)
NaCl
NaEDTA (pH 8.0)
NP-40 (v/v)
SDS  (wiv)
PMSF
Leupeptin

Tris (pH7,6)
NaCl
NP-40 (v/v)

Tris-HCI
NaEDTA (pH 8.0)

K-Acetat
MnC}
RbCI
CaCl,
(v/v) Gyzerin
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Tfb2 - Losung : 10 mM Na-MOPS (pH 7.0)
10 mM RbCI
15 % (v/v) Glyzerin

-sterilfiltrieren —

5xLigationspuffer 250 mM Tris-HCI (pH7.6)

50 mM MgCh

5 mM ATP

5 mM DTT

25 % (w/v) PEG -8000
Reaktionspuffer 250 mM Saccharose
(zellfreies Testsystem) 50 mM KCI

5 mM Mg(OAc),

20 mM Hepes (pH6,8)
HIS - Puffer 250 mM Saccharose

5 mM Imidazol

10 mM Hepes (pH 6,8)
ATP regenerierendes System 10 mM ATP
10 X Puffer 1 mM GTP

pH 7,0

80 mM Phosphocreatin

310 mM Creatinphosphokinase

2.7 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Biometra synthetisiert.
2.8 Medien und Zusatze fur die Bakterienkultur

Alle Medien fir die Bakterienkultur wurden 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Die hitzelabilen
Antibiotika gibt man nach Abkihlung des Mediums auf etwa 55°C mit einer Endkonzentrations von
100 pg/ml (Ampidlin), 50 pg/ml (Chloramphenicol) oder 25 pg/ml (Kanamycin) steril zu.
LB - Medium 1% (w/v) Bakto - Tryptone
(Luria und Broth ) 0.5%(w/v)Yeast Extrakt
0.5%(w/v) NacCl
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LB - Agarplatten LB - Medium und Agar (15g/1)
LB - Agarplatten Zugabevon4 ml/l X - Gal
(a-Komplementation) (20 mg/ml in Dimethylformamid)

und 400 pll IPTG

(200 mg/ml in ddHO;steril filtrieren)
Optional kann kurz vor Gebrauch der
Agarplatten 40 pl X -Gal und 4 ul IPTG

aus den Stammlésungen ausgestrichen werden

YT"-Medium 0.8 % Bakto - Tryptone
0.5 % Yeast Extrakt
0.5 % NaCl
pH=7.5, ad 1l AqQUfes
Nach dem Abkihlen auf 20 mM MgCl
und 10 mM KCI bringen

2.9 Medien und Zusatze fur die Kultivierung von Saugerzellen

Die Medien, das Trypsin, L-Glutamin, fétales Kélberserum und das Penicillin/Strepavidin — Gemisch

fur die Zellkultur wurden von der Firma BioWittaker bezogen.

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium,

mit 4, 5g/l Glucose, ohne L-Glutamin
L-Glutamin 200mM in 0,85% NacCl
Penicillin/ 10000 U Peniitlin/ 10 000 mcg Strepavidin
Strepavidin
Trypsin Versene 200 mg/l EDTA, 500 mg/l Trypsin
FCS Fotales Kalberserum

Antibiotika fur die Zellkultur

G418Sulfat 40 mg/ml aktive Substanz in PBS (PAA Laboratories)
Hygromycin B 50 mg/ml in PBS (Boehringer Mannheim)

Zeocin 100 mg/ml in ddH,O (Invitrogen)

Doxycyclin 1 mg/ml in PBS als Stammldsung (Sigma)
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3. M ethoden

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Zentrifugationsschritte in MikrogefaRen (Eppendorf) in der
Beckmann Zentrifuge Avanti—30 mit dem Rotor F3620 durchgefihrt. Alle Ultrazentrifugationsschritte

wurden mit den Beckmann Zentrifugen Optima TLX oder Optima LE-POK durchgefuhrt.

3.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterienzellen

3.1.1 Anzuchtbedingungen

Die E.coli Stamme XL1 Blue und JM110 wurden bei 37°C in LB - Flissigmedium im Rundschuttler
mit 210 rpm bzw. auf LB - Agarplatten bei 37°C im Brutschrank angezogen.

3.1.2  Anlegen von Glycerinkulturen

Ein Milliliter einer Ubernachtbakterienkultur wird béD00xg fir zwei Minuten abzentrifugiert. Das
Sediment nimmt man in 300 pl LB- Medium auf und gibt 60 %iges (v/v) Glyzerin in einer
Endkonzentration von 20 % (v/v) hinzu. Diese Bakterien kdnnen bei -20 °C oder -70°C fur mehrere

Monate gelagert werden.
3.2 Methoden zur Kultivierung und Manipulation von Saugerzellen

Die Kultivierung aller in dieser Arbeit eingesetzten Zellinien erfolgte bei 37°C in wassergesattigter, mit
5 % CQ begaster Atmosphare in DMEM mit 5% Glutamin, 5%Pen/Strep und 10% FCS in einem
Brutschrank der Firma Haereus. Die Sedimentierung von Zellen erfolgt®@ey fir 5 Minuten in

einer Haereus Minifuge. Allgemeine Arbeitsschritte der Zellkultur wurden wie in dem Buch ,Culture of

Animal Cells* beschrieben durchgefiihrt (Freshney, 1988).

Medien mit labilen Zusatzen wie das Antibiotikum Doxyzyklin wurden maximal eine Woche verwendet

oder die labilen Zusatze wurden nachtraglich zugesetzt.
3.2.1 Einfrieren von humanen Zellen

Alle Zellen wurden in Vollmedium (mit FCS, ohne Antibiotika) mit 5 % DMSO zunéchst Gber Nacht in
Kryo-Boxen (Firma Nunc) bei -80°C eingefroren. Am néchsten Tag wurden die gefrorenen Zellen fir
die Langzeit-Lagerung in flissigen Stickstoff tiefgefroren oder fir die Kurzzeit-Lagerung in normale

Einfrierboxen umgepackt.
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3.2.2 Transfektion von Plasmid-DNA in humane Zdlinien

Zur Transfektion von Plasmid-DNA in die Astrocytoma Zdlinie U373 MG wurde eine modifizierte
Form der von Graham und van de Erb aufgezeichnete Methode (Graham, und van de Erb, 1973) der
Kalzium Phosphat Transfektion durchgefiihrt (Joretaad., 1996).

Die Neuroglioma Zellinie H4 wurde mit dem kationischen Lipid Lipofectamin der Firma Gibco/BRL

nach den Angaben des Herstellers transfiziert.
3.2.3 Stabile Transfektion und Zellklonierung

Nach der Transfektion von Plasmid-DNA (s. 3.2.2) in humane Zellen wurden fur eine stabile
Transfektion diejenigen Zellen nach 48 Stunden durch Selektion auf die Plasmid kodierte Antibiotika
Resistenz isoliert, die die Plasmid-DNA stabil ins Genom intergrierte hatten. Die Selektion auf stabile
Integration war abgeschlossen, wenn die Zellen der Transfektion mit Kontroll-Plasmid-DNA
abgestorben waren.

Zur anschlielenden Zellklonierung wurden die selektionierten, rekombinanten Zellen in Medium so
verdunnt, daf nach Aussaat von je 5 80 pl auf eine Mikrotiterplatte (96-Well) 20-40 Zellen pro

Well ausgezahlt werden konnten (mehrere Verdiinnungen ausséen). Durch Emittlung des Mittelwertes
der funf Wells wurde die Zellzahl in der Ausgangsverdinnung berechnet und 1 bzw. 1,5 Zellen pro
Mikrotitervertiefung in Selektionesmedium mit einer Achtkanalpipette ausgesat. Nach zwei Tagen
wurden die Mikrotitervertiefungen mit nur einer Zelle markiert und weiterkultiviert. Ab einer
entsprechenden Zellzahl (ab 75°ddulturflasche) wurden die Zellklone eingefroren (s 3.2.1) und zur
Bestimmung des Expressionsniveaus des eingebrachten Proteins ausgesaet. Die Expressionsrate wurde

durch Westernblot-Analysen (s. 3.6.5) oder Immunfluoreszenzen (s 3.3) ermittelt.
3.3 Immunfluoreszenz mit humanen Zellen

Zu untersuchende Zellen wurden ein Tag vor der Immunfluoreszenz auf 10 cm Kulturpetrischalen
ausgesaet. Zur Immunfluoreszenz wurden die Zellen zunachst intensiv zweimal mit eiskalfenméBS
einmal mit eiskaltem PBS fur je finf Minuten gewaschen und anschlielend mit 4% Paraformaldehyd fir
10 Minuten bei Raumtemperatur auf den Kulturschalen fixiert. Uberschiissiges Paraformaldehyd wurde
durch dreimaliges Waschen mit PBST entfernt. Um unspezifische Bindungen fir Anitorper
abzusattigen, wurden die fixierten Zellen fir eine Stunde mit Blockpuffer inkubiert. Zur
Antikorperinkubation wurden kleine runde Bereiche mit einem hydrophoben Stift (SCI, Miinchen)
markiert, in denen dann die Bindung des ersten Antikérpers in 30 pl Blockpuffer flir eine Stunde
erfolgte. Durch diese Methode kdnnen gleichzeitig verschiedene Antikorper flr ein Zellklon getestet
werden. Nach dreimaligem Waschen der Kulturpetrischale mit PBST fir je 5 Minuten erfolgte die

zweite Antikorperbindung mit einen Fluoreszenzfarbstoff markierten sekundaren Antikdrper fir eine
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weitere Stunde in Dunkelheit. Die Zellen wurden wiederum dreimal fir 5 Minuten mit PBST im dunkeln
gewaschen. Auf jeden markierten Bereich wurde nach Zugabe von einem Tropfen Moviol ein

Deckglaschen aufgelegt.
34 M etabolisches M arkieren mit S*-Methionin

Um ,Puls-Chase” Experimente und Immunprazipitation von Proteinen mit geringer Expressionsrate
durchzufiihren, wurden Proteine aus Kulturzellen nith&thionin markiert. Dazu wurden die Zellen
zunéchst mit Methionin freiem Medium (mit Glutamin und 10% dialysiertes FCS) fur 30 Minuten
ausgehungert. Die Markierung erfolgte mit 100 - 300 pCi/fil-9vethionin fiir 40-90 Minuten in
Methionin freiem Medium.

Zur Bestimmung von sekretiertenAvurde der Zellkulturiiberstand abgehoben und fir 5 Minuten bei
14 000xg zentrifugiert. Der Uberstakdnnte dann in einer Immunprazipitation eingesetzt werden (s.
3.6.2).

35 Methoden zur Herstellung rekombinanter Plasmide

3.5.1 Préaparation von Plasmid-DNA

3.5.1.1 GroRisolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung reiner Plasmid-DNA fiir die Sequenzierungen und die Subklonierungen wurden mit Hilfe
des Qiagen Plasmid Midi Kit durchgefuhrt (Qiagen, Hilden). Dabei schliel3t man die Bakterienzellen
nach der Methode der alkalischen Lyse auf (Birnboim and 0@ly9) und isoliert die Plasmid-DNA

Uber eine Affinitatssaule (Weber et al., 1995). Dazu wird eine Einzelkolonie, die das entsprechende
Plasmid beinhaltet, morgens in 3 ml LB Flussigmedium angeimpft. Abends wird diese Vorkultur
logarithmisch wachsender, rekombinanter Bakterien zum Animpfe»@dml Selektionsmedium (mit
entsprechendem Antibiotikum) eingesetzt. Morgens werden die Bakterien fiir 10 Minuten mit 4000xg
bei 4°C sedimentiert und anschlie3end die Plasmid-DNA entsprechend den Angaben des Herstellers
isoliert. Durch eine photometrische Messung bei einer Wellenlange2&nnm ermittelt man die
Ausbeute an Plasmid-DNA, wobei eine optischen Dichte von 1,0 anndhernd einer DNA Menge von 50

pg/ml entspricht.
3.5.1.2 Schnellisolierung von Plasmid-DNA

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA fiir Restriktionsanalysen wurde eine modifizierte alkalische Lyse
durchgefuhrt (Birnboim and Doly, 1979). Dazu wird eine Einzelkolonie in 3 ml LB Selektionsmedium
angeimpft und bei 37°C U/n auf dem Rundschittler (Infors AG CH4103) mit 180 UpM geschiittelt.
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Morgens werden die Bakterien bei 4000xg fur 10 Minuten bei 4°C sedimentiert. Nach dem
Resupendieren der Bakterien in 100 pl P1- Puffer (50 mM Tris —HCI pH8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml
Rnase A) wird zum Aufschlufl der Zellen 100 ul Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) zugegeben.
Nach 5 Minuten wird das lysierte Gemisch mit Puffer P3 (3,0 M NaAcetat, pH 5,5) neutralisiert. Die
denaturierten Proteine werden anschlieRend fiir 30 Minuten bei 20 000xg bei 4°C vom Uberstand
abgetrennt. Die DNA in diesem wéssrigen Uberstand wird durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol
gefallt und sofort bei 14000xg fur 30 Minuten bei 4°C sedimentiert. Nach dem Waschen der DNA mit
70% Ethanol und anschlieRender Zentrifugation wie oben beschrieben, wird die DNA getrocknet und in

TE—Puffer oder ddkD aufgenommen.

3.5.2 Isolierung von DNA-Fragmenten

3.5.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelektrophorese eignet sich zur analytischen und praparativen Auftrennung von DNA
Molekilen im Bereich vori00 bp bis 20 kb. Die Agarose Konzentration wird nach der Grof3e der zu
trennenden DNA Fragmenten gewahlt. Die Standard- Konzentration von 1% Agarose wurde bei DNA
Fragmenten zwischen 700 bp und 10 kp eingesetzt. Die Agarose wird in TAE-Puffer aufgekocht. Nach
Abkiihlung auf 65°C gibt man Ethidiumbromidiésung (Endkonzentration 0,5 pg/ml) hinzu. Die DNA-
Proben werden vor dem Auftragen mit 6 X Probenpuffer versetzt und bei 5 V/cm mit TAE-Puffer als
Laufpuffer aufgetrennt. Bei préaparativen Gelen wurde die DNA durch UV Licht mit 302 nm

Wellenlange, gegentiber 280 nm bei analytischen Gelen so kurz wie méglich visualisiert.
3.5.2.2 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Zur DNA - Isolierung aus Agarosegelen diente das ‘Qiaex gel extraction Kit' (Qiagen, Hilden). Das
Prinzip beruht auf der Auflosung der Gelmatrix durch NaJ/NaCl@sung. AnschlieRend a3t sich die

DNA unter hohen Salzkonzentrationen an Kunststoffpartikel binden, von denen man sie mit
Niedersalzpuffern oder mit Wasser eluieren kann (Vogelstein and Gilldgx6). Die Elution mit
Wasser bietet den Vorteil, daf3 ein grof3eres Elutionsvolumen in einer Vakuumapparatur eingeengt

werden kann. Die so behandelte DNA Ia3t sich in einer Ligation verwenden.

3.5.3 Enzymatische M odifikation von DNA-Fragmenten

3.5.3.1 Restriktionspaltungen und Dephosphorylierung von Plasmiden

Plasmide fir die Ligation wurden mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen, Restriktionspuffer

(eventuell RNase [500 pg/ml]) bis auf eindvolumen von 10 pl mit autoklaviertem Wasser aufgefullt
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und fur eine Stunde bei der entsprechenden Temperatur gespalten. Um eine Rezirkulation der Pasmide
in der Ligation zu verhindern, werden die Plasmidenden mit der alkalischen Phosphatase (1U
CIAP/Ansatz) fur 40 Minuten im jeweiligem Restriktionsansatz dephosphoryliert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1/10 Volumd®0 mM EDTA gestoppt und das Enzym bei 70°C fur 10 Minuten
inaktiviert. Anschlie@end wurden die Plasmide Uber die Agarosegelektrophorese von ungeschnittenen

Plasmidmolekdilen getrennt und Uber das ‘Qiaex gel extraction Kit’ wieder isoliert (s.3.5.2.2).
3.5.3.2 Glatten Uberstehender Einzelstrangenden

Zur Erzeugung von glatten Enden wurde DNA nach einem Restriktionsverdau mit16xTi4
Polymerase Puffer, 1ul BSA-Losung (NEB), 2ul dNTP’s (2,5 mM), 1ul T4 DNA Polymerase(3U/ul)
fur 15 Minuten bei 11 °C inkubiert. Die so behandelte DNA wurde wie unter 3.5.3.3 beschrieben

aufgereinigt und konnte in einer Ligation eingesetzt werden.
3.5.3.3 Restriktionspaltung von PCR - Produkten

PCR-Produkte wurden vor einem Restriktionsverdau entweder mit dem ‘QIAquick PCR Purfication
Kit" aufgereinigt (Vogelstein and Gillespi#979) oder durch eine Fallung isoliert. Dabei gibt man 1/10
Volumen 2,5 M NaAcetat/2,5 M KAcetat und das dreifache Volumen an eiskaltem Ethanol zum PCR-
Ansatz. Nach dem Vortexen inkubiert man die Fallung zunachst fur 15 Minuten bei -20 °C und
zentrifugiert den Ansatz anschlieRend 10 Minuten bei 15000xg und 4°C. Der Uberstand wird
abdekantiert und das Sediment mit 70 % Ethanol gewaschen. Die gefalte DNA wird in der
Vakuumapparatur getrocknet und in bidestilliertem Wasser aufgenommen. Die Restriktion erfolgt mit
1/10 Volumen 10X Restriktionspuffer und 0,2 U der Restriktionsendonuklease in 10 pl fur eine Stunde
bei der jeweiligen Temperatur. Der gesamte Restriktionsansatz wird in einem Agarosegel aufgetrennt

und die entsprechende Bande isoliert (s.3.5.2).
3.5.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

In einem 10 pl Gesamtansatz einer bimolekularen Ligation werden 10 ng dephosphorylierter Vektor-
DNA mit 2-3 fachem molaren Uberschuf? an Passagier -DNA und 1/5 Volumen 5 X Ligationspuffer
gemischt. Die Ligation erfolgt Gber Nacht mit 0,5 WONA-Ligase bei 15-17 °C. Bei einer ‘blunt-end’
Ligation wird nach ca. 6 Stunden erneut 0,5 tDNA-Ligase hinzugegeben.

Zur Rezirkularisierung von DNA-Molekilen wird mit 0,1-1ng DNA bei Raumtemperatur flir 3 Stunden
ligiert (King und Blakesley ; 1986).
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3.54 Rekombination mit modifizierten DNA - Fragmenten

3.5.4.1 Praparation transformations-kompetenter Zellen

Die angewandte Methode wurde nach Anlehnung an eine modifizierte Form der Douglas Hanahan
Methode (Hanahart,983) durchgefiihrt. Dabei behalten die bei -80°C gelagerten kompetenten Zellen
mehrere Monate ihre Kompetenz. Alle Bakterien-Kultivierungen wurden bei 37°C in einem
Rundschttler bei 210 rpm durchgefiihrt. Eine Einzelkolonie wird mit 2 mi*-¥MEdium als
Ubernachtkultur inokuliert, die dann ihrerseits als Starterkult@®QL:mit frischem YT'-Medium
versetzt wird. Diese Vorkultur wird bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ca. 2 Std.)
inkubiert. Danach impft man die gesamten 5 ml in 100 ml frisches-M&dium tber und kultiviert

diese bis zu einer optischen Dichte (@E) von 0.5. Die Kultur wird sofort in einem Eiswasserbad fur

5 Minuten abgekuhlt. Nach dem Verteilen auf gekihlte 50 ml Zentrifugenréhrchen belaf3t man sie
weitere 5 Minuten auf Eis und sedimentiert sie anschlieRend fir 8 Minuten bei 4°C und 4000xg. Die
Zellen werden in 10 ml eiskalter Tfb1l-Losung durch vortexen resuspendiert (Kihlraum!) und 10
Minuten im Eiswasserbad behalten. Nach erneutem Sedimentieren (s.0.) wird das Bakterienpellet aus je
50 ml Ausgangskultur in 2 ml Tfb2-Lésung wieder durch vortexen resuspendiert (Kihlraum !). Das
Aliquotieren erfolgt mit vorgekihlten Pipetten im Kuhlraum. Dabei werden jeweils 100 pl der
Resuspension in MikrogeféalRe pipettiert und so schnell wie méglich in einem Ethanol/Trockeneisbad

schockgefroren. Die kompetenten Zellen werden bei - 80°C gelagert.

3.5.4.2 Transformation mit Ligationsansatzen
(modifiziert nach Mandd and Higa, 1970)

Zu 100 pl aufgetauten kompetenten Zellen gibt man die Halfte des Ligationsansatzes. Nach 30
mindtiger Inkubation auf Eis erfolgt ein Hitzeschock bei 42°C fir 45 Sekunden. Die Bakterienzellen
werden weitere 2 Minuten auf Eis belassen und anschlieBend mit 900 pl LB-Medium gemischt. Der
Ansatz wird fir 60 Minuten bei 37°C mit 210 rpm geschittelt. Durch Zentrifugation bei 4000xg und
4°C fur 2 Minuten werden die Zellen sedimentiert. Sie werden mit 100 pl Ricklauf wieder resuspendiert
und sofort auf Selektionsagarplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgt iber Nacht im Brutschrank
bei 37°C.

3.5.4.3 Analyserekombinanter Bakterienklone

Rekombinante Bakterienklone, die Uber Nacht zu Kolonien herangewachsen sind, werden in
Selektionsfliissigmedium tberimpft. Nach 12 Stunden bei 37°C auf dem Rundschittler mit 210 rpm
konnen die Plasmide aus den Bakterienzellen isoliert werden (siehe 3.5.1). Positive Bakterienklone

werden mit Hilfe einer GréRenbestimmung der in den Vektor einligierten Fragmente durch
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entsprechenden Restriktionsverdau und anschlieBende Auftrennung in einem Agarosegel identifiziert
(siehe 3.5.2).

355 DNA - Sequenzierung
DNA Sequenzen wurden von der Firma Medigenomix (Martinsried) durchgefiihrt

3.6 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

3.6.1 Quantitative Proteinbestimmung
(Schmithet al, 1985)

Die Konzentrationsbestimmung der Proteinldsungen wurde mit dem BCA Protein Assay Kit von der
Firma Pierce nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Dabei wurde Rinderserumalbumin als

Standard verwendet.
3.6.2 Immunprazipitation von Proteinen

Bei Immunpréazipitationen, die zum ersten mal durchgefiihrt wurden oder bekanntermalR3en unspezifische
Bindungen auftraten, wurden die Zellysate mit je 10 pul Sepharosebeads fur 30 Minuten praadsorbiert.
Zu den Zellysaten wurden die entsprechenden Antikdrper zugegeben und fir mindestens eine Stunde bei
4°C auf einen Kippschattler inkubiert. Fir die3 Ammunprazipitationen wurde dieser Schritt
weggelassen, da keine unspezifische Bindung von Proteinen erfolgte. Zu jedem
Immunprazipitationsansatz wurde 20 pl gewaschene Sepharose zugegeben und wie oben mindestens
eine Stunde inkubiert. Der Sepharose-Immunkomplex wurd&Q@@x sedimentiert und dreimal mit
STN-oder STEN- Puffer 5 Minuten gewaschen. Der Immunkomplex wurde durch Zugabe von
Ladepuffer der entsprechenden Polyacrylamid-Geltrennverfahren von der Sepharose abgeltst und beide

wurden durch Zentrifugation fur 5 Minuten bei 10000»g einander getrennt.
3.6.2.1 Immunprazipitation zur intra- und extrazellularen Bestimmung von A3

Da die Bildung von A3 von Kulturzellen selbst bei rekombinanten Zellen, die einen Vorlaufer @es A
(APP, C99) expremieren, gering ist, muf3te fur eine Analyse fadurch eine Immunprézipitation aus
Zellkulturiberstanden oder Zellysaten angereichert werden.

Zum Nachweis von sekretiertempBAaus Zellkulturiiberstanden wurde zunachst eine metabolische
Markierung von Proteinen mit radioaktiven-®ethionin durchgefiihrt (s. 3.4). Die Préparation von
Zellysaten zur Bestimmung von intrazelluldrerd Wurde bei der metabolischen Markierung mit-S
Methionin mit Detergenz und bei der nicht radioaktiven Immunprazipitation in Verbindung mit einem

hoch sensitiven Westernblot ohne Detergenz durchgefihrt.
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Zur Praparation von Zellysaten mit Detergenz wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen
und in 500 ul (fir 10 cm Petrischale) PBS abgeschabt. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten mit 500 X g
bei 4°C sedimentiert. Die Zellen wurden in 500 pul STEN-Puffer mit 1 % NP-d0k{Bzentration)
aufgenommen und durch Vortexen resuspendiert. Der Ansatz wurde fir zwanzig Minuten auf Eis
gestellt und alle 5 Minuten gemischt. Die Zellkerne und Zelltrimmer wurden bei 10 000xg fur 10
Minuten abgetrennt. Der Uberstand ist das detergenzhaltige Zellysat und kann so in die
Immunprézipitation eingesetzt werden. Eine Ausnahme bildeten die Membranen der SllI-Fraktion aus
H4-LC99 Zellen, die fur die zellfreie Inkubation eingesetzt wurden. Vor einer Immunprazipitation
wurden die Ansétze auf 2 % SDS (Endkonzentration) eingestellt und fir 5 Minuten bei 95 °C inkubiert.
Zellysate ohne Detergenz wurden wie bei der Praparation eines Post - Nukledren - Uberstandes (PNS)
fur H4-Zellen beschrieben durchgefiihrt (s.3.8.1).

Die Immunprazipitationen wurden wie in 3.6.2 beschrieben durchgefuhrt. Mit der einzigen Ausnahme,

daR die Antikorper jeweils Uber Nacht mit der Sepharose und dem Zellysat inkubiert worden waren.
3.6.2.2 Immunprazipitation der Preseniline

Zur Immunprézipitation der Preseniline wurden Zellysate mit Detergenz (s. 3.6.2.1) hergestellt. Die
Immunpréazipitation wurde wie unter 3.6.2 beschrieben durchgefiihrt. Eine Ausnahme bildete das
stringente Waschen des Sepharose-Immunkomplexes, um unspezifische Bindungen so gering wie
moglich zu halten. Der Komplex wurde zundchst mit STEN-Puffer, dann mit STEN/NaCl-Puffer und

schlielich mit STEN/SDS-Puffer jeweils fir 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.

3.6.3 Vertikale Polyacrylamidgelelektrophorese

Tris-Glycin Gele

(Laemmli, 1970; teilweise modifiziert)

Alle Tris-Glycin Gele wurden mit den Gelapparaturen der Firma Biorad durchgefiihrt. Die Autrennung
der Proteine erfolgte in zwei unterschiedlichen Puffersytemen, die man als Trenn - und Sammelgel
bezeichnet. Zur Herstellung der Gele wurde von einer 30 %igen Acrylamid-Stammldsung (27,5%T;
3%C) ausgegangen. Eine Auftrennung der Proteine in diesem System ist, je nach Prozentigkeit des
Trenngels zwischen 14 urgD0 kDa moglich. Standardméfig wurde dieses System fur den Nachweis
des Amyloid-Precursor Proteins (120 kDa) und in Verbindung mit 4M Harnstoff inn@eeauch fur

den Nachweis der Preseniline und deren Fragmenten verwendet.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit gleichem Volumen 2x Laemmliprobenpuffer versetzt und 5
Minuten bei 95 °C denaturiert. Eine Ausnahme bildete der Nachweis der Preseniline und deren

Fragmenten. Dabei wurden die Proben vor dem Gelauftrag nur bei 42 °C fur 10 Minuten inkubiert, um
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die Aggregation der hydrophoben Preseniline zu verhindern. Ternn- und Sammelgele wurden wie folgt

pipettiert :

Trenngel 7% 8% 10 % 12 % 15%
30% Acrylamid 56ml 6,4 ml 8,0ml 9,6 ml 12ml
5 X Gd-Puffer 4.8 ml 4.8 ml 4.8 ml 4.8 ml 4.8 ml

H.0/8M Urea 13,4 ml 12,6 ml 11 ml 9,6 ml 7,2ml

10 % AMPS 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

TEMED 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Sammel gel
30% Acrylamid 0,66 mi
2 X Gel-Puffer 2,5ml
H,0/8M Urea 1,8 ml
10 % AMPS 50 pul
TEMED 10 pl

Tris-Tricine Gele

(Schagger und Jagow, 1987)

Die Methode des Tris-Tricine Gelsystems erlaubt eine Auftrennung von Proteinen zwischen 1 und 100
kDa. Der besondere Vorteil dieser Methode liegt in der Moglichkeit, kleine Proteine zwischen 1 und 20
kDa hoch auflésend zu trennen. Die Methode basiert auf einem dreiphasigen Gelaufbau mit Sammelgel,
.Spacergel, und Trenngel, wobei Tricine als ,trailing,-lon verwendet wird. Es wurde von
Polyacrylamid-/Bisarcrylamid Stammldsungen mit 49,5%T / 6%C und 49,5%T / 3%C ausgegangen.
Dieses System wurde standardmaflig fur den Nachweis der kleinen Peptide AR (4kDa) und P3 (3kDa)
benutzt. Dazu wurde das optionale ,Spacergel, verwendet und kein Urea im Trenngel bendétigt. Die

Einzelkomponenten wurden wie folgt zusammengegeben :
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Sammelgel ~Spacergel, Trenngel

4%T,3%C 10% T, 3% C 16,5% T, 6% C

Sammelgdl ~Spacergel, Trenngel
49,5%T / 3%C 1ml 6,1 ml -
49,5%T / 6%C - 10 ml 10 ml
Gelpuffer 2X 3,1 10 mi 10 mi
Glycerin - - 49
Endvolumen 12,5 30 ml 30 ml
(add mit ddHO)

Tris-Bicine Gde

(Klafki et al., 1996)

Alle Tris-Tricine und Tris-Bicine Gele wurden mit Apparaturen der Firma Hoefer durchgefihrt.

Die Methode des Tris-Bicine Gelsystems wurde entwickelt, um die beiden in der Alzheimer Erkrankung
relevanten 8 Spezies mit 40 und 42 Aminosauren (siehe Einleitung) von einander getrennt in einer
Probe nachzuweisen. Auch diese Methode basiert wie die Tris-Tricine Methode auf einem dreiphasigen
Trennvorgang mit Sammelgel, ,Spacergel und Trenngel, wobei diesmal Bicine als ,trailing,-lon
fungiert. PH-Werte der Pufferkomponenten wurden nur durch Zugabe von vorgegebenen Mengen an
Saure (HSQ,) bzw. Base (NaOH) eingestellt (siehe Material). Nach dem Auftragen der Proben wurden
die Proteine zunachst fur 10 Minuten bei 12 mA pro Gel langsam in das Sammelgel laufen gelassen.
Danach wurde die Stromstarke auf 24 mA pro Gel erhdht. Der Gellauf wurde beendet, sobald der
Bromphenolblaumarker als Lauffront aus dem Gel herauslief (ca. 3 Stunden). Die Einzelkomponenten

des Gels setzen sich wie folgt zusammen :

Sammelgel ~Spacergel, Trenngel
Gepuffer 1,5ml 1ml 25ml
PAA37,5%T,3%C 563 ul 300 ul 3,75 ml
Harnstoff - - 48¢
10 % SDS 30 pl 20 pl 100 pl
ddH,0 876 pl 670 l -
10% AMPS 24 ul 8 ul 40 pl
TEMED 3l 2 pl 5 pl
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3.6.4 Coomassie-brilliantblue Farbung

Die Polyacrylamidgele wurden fir eine Stunde in einer Petrischale mit Farbelosung auf dem
Rundschdttler bei 40 rpm inkubiert. Zur sukzessiven Enfarbung des blauen Hintergrundes wurde
entweder 2-3 Stunden mit wechselnder Entfarberlosung gewaschen oder das Gel Uber Nacht in

Entfarberlésung unter Schitteln inkubiert. Anschlie3end wurden die Gele fotographiert und getrocknet.
3.6.5 Silberfarbung

Das Polyacrylamidge wird zum Fixieren der Proteine 3 mal 20 Minuten mit 50% Ethanol gewaschen.
AnschlieBend wird die Vorbehandlungslosung auf dem Gel fur eine Minute bei Raumtemperatur
einwirken lassen. Uberschissige Losung wird durch dreimaliges Waschen fiur zwanzig Sekunden mit
bidestiliertem Wasser entfernt. Nach dieser Vorbehandlung beginnt die Farbung durch eine
zwanzigminitige Inkubation mit Farbeldsung. Wiederum wird (berschissige Farbelésung durch
dreimaliges Waschen fur zwanzig Sekunden mit bidestilliertem Wasser entfernt. Es schlief3t sich die
Entwicklung an, in der das Gel mehrmals mit Entwicklerlésung unter Schittlen inkubiert wird, bis eine
ausreichende Bandenintensitat erreicht ist. Die Entwicklung wird durch Zugabe von Stoplésung beendet.

Das Gel kann dann in Stopldsung aufbewahrt werden.
3.6.6 Westernimmunblot

Der Proteintransfer von Polyacrylamidgelen auf PVDF- oder Nitrocellulose-Membranen wurde mit der

Tankblotapparatur TE22 von Hoefer durchgefiihrt.
3.6.6.1 Transfer und Nachweis von Proteinen auf PYDF—-Membranen

Zum Nachweis der aufgetrennten Proteine im Polyacrylamidgel wurden diese zunachst auf einer
hydrophoben PVDF-Membran mit 0,45 pm Porendurchmesser (Polyscreen NEN Life Science) fur eine
Stunde bei 400 mA im Tankblot-Verfahren transferriert. Wahrend des Transfers wurde der Puffer durch
eine Wasserkiihlung gekunhlt. AnschlieRend wurden unspezifische Bindungsmadglichkeiten der Membran
mit Blockpuffer fir eine Stunde abgesattigt. Der Nachweis der Proteine beruht letztendlich auf der
Chemilumineszenz des Substrates Luminol, da3 durch die Aktivitdt einer Peroxidase, die an dem
sekundaren Antikorper konjugiert ist, umgesetzt wird. Diese Nachweise wurden mit dem Western ECL-

Kit der Firma Amersham nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.
3.6.6.2 Transfer und Nachweisvon AR auf Nitrocellulose Membranen

AB wurde aus Zellkulturiiberstédnden oder aus Zelllysaten von Zellen, die mit Vorlaufer-Proteinen des

AB’s (APP oder LC99) stabil transfiziert wurden, durch Immunprazipitation angereichert (s. 3.6.2.1)
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und anschlieend fur 45 Minuten im Tankblot-Verfahren (20% Methanol im Transferpuffer) unter
Wasserkuhlung auf eine Nitrocellulose Membran (ECL-Membran Amersham) transferriert. Die
Proteine der rekombinaten Zellen wurden vor dem Nachweis Yoentweder metabolisch mit*s
Methionin markiert (s. 3.4.) oder nicht radioaktiv in einem hochsensitiven Westernblot nachgewiesen
(Klafki et al., 1996). Dabei wurde die nicht radioaktive hede bevorzugt.

Dazu wurde die Nitrocellulose-Membran nach dem Transfer der Proteine sofort fur 5 Minuten in
kochendes PBS inkubiert und danach fur 45 Minuten mit Blockpuffer abgesattigt. Der Nachweis von
AP erfolgte durch die Bindung der monoklonalen Antikorper 6E10 (anti A3 1-16; Senetek) und 4G8
(anti A3 16 -28, Senetek) in Verbindung mit einem mit alkalischer Phosphatase konjugierten anti -
Maus 1gG Antikdrper. Als Chemilumineszenzsubstrat fur die alkalische Phosphatase wurde CDP —Star
der Firma Tropix verwendet. Der Vorteil dieser Methode im Vergleich zur ECL—Methode liegt in der
lang andauernden Emmission von Licht (mehrere Stunden), wodurch die Nachweisgrenze voif8 10 pg A

im Westernblot erreicht werden konnte.

3.7 Biochemische Arbeitsmethoden

3.7.1  Fraktionierung von M eer schweinchengewebe

Alle Arbeitsschritte der Fraktionierung des Gewebes wurden strikt auf Eis oder im Kuihlraum

durchgefuhrt. Die verwendeten Losungen und Rotoren fur die Ultrazentrifugation wurden vorgekahit.
3.7.1.1 Leberfraktionierung

Um einen Milliliter hochreiner Golgimembranen aus Lebergewebe zu erhalten, wurde eine Leber eines
etwa 250 g schweren Meerschweinchen prapariert. Alle Arbeiten dazu wurden wie in &agllor
beschrieben durchgefuhrt (Taylet al., 1997). Zunachst wurde das Meerschweinchen durch
Dekaptieren mit einer Guilloutine getdtet und so schnell wie moglich die Leber entnommen. Diese wurde
auf einer gekiihlten Petrischale mit einem Skalpell in kleine Teile zerschnitten und in ein 50 ml R6hrchen
(Falcon) zur Bestimmung des Feuchtgewichtes Uberflhrt. Die zerschnittene Leber wurde in 6g / 10ml
0.5 M KPi-Puffer (0,5 M Saccharose, 100 mM &@O/K,HPO, pH 6,8, 5 mM MgG und
Proteaseinhibitoren: Aprotinin, Leupetin, Pefabloc, Pepstatin) aufgenommen. Alle fir den
Stufengradienten verwendeten Saccharose - Losungen beinhalteten die gleichen Pufferkomponenten und
Proteaseinhibitoren.

Das Lebergewebe wurde mit einem Ultrathoraxgerat (Polytron, Stufe 3) fiir 30 Sekunden homogenisiert.
Um eine mdglichst schonende Homogenisierung zu erreichen, wurde der Ultrathoraxstab vom Boden bis
zum Rand in nur eine Richtung bewegt. Danach wurde das Homogenat, um Zellkerne, Zellbruchstiicke

und nicht aufgeschlossene Zellen zu sedimentieren, so schnell wie moglich in Corex-Réhrchen
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(Beckmann) bei 1500xg fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der so erhaltene Post-Nukleére-
Uberstand (PNS) wurde in die Mitte eines Saccharose-Stufengradienten aufgetragen (siehe Abb.11).
Der Stufengradient wurde in einem Sw41 Ti - Rotor (Beckmann) bei 100 000xg fir 1,5 Stunden bei
2°C zentrifugiert.

Die Fraktionen nach der Zentrifugation wurden mit einer abgeschnittenen 1 ml Spitze von oben nach
unten fraktionsweise abgenommen. Die erhaltene SllI-Fraktion wurde fir den zweiten Stufengradienten
mit Hilfe eines Refraktometers und einer 2 molaren Saccharose-Stammldsung auf 1,15 M Saccharose
eingestellt. Die so eingestellte SlI-Fraktion wurde auf den Boden eines neuen Zentrifugenréhrchens
gegeben und mit gleichen Volumina (etwa 4 ml) an 1.0 , 0.86 und 0.25 M Saccharose-Lésung
Uberschichtet. Der zweite Gradient wurde fir 3,5 Stunden bei 76 000xg und 2°C zentrifugiert (siehe
Abb.6). Die Fraktion zwischen der 0.86 M und 0.25 M Saccharose ist die ,stacked Golgi fraction®
(SGF1).

3.7.1.2 Fraktionierung von Cortex und Hippocampus

Zur Praparation von Golgimembranen aus Cortex und Hippocampus von Meerschweinchen wurden je
Ansatz 6 Meerschweinchen durch Dekaptieren mit der Guilloutine getétet. Der Cortex und
Hippocampus wurden wie die Leber auf gekihlten Glaspetrischalen prapariert. Alle Homogenisierungs-

und Fraktionierungs-Schritte wurden analog der beschriebenen Leberfraktionierung durchgefuhrt.
3.7.1.3 Verteilung von M arkerenzymen im Sacchar ose-Stufengradienten

Um festzustellen, in welchen Fraktionen die Membranen einzelner Kompartimente der Zelle angereichert
wurden und ob in der Golgifraktion (SGF1) aus der Leberfraktionierung tatsachlich Golgimembranen

angereichert wurden, wurden Enzymaktivitditen von Markerenzymen der einzelnen Kompartimente wie
Endoplasmatisches Retikulum (ER) und Golgi-Apparat bestimmt. Unterstitzend dazu wurden

verschiedene ,Markerproteine” einzelner Kompartimente auch durch Westerimmunblots Uber

spezifische Antikdrper nachgewiesen (s. 3.6.6).

Die Enzymaktivitaten fur charakteristische Golgiproteine wurden in der Arbeitsgvoppederrn Prof.

Dr. Dieter Jeckel, Biochemie der Universitat Heidelberg durchgefiihrt. Die einzelnen Enzymaktivitaten

wurden wie beschrieben bestimmt: Galaktosyltransferase und Esterase (Betdhy 1974);

Glykosylceramidsynthase und Sphingomyelinsynthase (Jetciie] 1992).

3.8 K omponenten des zellfreien y-Sekretase Testsystems

3.8.1 Mikrosomenfraktion aus H4-LC99 Zdllen

Die Expression der C-terminalen 99 Aminosauren des APP’s fusioniert mit dessen N-terminaler
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Signalsequenz (LC99) wird durch dreitédgigen Entzug von Doxyzyklin im Medium induziert. Die Zellen
werden zur Bereitung einer Mikrosomenfraktion auf 15 cm Kulturschalen (Gibco/BRL) ausgesat. Fur
die Zelllyse werden die Zellen zun&chst drei mal mit PBS gewaschen und anschliel3end in PBS von den
Kulturschalen abgeschabt und fiir 5 Minuten bei 500xg und 4°C sedimentiert. Nach vorsichtigem
Resuspendieren der Zellen im HIS-Puffer werden die Zellen wie oben beschrieben sedimentiert. Nach
erneutem resuspendieren in HBuffer werden die Zellen 3-8 mal durch eine Kantle gedriickt (G22
Nadel, 1 ml Primospitzen). Der Zellaufschlu kann durch Phasenkontrast-Mikroskopie kontrolliert
werden. Aus dem Zellhomogenat werden die Zellkerne durch Zentrifugieren bei 4°C, 1500xg fir 10
Minuten abgetrennt. Der Uberstand (PNS) wird auf einen Saccharose-Stufengradienten (s. 3.7.1)
aufgetragen. Im Unterschied zu der Anreicherung von Golgimembranen aus der Leber von
Meerschweinchen muf3te das Zelllysat aus H4-LC99 Zellen vor dem Auftrag auf den Gradienten auf
100 mM KHPOJ/K,HPO, mit einer 0.4 M Stammlésung gebracht werden.

Die Fraktion zwischen 0.86 M und 1.3 M Saccharose ist die Interphase Il (Slll-Fraktion;
Mikrosomenfraktion) und wird mit KPi Puffer (100 mM KPi pH 6,8, 5 mM MgGiuf 250 mM
Saccharose verdinnt. Die Membranen der SllI-Fraktion wurden bei 200 000xg und 4°C fur 20
Minuten sedimentiert. AnschlieRend wurden sie mit Reaktionspuffer im Douncer homogenisiert und wie
oben sedimentiert. Die Membranen wurden erneut homogenisiert s.o. und zu 100 pl in flissigem

Stickstoff aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
3.8.2 Préaparation von Cytosol aus Meerschweinchenleberzellen

PNS aus der Leber eines Meerschweinchens wurde wie beschrieben durch Homogenisieren und
Zentrifugieren gewonnen (s. 3.7.1). Dieser Uberstand wurde tber den beschriebenen Saccharose-
Stufengradienten fraktioniert. Die Fraktion B (zwischen 0.86 M und 0.5 M Saccharose) wurde mit 1 X
KPi-Puffer auf 250 mM Saccharose verdinnt und die Membranen bei 200 000xg und 4°C fur 20
Minuten sedimentiert. Der Uberstand ist das Cytosol (Jeiras 1998).

3.8.3 Préaparation von Cytosol aus humanen Neurogliomazellen

H4 Neurogliomazellen wurden auf 15 cm Kulturschalen ausgeséat und nach Erreichen der Konfluenz fir
die Praparation von Cytosol eingesetzt. Pro Ansatz wurden dazu 25 Kulturschalen benétigt. PNS wurde
wie zur Herstellung der Mikrosomenfraktion (s.3.8.1) hergestellt. Dieses PNS wurde fir eine Stunde bei

100 000xg bei 4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand ist das Cytosol.
3.84  Stringentes Waschen der Mikrosomenfraktion

Die von H4-LC99 Zellen durch Saccharosedichte-Zentrifugation gewonnene Mikrosomenfraktion Sl

(s. 3.8.1) wurde zum Entfernen von membranassoziierten Proteinen mit Hochsalzpuffer oder NaCO
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Puffer behandelt. Die behandelten Membranen wurden danach zur Aktivitatsbestimmung der
Sekretase wieder im Zell freien Testsystem eingesetzt.

Zur Behandlung mit Hochsalz wurde die sedimentierte Mikrosomenfraktion SlII in Hochsalzpuffers (1
M KCI, 250 mM Saccharose, 20 mM Hepes pH6,8) mit Hilfe eines Douncers homogenisiert und fur 30
Minuten bei 4°C inkubiert.

Zur Extraktion mit NaC@ wurde die sedimentierte Mikrosomenfraktion Slll in eiskalte 100 mM
NaCQ; Lésung pH 11,5 mit dem Douncer homogenisiert und fir 30 Minuten bei 0°C inkubiert (Fuijiki
etal., 1982).

Die KCI und NaCQ@ behandelten Membranen wurden bei 220 000xg fur eine Stunde bei 4°C
sedimentiert. Anschlie3end wurden sie vorsichtig mit eiskaltem bidestilliertem Wasser gewaschen und in
Reaktionspuffer homogenisiert. Die &quilibrierten Membranen wurden wie oben sedimentiert und erneut
in Reaktionspuffer mit dem Douncer homogenisiert. Danach wurden sie, so schnell wie mdglich,
aliquotiert und in flussigem Stickstoff Schock gefroren. Die Membranen wurden bis zum Gebrauch im -

80°C Schrank gelagert.

3.8.5 Inkubation der mikrosomalen M embranen

Die Mikrosomen aus H4-ind-LC99 Zellen wurden wie beschrieben hergestellt und zu 100l Aliquots bei
—80°C gelagert (s.3.8.1). Vor jeder Inkubation wurden die Membranen auf Eis aufgetaut. Ein Volumen,
das je 30 pg Gesamtprotein entspricht, wurde mit Reaktionspuffer auf 30 pl aufgefillit und unter
Standardbedingungen (pH6,8; 5 mM EDTA; 4 Stunden) bei 37°C in einem Reaktionsgefal (Eppendorf)
auf einem Eppendorf Thermomixer bei Stufe 10 geschuttelt. Nach der Inkubation wurde der gesamte
Ansatz auf 2% SDS eingestellt und bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert. Der denaturierte Ansatz wurde
auf 1 ml mit IP Puffer (Vollmedium, DMEM mit 10% FCS) aufgefiillt und dgsi¥er Nacht durch

die spezifischen Antikorper 6E10/4G8 (Gadli al., 1998) oder BI.40/Bl.42 und Sepharose G
immunprazipitiert. Die prazipitierten Proteine wurden in einem Tris-Bicine Gelsystem (s.3.6.3)
aufgetrennt und danach auf eine Nitrocellulose-Membran transferriert (45 Minuten; 385 mA; Hoefer
Tankblotkammer). A wurde anschlief3end in einem hochsensitiven Westernblot mit den Antikdrpern

6E10/4G8 nachgewiesen (ldgal., 1996).
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4, Ergebnisse

4.1 Intrazellulare Lokalisierung der Preseniline und Interaktion mit C- terminalen

Fragmenten des APP

4.1.1 Expression von Presenilin 1 Wildtyp und FAD-Mutante (A246E) in humanen

Neuroglioma-Zellen (H4)

Um funktionelle Analysen von Proteinen in Zellkulturen machen zu konnen, reichen oft endogene
Expressionsniveaus nicht aus, so daf3 die zu untersuchenden Proteine, in diesem Fall die Preseniline, in
Zellen tberexprimiert werden. An diesen gentechnisch verénderten Zellen lassen sich Untersuchungen
wie Lokalisierung, Metabolismus sowie die Identifizierung von Interaktionspartnern der Proteine mit
einfachen molekularbiologischen und biochemischen Methoden durchfihren. Es wurden H4 Zellen fiir
diese Experimente verwendet, da sie humanen Ursprungs sind und erste Ergebnisse von Untersuchungen
Uber die Stoffwechselwege der Preseniline in diesen Zellen bereits vorlageret(Bim 1997). Das
endogene Expressionsniveau des PS-1 in verschiedenen humanen Zellkulturzellen reicht aus, um in den
Zellysaten die N- und C-terminalen Fragmente des PS-1 (s. Einleitung) in einem einfachen Westernblot
nachzuweisen (Thinakaras al., 1997; Borchelet al., 1997). Das Holoprotein des PS-1 dagegen ist

einer so schnellen, regulierten proteolytischen Prozessierung unterworfen (Betchklt 1997,
Podlinskyet al., 1997, Baumanet al., 1997, Steineet al., 1998), dal3 beinelogener Expression oder

einer geringen Uberexpression das Gleichgewicht zwischen Gesamtprotein und Fragmenten deutlich auf
der Seite der proteolytischen Fragmente liegt. Da eine starke Uberexpression der Preseniline jedoch
toxisch fur H4-Zellen ist (Borcholet al., 1997; Tanziet al., 1997; Wasceet al., 1997), war wie

erwartet bei allen untersuchten rekombinanten Zellklonen nur eine moderate Uberexpression des PS-1
festzustellen. Um dennoch die Neusynthese des rekombinanten Presenilins als Gesamtprotein
nachzuweisen, wurden die neusynthetisierten Proteine der mit PS-1 stabil transfizierten H4
Neurogliomazellen fir eine Stunde mif>®ethionin markiert und anschlieRend eine Zellyse mit
Detergenz durchgefiihrt (s. Methoden 3.4). Aus diesen Zellysaten wurde das PS-1 mit Antikdrpern
gegen den C- oder N-Terminus immunpréazipitiert. Dabei konnte sowohl Holoprotein mit einem
Molekulargewicht von etwa 54 kDa als auch die beiden C- (22 kDa) und N- (32 kDa) terminalen
Fragmente nachgewiesen werden (Abb. 7A,B). In nicht transfizierten H4 Zellen konnte mit dem gleichen
Ansatz nur geringste Mengen von PS-1 detektiert werden (Abb. 7A,B Spur H4). Da die endogene
Menge von PS-1 Gesamtprotein und der Fragmente in diesem Verfahren nicht quantifizierbar war,
konnten keine genauen Aussagen (ber Rate der Uberexpression der rekombinanten Preseniline gemacht
werden. Im Vergleich zu dieser stabilen Expression des PS-1 konnte mit der induzierbaren Expression

von PS-2 in humanen Astrocytoma ZellerB{3) einehdhere Expressionsrate erzielt werden (Abb.8,9),
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die zudem ohne radioaktive Markierung und Immunprazipitation nachzuweisen war.

A. B.
IP: Anti - PS1-NT 1P : Anti-PS1-CT
[ I
&
v&&
M ¢
kDa - kDa
l---J-l.l
46 | ww it - 6 — v
30 | =il NTE 30
21 | - 21 4 CTF

14 E 14

Abb. 7 : Expression von PS1-WT und PS1-FAD - Mutante (A246E) in humanen

Neur ogliomazellen

H4 Neurogliomazellen wurden stabil mit pcDNA3-PS1-WT oder pcDNA3-PS1-FAD-A141l trandfiziert. In
ausgewahlten Zellklonen wurden neu synthetisierte Proteine fiir eine halbe Stundé®-mith®nin
metabolisch markiert und anschlie3end ein Zellysat mit Detergenz hergestellt (s.Methode 3.4 und 3.6.22). Aus
diesem Zellysat wurde das PS1 als Gesamtprotein (vL) und als N- oder C-terminale Fragmente (NTF, CTF)
immunprézipitiert. Zur Immunprézipitation wurden die Antikérper 5023 gegen den N-Terminus (A) und
BI.3D7 gegen den C-Terminus (B) von PS1 verwendet. Die prézipitierten Proteine wurden Uber eine 12 % ige
SDS-PAGE mit 4M Harnstoff aufgetrennt und nachfolgend auf eP¥DF-Membran transferriert. Die
radioaktiv markierten Proteine einschlie3lich der Marker wurden Uber Autoradiographie nachgewiesen. Es
wurden jeweils untransfizierte H4-Zellen (H4) mit den PS1-WT (WT) oder FAEl-Mutante (A246E)

transfizierten Zellen verglichen.

4.1.2 Induzierbare Expresson von PS-2 Wildtyp und PS-2 FAD-Mutante (A141l) in
humanen Astrocytomazellen (U373 MG)

Zur regulierbaren Expression des PS-2 in humanen Zdlen wurde das induzierbare System mit
Tetrazyklin-kontrolliertem Transaktivator (tTA) verwendet (Gossen und Bujard, 1992). Die
induzierbare Expression von Proteinen bietet den Vorteil, da3 Expressionsartefakte minimiert werden,
die durch eine starke Uberexpression des zuséatzlichen Proteins hervorgerufen werden. Desweiteren ist

die induzierbare Expression eine elegante Mdglichkeit, um auch toxische Proteine zu exprimieren, da die
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Zdleim nicht-induzierten Zustand nicht mit diesen toxischen Bestandteilen belastet wird.

Zur Charakterisierung der induzierbaren Expression des PS-2 in Astrocytomazdlen (U373MG) im Tet-

Off System (Gossen und Bujard, 1995) wurde die Konzentrations- und Zeibddibieit mit
Doxyzyklin als Transaktivatorligand untersucht (Abb.8 und 9). Der Nachweis der Preseniline erfolgte in
Detergenz-Zellysaten im Westernblot-Verfahren (s. Methode 3.6.2.2). Die beiden rekombinanten
Zellklone mit PS-2 Wildtyp oder Mutante (A141l) waren in ihrer zeitlichen- und konzentrations-
abhangigen Induzierbarkeit identisch (Vgl. Abb. 8 und 9 A,B und C,D). Mit Doxyzyklin im Medium
(Abb.8 Null Stunden-Wert) konnten nur die N- und C- terminalen Fragmente von PS-2 nachgewiesen
werden. Das Gesamtprotein war im endogen Expressionszustand, in diesem Falle mit der ausreichenden
Menge an Doxyzyklin, nicht nachweisbar. Nachdem das Doxyzyklin (50ng/ml) durch dreimaliges
Waschen mit PBS ausgewaschen worden war, wurde schon nach 8 Stunden die Expression der
rekombinanten Preseniline als Gesamtprotein mit einem Molekulargewicht von 46 kDa im Westernblot
nachweisbar (Abb.8). Nach 24 Stunden Inkubation ohne Doxyzyklin im Medium begann auch die
nachweisbare Zunahme der Fragmente, bis dessen Maximum nach 72 Stunden erreicht war. Im
allgemeinen Vergleich der Expressionsrate von PS-1 Wildtyp und der Mutante in den beiden
untersuchten Zellklonen konnte festgestellt werden, dal3 die Wildtypform des Presenilins bezogen auf die
Fragmente eine héhere Expressionsrate gegeniber dem Mutanten-Protein aufwies.

Nach dreitagiger Inkubation der Zellen mit verschiedenen Doxyzyklin Konzentrationen im Medium
(s.Abb.9) war im Westernblot mit Detergenz-Zellysaten zu erkennen, dafd eine Konzentration von 0,5
ng/ml Doxyzyklin ausreichte, um die Expression des rekombinanten PS-2 zu unterdriicken. Endogen
(Abb. 9 : Doxyzyklin Konzentratior 0,5 ng/ml) waren wie bei der Zeitabhangigkeit nur die N- und C-
terminalen Fragmente von PS-2 nachzuweisen. Erst ab einer Konzentration von 0,1 ng/ml Doxyzyklin
wurde eine geringe Uberexpression sowohl des Gesamtproteins als auch der Fragmente detektiert. Dann
stieg die Menge an exprimiertem PS-2 mit abnehmender Doxyzyklin Konzentration an, bis das

Maximum in Abwesenheit von Doxyzyklin (Nullwert) erreicht war (Abb.9).
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Induzierbare Expression von PS2in U373 MG Zellen

Zeitreihe
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Abb 8 : Zeitabhangige Expression von PS2 in U373 MG Zellen

Humane Astrogliomazellen (U373MG), die stabil das Regulatorplasmid pUHD15.1-neo integriert hatten,

wurden mit dem Plasmid pUHD10-3-PS2WT oder PS2 FAD-Mutante (A1411) stabil transfiziert, um eine durch
Doxyzyklin induzierbare Expression zu gewéhrleisten (Gossen und Bujard, 1992). Zur Untersuchung der
zeitabhangigen Expression von PS2 wurde aus je einem ausgewdhlten Zellklon das Doxyzyklin (50ng/ml)
durch dreimaliges Waschen mit Vollmedium entfernt und ein Detergenz- Zellysat nach den angegebenen
Zeitpunkten hergestellt. Aliquots der Zellysate (30 pg Gesamtprotein) wurden auf ein 12 SOREAGE
aufgetragen und die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF- Membran transferriert. Der Nachweis der
Preseniline als Gesamtprotein (vL) und den N- bzw. C- terminalen Fragmenten (NTF, CTF) erfolgte tber einen
Westernblot mit den Antikdrpern BI.HF5C, gegen den ,Loop“ von PS2 und BI.5D3, gegen den N-Terminus
von PS2.
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Induzierbar e Expression von PS2 in U373 MG Zellen

Doxycyclin Konzentrationsreihe
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Abb. 9 : Doxyzyklinabhangige Expression von PS2 in U373 MG Zellen

Zur induzierbaren Expression von PS2 wurden humane Astrogliomazellen (U373MG), die stabil das
Regulatorplasmid pUHD15.1-neo integriert hatten, mit dem Plasmid pUHD10-3-PS2WT oder PS2 FAD-

Mutante (A141l1) stabil transfiziert (Gossen und Bujard, 1992). Zur Untersuchung der Doxyzyklin abhangigen
Expression von PS2-Wt oder FAD-Mutante wurde je ein ausgewahlter Zellklon ohne Doxyzyklin ausgesat und
fir drei Tage mit der angegebenen Doxyzyklin Konzentrationen kultiviert. Aus den Detergenz-Zellysaten
dieser Zellen wurden Aliquots (30 pg) tber eine 12 % ige SDS-PMBEM Harnstoff aufgetrennt und die
Proteine anschlielend auf eine PVDF-Membran transferriert. Die induzierbare Expression von PS2-WT (A,B)
und PS2-FAD Mutante (C,D) wurde sowohl tiber den Nachweis desyBa®teins (vL), als auch Uber dessen

N- und C-terminalen Fragmente (NTF, CTF) im Westernblot Verfahren bestimmt. Als C-terminal spezifischen
Antikorper wurde der BI.HF5C eingesetzt und fir den Nachweis des N-terminalen Fragmentes der

monoklonale Antikérper BI.5D3.
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4.1.3 Interaktion von Presenilin und C-terminalen Fragmenten des APP in

rekombinanten Zdlinien

Es gibt Hinweise aus Untersuchungen mit Uberexpremierenden Zellinien, die sowohl PS-1, als auch
APP stabil Gberexprimieren, sowie mit PS-1 defizienten Mausen, dal3 die Preseniline die Synthese des
C-terminalen Endes vonAund damit letztendlich auch dessen generelle Entstehung beeinflussen,
indem sie dig-Sekretase Aktivitat modulieren oder selbst eine solche Aktivitat besitzen (De Seboper

al., 1998; Naruset al., 1998). Unter dieser Annahme mif3ten die Pilgs=zumindest zeitweise mit

dem Substrat (APP oder Fragmente davon) interagieren. Das Hauptaugenmerk bei diesen
Untersuchungen lag auf der Interaktion der Preseniline mit C- terminalen Fragmenten des APP, da diese
als Vorstufe bei der B Enstehung das Substrat deBekretase darstellen und i3 droduzierenden

Zellen gefunden werden (Haastsal., 1993). Dazu wurden Co-Immunprézipitationen mit Detergenz-
Zellysaten von PS-1 oder PS-2 tberexpremierenden Zellen durchgefiihrt (Abb.7,8,9). Die Preseniline
(entweder PS1 oder PS2) wurden mit einem ,Loop“-spezifischen Antikérper aus diesen Lysaten
prazipitiert und im Westernblot mogliche co-prazipitierte APP Proteine mit einen C-terminal
spezifischen APP Antikdrper nachgewiesen (Abb. 10).

In diesen Untersuchungen wurden fir beide Preseniline co-prazipitierende C-terminale APP Proteine mit
einem Molekulargewicht von etwa 21 kDa nachgewiesen (Abb. 10). Obwohl die Wildtypform beider
Preseniline eine hohere Expression aufwies (Abb.10 A unterer Teil; Abb.10 B unterer Teil), wurde nach
einer Immunprazipitation weniger C- terminales APP Fragment im Vergleich zu der mutanten
Presenilinform prazipitiert (Abb.10 A und 4 B). Um unspezifische Bindungen oder Expressionsartefakte
auszuschlie@en, wurden  zwei  Kontrollexperimente  durchgefuhrt.  Einerseits  wurden
Immunprazipitationsansatze mit Zellysaten der H4- und U373-Zellen anstatie Presenilin-
Antikorpern mit unspezifischen Immunglobulinen durchgefiihrt. Dabei wurden keine co-préazipitierenden
Proteine festgestellt (Abb. 10 C). Andererseits wurden die Preseniline mit spezifischen Antikbrpern
gegen den C-Terminus aus Zellysaten von induzierten und nicht-induziergst8-2édllen
immunprazipitiert. Dadurch sollte untersucht werden, ob die Nachweisbarkeit der APP Fragmente von
der Anwesenheit der rekombinanten Preseniline abh&angt. Dabei konnte nur in induzierten, PS-2
Uberexpremierenden Zellysaten co-prazipitierende C-terminale Fragmente des APP nachgewiesen
werden (Abb. 10 C).
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Abb. 10 : Interaktion von PS1 und PS2 mit C-terminalen Fragmenten des APP in PS1
oder PS2 Uberexprimierenden Zellen
(A) H4 Neurogliomazdlen wurden stabil mit PS1 Wildtyp oder FAD-Mutante (A246E) trandfiziert.

Ausgewahlte Zellklone und untransfizierte H4 Zellen wurden in Co-Immunprazipitationspuffer lysiert und PS1
wurde aus dem Zellysat mit dem Antikorper BI.5D3, gegen den ,Loop“-Bereich des PS1, préazipitiert.

(B) Zur induzierbaren Expression von PS2-Wildtyp und PS2 FAD-Mutante (A141l) in Astmuzzgtien

(U373 MG) wurde das Tet-OFF System bemi{Gossen und Bujard, 1992). Die Expression von PS2 wurde
durch den Entzug von Doxyzyklin fur drei Tage induziert, bis die Zellen geerntet wurden. Die Zellen wurden
in Co-Immunprazipitationspuffer lysiert und PS2 wurde mit dem Antikorper BI.HF5C, gegen den ,Loop*“-
Bereich des PS2, prazipitiert. Die prézipitierten Proteine aus Zellysaten beider Zellinien wurden (Be6eine
PAGE aufgetrennt und danach auf eine PVDF-Membran transferriert. Um C-terminale Fragmente von APP zu
bestimmen wurde mit dem Antikorp&AD 3138 hybridisiert (A und B oben; Dreiecke) und die gleiche
Membran zur Bestimmung des PS1 bzw. PS2 Expressionsniveaus wieder mit dem Antikdrper BI.5D3 bzw.
BI.HF5C rehybridisiert (A und B unten; Pfeile).

C) Durch die Mdoglichkeit PS2 in der Astrozytomazellinie induziebar zu exprimieren, war es auch moglich Co-
Immunprazipitationen mit Zellysaten aus induzierten und nicht-induzierten Zellen direkt zu vergleichen. Zum

GroRenvergleich der co-préazipitierenden C-termin#@® Fragmente wurde die Fraktion B der Cortex und
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Hippocampus Fraktionierung verwendet (C.Spur 5). Die untere Darstellung in C zeigt ein Kontrollexperiment,

indem Co-Immunprézipitationen der gleichen Zellysate jedoch mit unspezifischen Immunglobulinen
durchgefiihrt worden war.

Neben den C-terminal spezifischen Antikorpern wurden zur Immunprazipitation der Preseniline auch
Antikorper gegen den N-terminalen Bereich eingesetzt. Dabei war kein co-prazipitierendes APP
Fragment nachzuweisen. Das gleiche mufte fur die Immunprazipitation mit Antikbrpern gegen APP und
dem anschlieBenden Nachweis der Preseniline im Westernblot-Verfahren festgestellt werden. Dieser
Befund koénnte durch die PS-APP Komplexbildung erklart werden, indem nur die Epitope der

Antikorper gegen den C-Terminus der Preseniline frei zuganglich sind.

Aus Zellysaten PS-1 oder PS-2 (berexpremierender Zellen konnten damit ausschlie3lich mit
Antikdrpern gegen die ,Loop“-Doméne der Preseniline ein etwa 21 kDa grol3es C-terminales APP

Fragment prazipitieren werden.
4.2 Anreicherung von Golgimembranen aus L ebergewebe des M eer schweinchens

In fast allen bisher erschienen Veroffentlichungen wurden beide Preseniline innerhalb der Zelle sowohl
im ER- als auch im Golgi-Kompartiment nachgewiesen (Gbek , 1996; Gucet al., 1996; Kovacst

al., 1996; Elderet al., 1996; Leect al., 1996; Walteret al., 1996; De Stroopegt al., 1997). Diese
Arbeiten beruhen vorwiegend auf immuncytochemischen Methoden. Zudem wurden die meisten
Untersuchungen mit transfizierten Zellen durchgefuhrt, wobei eine artifizielle Verteilung der
rekombinanten Proteine durch die Uberexpression nicht immer ausgeschlossen werden kénnen. Um die
intrazellulare Lokalisierung der endogenen Preseniline zu untersuchen, wurde eine biochemische
Fraktionierung der Meerschweinchenleber mit einem Saccharosestufengradienten durchgefiihrt. Diese,
ursprunglich fur Rattenleber beschriebene Fraktionierung, wurde von Tey#r entwickelt, um
hochreine intakte Golgizisternen zu erhalten (Tayral., 1997). Aul3er der intrazellularen
Lokalisierung der Preseniline sollte mit dieser Aufreinigungsmethode bestimmt werden, in welchem
Zellkompartiment die Interaktion der Preseniline mit APP-Fragmenten stattfindet. Zusatzlich sollten die
gewonnenen Ergebnisse der Co-Immunprazipitationsanalysen mit Zellysaten der transfizierten
Kulturzellen mit Gewebe des Meerschweinchens bestétigt werden. Als drittes Ziel der biochemischen
Fraktionierung sollten die Preseniline in einer Fraktion des Gradienten angereichert werden, um

Untersuchungen auf eine moglich&ekretase Aktivitat der Preseniline moglich zu machen (s.4.4.3).

53



Ergebnisse

Homogenisierung

Zentrifugation

> pns | Uberstand
10" 1000 x g
Erster Stufengradient
[M] Saccharose
0,25
Zentrifugation
0,5 PNS >
100000xg1,5h
0,86
Sl
hs \/
auf 1.15 M Saccharose einstellen
Zweiter Stufengradient
[M] Saccharose
0,25
Zentrifugation === SGFI (SF1)
0,86 >
76 000 xg3,5h
1,0

Abb. 11: Ubersichtschema zur Anreicherung von Golgi-Membranen aus
Meerschweinchengewebe durch differentielle Gradienten-Zentrifugation

Frisch prapariertes Cortex- und Hippocampus-Gewebe aus fiinf bis sieben Meerschweinchen wurden mit einem
Polytron-Ultrathoraxgerat homogenisiert. Nach der ersten Zentrifugation wurde der UbeRiSid, gost

nuclear supernatant”) sofort auf den ersten Saccharosestufengradienten aufgetragen und fur 1,5 Stunden bei
100 000xg und 4°C in einem Ausschwingrotor zentrifugiert. Die Verteilung verschiedener Kompartiment
spezifischer ,Markerproteine” im Gradienten wurde durch Enzymaktivitdten und Westernblot-Verfahren
bestimmt. Die Interphase zwischen 0,86 and 0,5 M Saccharose (Sll) wurde auf 1,15 M Saccharose eingestellt
und auf einen zweiten Saccharosestufengradienten aufgetragen. Dieser wurde bei 76 000xg und 4°C fur 3,5 h
zentrifugiert. Golgimembranen wurden in der Fraktion zwischen 0,5 and 0,25 M Sacch@resg stacked

golgi fraction“) bzw.SF1des zweiten Gradienten angereichert. Die Membranen aus den Fral@i®fRénnd

SF1 unterscheiden sich nur dadurch, daRR @lieF1 Fraktion aus Lebergewebe und di¢1 Fraktion aus

Cortex- und Hippocampus-Gewebe hergestellt wurde.
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Um die Vertelung und Anreicherung der verschiedenen Membranen im Gradienten zu verfolgen,

wurden Aktivitaten von ,Markerenzymen* der ER- und Golgi-Kompartimente in den einzelnen
Fraktionen des Saccharosegradienten bestimmt (s.Methode 3.7.1.3). Dabei wurde deutlich, dal3 die
Anreicherung von ER-Membranen, charakterisiert durch die Esteraseaktivitat, mit steigender
Saccharosekonzentration zunimmt. In der dichtesten Fraktion mit 1.3 M Saccharose ist die Esterase
etwa funffach gegeniiber dem PNS angereichert. Dagegen wurde in der Fraktion SGF1 (Golgifraktion;

s.Abb.11) keine Anreicherung von ER-Membranen gegenuber dem PNS festgestellt (Abb.12).

>
w

Esterase (ER) ’ Sphingomyelinase (Golgi)
45 7
40 -
& 351 30,1 323 T i >
S 30 Z 2]
£ 25 18 208 £ 44
<C 20 A 15,2 < 34
N 15 4 N
S 10465 6,5 g 29
@ 5 17 ® 140,046 0,024 0,019 Ofg 0,055 0,056 0,033
O T T T T T T T
©O S v & 0 &N O ©O S ¥ & O N O &
N 2 S < X 2 > <
) 90 ] O_)C?
Fraktion Fraktion

C. Glycosylceramidsynthase (cis Golgi) D. Galactosyltransferase (trans Golgi)
4
3,5 - ] 265
5 3l 284 2 300
= 254 =
£ 5l < 200 4
<, : <
q'; by q:)_ 100 -
@ 050,022 0,022 0,031 0,14 0,0450,045 0,05 2 126 016 0,14 7.1 09 17 034
O T T T _— T T T T O T T T — T T T T
O S T & 0 N O O o v & O N O
&S o S & & 2 Y
Fraktion Fraktion

Abb. 12 : Verteillung von ER- und Golgi-M embranen im Sacchar osestufengr adienten

der Meerschweinchen L eber fraktionierung

Die Membranen des PNS aus einer frischen Leberpragian aus Meerschweinchen wurden wie beschrieben in
einem Saccharose—Stufengradienten aufgetrennt (Tetydbr 1997). Von dem PNS, den einzelnen Fraktionen

des ersten Gradienten und von der Golgifraktion (SGF1) des zweiten Gradienten wurde die Verteilung von ER—
und Golgi-Membranen mittels Enzymaktivitdten von kompartiment-spezifischen ,Markerproteinen“ bestimmt
(s.Methode 3.7.1.3).
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Die charakteristischen Golgienzyme Sphingomyelinsynthase (Gesamt-Golgi), Glykosylceramidsynthase
(cis-Golgi) und Galaktosyltransferase (trans-Golgi) wurden im ersten Gradienten nur in der Sll-Fraktion
angereichert (5-8 fach). Die Golgifraktion (SGF1) aus dem zweiten Gradienten zeigte im Vergleich
dazu eine 100-200 fache Anreicherung von Golgienzymen. Transgolgi-Membranen, gekennzeichent
durch die Galaktosyltransferase, erzielten mit 200-facher Anreicherung gegeniiber dem PNS dabei den

hochsten Angereicherungsgrad (Abb.12).

Damit war es gelungen eine hochreine Golgifraktion durch biochemische Fraktionierung aus
Meerschweinchenleber herzustellen, in der typische residente Golgienzyme bis zu 200-fach gegentiber
dem PNS angereichert waren. Die veroffentlichten Ergebnisse Uber die Fraktionierung der Rattenleber

sind somit auch auf das Meerschweinchen Ubertragbar.
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Abb. 13: Vertellung von APP im Sacchar ose-Stufengradienten der M eer schweinchen

L eberfraktionierung

Um die Vertellung der glykosylierten und nicht-glykosylierten APP-Form (reif, unreif) im Saccharose-
Stufengradienten zu unterscheiden, wurden mit den Aliquots der Leberfraktionierung (jeweils 250ug) eine
Immunprazipitation mit dem Antikdrper 5818, gegen den C-TerminusAB&s durchgefihrt. Anschliel3end
wurden die prazipitierten Proteine auf ein 7 SbS-Polyacrlamidgel aufgetragen und auf eif®/DF-
Membran transferriert. Die APP-Formen wurden im Westernhibtdem Antikdrper 22C11 nachgewiesen,

der gegen den N-Terminus des APP gerichtet ist. Um das Auftreten unspezifische Immunglobulinbanden aus

dem Serum auszuschliel3en, wurden als Kontrolle eine Immunprézipitation nur mit Serum durchgefiihrt (AK).
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Die Lokalisierung des APP und der Preseniline im Gradienten wurde ebenfalls untersucht. Das
endogene APP konnte in Westernblot-Analysen nicht nachgewiesen werden. Deshalb wurde es Uber ein
kombiniertes Immunprézipitation/Westernblot-Verfahren detektiert, indem zunéchst das APP mit einem
C-terminal spezifischen Antikdrper aus den Fraktionen des Gradienten prazipitiert wurde (s.Methode
3.6.2.2). AnschlieRend wurde das Gesamtprotein im Westernblot mit einem N-terminal spezifischen
Antikorper nachgewiesen. Das APP als Gesamtprotein mit dem hdchsten Molekulargewicht, welches die
N- und O-glykolysierte Form des APP darstellt, wurde nur in der Fraktion mit angereicherten
Golgimembranen (SIl) nachgewiesen. Im Gegensatz dazu befand sich g&slisgirte und das nicht-
glykolysierte APP ausschlielich in der ER angereicherten Fraktion C (Abb.13).

Die Preseniline konnten im Gegensatz zum APP in einzelnen Fraktionen (30 pg Gesamtprotein) in
einem Westernblot nachgewiesen werden. Dabei waren jedoch in allen untersuchten Fraktionen des
Saccharosestufengradienten nur die Fragmente der Preseniline zu detektieren. Bei der Verteilung der
Preseniline im Gradienten konnte ein Unterschied zwischen PS-1 und PS-2 festgestellt werden. Wahrend
die Anreicherung von PS-1 im ersten Gradient mit dem ER-Marker Esterase identisch war (Abb. 12A
und 14 A), gab es eine Anreicherung von PS-2 in der mit Golgimembranen angereicherten Fraktion SlI
(Abb.14 B). Diese Verteilung bestatigte sich auch durch den zweiten Gradienten, da in der Golgifraktion
(SGF1) nur das PS-2 drastisch angereichert wurde (Abb.14 B Spur SGF1). Auffallig war dabei, daf3
auch in der Golgifraktion das PS-2 nicht als Gesamtprotein nachzuweisen war. Im Gegensatz zur
Verteilung des PS-2 konnte fir PS-1 in der Golgifraktion keine Anreicherung gegentber dem PNS
festgestellt werden (Abb.14 A Spur SGF1).

Mit Hilfe der biochemischen Fraktionierung konnte somit gezeigt werden, dafl3 die beiden endogenen
Preseniline in unterschiedlichen Kompartimenten der Zelle angereichert waren, wobei das PS-1
Uberwiegend im ER und PS-2 hauptséchlich im Golgi lokalisiert war, was bisher in der Literatur nicht
beschrieben wurde. In allen Fraktionen konnten die Holoproteine der beiden Preseniline nicht detektiert

werden. Sie konnten im Westernblot nur als N- oder C-terminale Fragmente nachgewiesen werden.
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Abb. 14 : Verteilung von PS1 und PS2 im Sacchar ose-Stufengr adienten der L eber-
Fraktionierung und I nteraktion von PS2 und C-terminalen Fragmenten
des APP

Aliquots (jeweils 100pg) des PNS und der Fraktionen des Saccharose-Stufengradienten wurden auf ein 12 %
SDS-Polyacrlamidgel aufgetragen und die aufgetrennten Proteine auP&Dé&- Membran transferriert. Zur
Bestimmung der Preseniline wurden die C-terminalen Fragmente (CTF) nachgewiesen. Es wurden
Westernblot-Analysen mit dem ,Loop“-spezifischen PS1 Antikdrper BI.3D7 (A) und mit dem ,Loop“-
spezifischen Antikérper BI.HF5C durchgefihrt (B). Um co-prazipitiefeP Fragmente nachzuweisen,
wurden mit den Aliquots der Leberfraktionierung (jeweils 250 pg) eine Immunprézipitation mit dem
Antikérper BI.HF5C und anschlieBend ein Westernblot mit dem Antikoérper 5818, gegen den C-Terminus des
APP durchgefihrt (C).
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4.3 Interaktion von PS-2 und C-terminalen Fragmenten des APP

Um die Interaktion von Presenilin und APP C-terminalen Fragmenten auch unter endogenen
Expressionsbedingungen zu  bestatigen, wurden Co-Immunpréazipitationen mit einzelnen
Gradientenfraktionen wie unter 4.2 beschrieben durchgefuhrt. Dabei konnte auch ein C-terminales
Fragment des APP mit Antikérpern gegen den ,Loop“ des PS-2 co-prazipitiert werden (Abb.14 C).
Dieses C-terminale Fragment wurde jedoch nur in der mit ER-Membranen angereicherten SllI-Fraktion
detektiert. Das C- terminale Fragment des APP hatte mit ca. 21 kDa das gleiche Molekulargewicht wie
das co-immunprézipitierte APP Fragment aus Zellkulturlysaten der PS-1 oder PS-2 Uiberexprimierenden
Zellen (Abb.10). Es konnten weder in den Fraktionen mit geringer Dichte (SI-B) des ersten Gradienten
noch in der Golgifraktion des zweiten Gradienten (SGF1) C-terminale Fragmente des APP
nachgewiesen werden (Abb. 14 C; s. Ubersicht der Gradienten Abb.11). Sowohl mit Antikdrpern gegen
den N-Terminus des PS-2 als auch mit Antikdrpern gegen PS-1 konnte kein co-prazipitierendes APP

Fragment gefunden werden.

Es konnte damit auch im Gewebe unter endogenen Expressionsbedingungen eine Interaktion zwischen
den C-terminalen Fragmenten von PS-2 und APP gezeigt werden. Diese Interaktion wurde jedoch nur in
Fraktionen gefunden, die mit ER-Membranen angereichert waren. Auch in der aufgereinigten
Golgifraktion SGF1 konnte kein co- prazipitierendes C-terminales Fragment von APP nachgewiesen

werden.

4.4 Fraktionierung von Cortex und Hippocampus des M eer schweinchens

Das APP ist im Vergleich verschiedener Zelltypen im Nervengewebe am starksten exprimierdt(Kang
al., 1987). Die Menge amdogenem APP aus Cortex und Hippocampus des Meerschweinchens reicht
aus, um dessen proteolytisches Spaltproduft (&. Einleitung) in einem ELISA zu messen
(unveroffentlichte Ergebnisse aus dem Labor von Herrn Dr. Mendla). Auf3erdem treterf die A
enthaltenden Plaques bei Alzheimer Patienten vor allem im Cortex und Hippocampus auf, welches auf
eine pathologische Veranderung in diesem Gewebe schlieBen lafkt. Zusatzlich ist man mit der
Untersuchung von neuronalem Gewebe so nahe wie mdglich an der physiologischen Situation im
menschlichen Gehirn. Mit Cortex und Hippocampus des Meerschweinchens sollte deshalb die bereits
beschriebene Fraktionierung durchgefiihrt werden. Wenn Preseniline mit dem C-Terminus von APP in
bestimmten Kompartimenten im Komplex vorliegen, so sollte diese Interaktion auch in diesen Geweben

zu finden sein.
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Abb. 15: Verteilung von ER- und Golgi-M embranen im Sacchar osestufengr adienten

der Cortex und Hippocampus Fraktionierung von M eer schweinchen

Das PNS aus frischem Meerschweinchen Cortex und Hippocampus wurde wie beschrieben in einem
Saccharose-Stufengradienten aufgetrennt (Taylak., 1997, s.Methode 3.7.1). Von dem PNS, den einzelnen
Fraktionen des ersten Gradienten und von der Fraktion SF1 des zweiten Gradienten wurde die Verteilung von
ER— und Golgi-Membranen mittles Enzymaktivitdten von kompartiment-spezifischen ,Markerproteinen®
bestimmt (s.Methode 3.6.6.2).

Die Fraktionierung des Cortex und Hippocampus wurde analog der Leber-Fraktionierung durchgefiihrt
(s.Methode 3.7.1.1). Die einzelnen Fraktionen des Saccharosestufengradienten wurden durch
Aktivitdtsbestimmung von ,Markerenzymen® der ER- und Golgi-Kompartimente auf die Anreicherung
und Verteilung dieser Zellkompartimente untersucht. ER- und Golgi-Membranen von Cortex und
Hippocampus wurden im Gradienten nicht getrennt (Abb. 15). Die Aktivitatsbestimmung von
.Markerenzymen“ machte deutlich, dal} sowohl ER-Membranen als auch Golgi-Membranen in der
Fraktion B des ersten Gradienten gering angereichert waren (Abb. 15). Die Esterase-Aktivitdat (ER-
.Markerenzym“) des Cortex- und Hippocampus-Gewebe stieg nicht wie im Lebergradienten mit
zunehmender Dichte der Fraktionen an (Vgl. Abb. 12), sondern hierbei verteilte sich die Aktivitat auf

die Fraktionen SII-C (Abb.15 A). Die drei charakteristischen Golgienzymen&phyelinsynthase
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(Gesamt-Golgi), Glykosylceramidsynthase (cis-Golgi) und Galaktosyltransferase (trans-Golgi) verteilten

sich Uber die letzten drei Fraktionen B, SlIl und C, wobei in der Fraktion B die hochste Aktivitat zu
finden war (Abb. 15 B-D; s. auch Gradientenibersicht Abb. 11). Von allen untersuchten Golgienzymen
erreichte die Glykosylceramidsynthase in dieser Fraktion mit einer 16-fachen Anreicherung gegentiber
dem PNS den héchsten Anreicherungsgrad (Abb. 15 C). Die beiden anderen Golgi-,Markerenzyme*
zeigten lediglich eine dreifache Anreicherung gegeniiber dem PNS in der Fraktion B des Gradienten
(Abb. 15 B, D). Damit waren Golgi-Membranen des Cortex und Hippocampus im Vergleich zur
Leberfraktionierung allgemein in dichteren Fraktionen des Gradienten nachzuweisen. Die weitere
Fraktionierung der SllI-Fraktion in einem zweiten Gradienten ergab deshalb auch nur eine zweifache
Anreicherung von Golgi-Membranen gegentiber dem PNS.

Um die Verteilung der Preseniline und des APP im Gradienten zu verfolgen, wurden Westernblot-
Analysen mit dem PNS, den einzelnen Fraktionen des ersten Gradienten und mit der Fraktion SF1 des
zweiten Gradienten durchgefiihrt (s.Methoden 3.6.6). Die Preseniline waren wie die Golgi- und ER-
Membranen ebenfalls vorwiegend in der Fraktion B angereichert. In weniger dichten Fraktionen des
Gradienten (SI,A) wurden keine Preseniline gefunden. Auch im Cortex- und Hippocampus-Gewebe
waren nur die endogenen Fragmente der Preseniline nachzuweisen. Hierbei gab es im Gegensatz zur
Leberfraktionierung keine Unterschiede in der Verteilung von PS-1 und PS-2 im Gradienten (Abb. 16
A,B). Diese unterschiedlichen Befunde kdnnen dadurch erklart werden, daf3 in der Fraktionierung des
Cortex und Hippocampus eine Trennung zwischen ER- und Golgi-Membranen nicht mdglich war.

Das Expressionsniveau des APP reichte im Gegensatz zum Lebergewebe aus, um die ,volle Lange" des
Proteins in 30 pg der einzelnen Fraktion zu detektieren. Die beiden Reifeformen des APP (N- bzw. N-
und O- glykolysierte Form) wurden in den Fraktionen Sll, B ulidao ebenso wie die Preseniline in
Fraktionen mit ER- und Golgi-Membranen nachgewiesen (Abb. 16 C). Auf3erdem konnte ein C-
terminales Fragment von APP mit einem Molekulargewicht von ca.21 kDa in den Fraktibbnemd &

detektiert werden.

Die Fraktionierung des Cortex und Hippocampus des Meerschweinchens mit der verwendeten Methode
des Saccharosestufengradienten erzielte nicht die Trennung der Membranen der ER- und Golgi-
Kompartimente. Diese Membranen liegen in ihrer Dichte so nahe beieinander, dal’ sie beide in der
Fraktion B angereichert (3-5 fach) waren, in der auch bevorzugt die Preseniline gefunden wurden.
Dadurch war es letzendlich auch nicht mdglich, eine hochreine Golgifraktion im zweiten Gradienten zu

erhalten.
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Abb. 16 : Verteillung von PS1, PS2 und APP im Sacchar ose-Stufengr adienten der

Cortex und Hippocampus Fraktionier ung vom M eer schweinchen

Aliquots (jeweils 30pg) des PNS und der Fraktionen des Saccharose-Stufengradienten der Cortex und
Hippocampus Fraktionierung vom Meerschweinchen wurden auf ein 12 % SDS - Ratp#tygl aufgetragen

und die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran Ubertragen. ZimrBeag der Preseniline wurden

die C-terminale Fragmente (CTF) nachgewiesen. Es wurden Westernblot-Analysen durchgefiihrt mit dem
.Loop“-spezifischen PS1 Antikérper Bl.3D7 (A) und mit dem ,Loop“-spezifischen PS2 Antikérper BI.HF5C
(B). Die Verteilung von APP (vl) und dessen C-terminaler Fragmente (CTF) im Gradienten \mitddam

APP C-terminal spezifischen Antikdrper SAD 3138 nachgewiesen.

45 Interaktion von PS-2 und APP C-terminalen Fragmenten im Cortex und

Hippocampus

Obwohl die Herstdlung einer aufgereinigten Golgifraktion aus Cortex und Hippocampus mit der
gewahlten Methode nicht moglich war, wurden mit Hilfe von Co-Immunprazipitationen untersucht, ob
eine Interaktion zwischen den Presenilinen und dem APP auch in diesen Fraktionen nachzuweisen war.
Durch Immunprazipitationen mit Antikdrpern gegen den ,Loop“-Bereich des PS-2 konnte in der
Fraktion B des Saccharosestufengradienten ein C-terminales APP-Fragment co-prazipitiert werden
(Abb.17, s.Methode 3.6.2). In dieser Fraktion waren neben dem PS-2 auch Golgi- und ER-Membranen
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angereichert (Abb. 15, 16). Mit eéinem Molekulargewicht von etwa 21 kDa hatte das C-terminale APP
Fragment die gleiche GroRe wie die co-prazipitierten APP Fragmente aus der Leberfraktionierung und
den Zellysaten der Presenilin-Uberexpremierenden Zellinien (Abb. 10, 14). Sowohl mit Antikdrpern
gegen den N-Terminus von PS-2 als auch mit Antikdrpern gegen PS-1 konnte kein APP Fragment co-

prazipitiert werden.

Sowohl in Presenilin Uberexpremierenden, humanen Zellinien als auch in zwei unterschiedlichen
Organen des Meerschweinchens konnten somit durch Co-Immunprézipitationen gezeigt werden, dal3 die
proteolytischen, C-terminalen Fragmente des PS-2 mit einem 21 kDa grof3em C-terminalen Fragment

des APP interagieren.
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Abb. 17 : Interaktion von PS-2 und C-terminaler Fragmente des APP im

M eer schweinchen Cortex/Hippocampus

Mit den Aliquots der Cortex/Hippocampus Fraktionierung (jeweils 250 pg) wurde eine Immunprazipitation mit
dem Antikérper BI.HF5C, gegen den ,Loop“-Bereich von PS-2, durchgefihrt. Um co-prazipitierte APP
Fragmente nachzuweisen, wurde anschlieRend ein Westernblot mit dem Antikérper 5818, gegen den C-
Terminus des APP, durchgefiihrt. Zur B@snung der PS-2 Verteilung im Saccharosegradienten wurde die

Membran mit dem Antikdrper BI.HF5C rehybridisiert.
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4.6 Zellfreles Testsystem zur Bestimmung der y-Sekretase Aktivitat

In der Entstehung der Alzheimer Erkrankung wird im Zuge der Amyloid-Hypothese die Bildung von A3

als der zentrale Faktor angesehen (s. Einleitung). Die Preseniline sind fir die physiologische Entstehung
von AB notwendig. Dies wurde einerseits in Untersuchungen mit Neuronen von Mauseembryonen
deutlich, bei denen d&S-1-Gen auf gentechnischem Wege ausgeschaltet wurde, und dadurchfkeine A
Bildung beobachtet wurde (De Stroopstral., 1998; Narusest al., 1998). Andererseits zeigte ein
Austausch von konservierten Aspartate in den Presenilinen einen dominant negativen Effekt, indem die
AP Bildung in rekombinanten Zellen vollkommen verhindert werden konnte (Setiakr 1999; Wolfe

et al., 1999). Zur Etablierung eines zellfreigrSekretase Testsystems mifdten also zunachst zwei
Voraussetzungen erflillt werden. Zum einen mif3te ein geeignetes SubsprSekstase vorliegen und

zum anderen mifRte in der gleichen Fraktion die Preseniline vorhanden sein. Dartber hinaus konnte in
der Arbeitsgrupperon K. Beyreuther gezeigt werden, dal3 fur eirfe Bildung das Substrat der
Sekretase unbedingt als transmembranes Peptid in der Membran verankert sein mufét (@yrks
1992). Deshalb mufdte zur Etablierung eines zellfrgi@ekretase Testsystems ein Membransystem
etabliert werden, das die genannten Voraussetzungen erfiillt.

In einem ersten Schritt wurde zur Bereitstellung des transmembyeBekretase-Substrates humane
Neurogliomazellen stabil mit einem N-terminal verkirzten APP-Konstrukt transfiziert, das nur die
letzten 99 Nukleotide des APP enthielt (C99). Ein hochexprimierender Zellklon wurde in einem zweiten
Schritt ausgesucht, um uber eine biochemische Fraktionierung Membranen anzureichern, die das
Substrat dery-Sekretase und die Preseniline enthielten. Zur Etablierung eines zellfr8mhretase
Testsystems wurde schlie3lich in einem letzten Schritt diese Fraktion mit einem geeigneten Puffersystem
inkubiert und diey-Sekretaseaktivitat indirekt Uber die zellfreie Bildung des Proteolyseproduftes A

bestimmt.
4.6.1 Induzierbare Expression von LC99 in H4 Neurogliomazellen

Als Substrat dey-Sekretase wurde bisher in Zellkultur-Systemen entweder das gesamte APP oder das,
durch den proteolytischen Schnitt e6ekretase entstehende C-terminale Fragment (C99) von APP (s.
Einleitung) eingesetzt. Die Verwendung des C99 als Substray-8ekretase bietet den Vortell,
gegenudber dem Gesamt-APP, dal3 in einem zellfreien System nur noglsaekestase Aktivitdt zur
Generierung von B notwendig ist. Um eine richtige Membranverankerung des Substrates zu
gewahrleisten, wurde durch gentechnische Verfahren vor die C99 kodierenden Nukleotide die humane
APP Signalsequenz wie beschrieben angehangt (8haji. 1992, s.Mdiode 3.5-3.5.5). Dadurch
enstand ein Fusionsprotein (LC99), das aus N-terminaler Signalsequenz und den letzten 99

Aminosduren des APP bestand. Die fir das Fusionsprotein kodierende Sequenz wurde in H4-Zellen
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stabil integriert. Es stellte sich in drei unabhangigen Transfektionsansatzen heraus, dal3 nach der
Einzelzellklonierung nur sehr schwach expremierende Zellklone identifiziert wurden (s.Methode 3.2-
3.3). Deshalb wurde eine induzierbare Expression des LC99 mit dem Tet-Off System etabliert (Gossen
und Bujard, 1995). Dazu wurde das LC99 (ber die Restriktidosekleaseschnittstellen BamHI und

Sacll in den Vektor pUHD10-3 kloniert und in H4 Zellen, die schon stabil das Regulatorplasmid des
Tet-Off Systems ,pUHD15-1neo, ins Genom integriert hatten, stabil transfiziert (s.Methode 3.2-3.5).
Einzelne rekombinante Zellklone wurden vor jeder Analyse neu ausgesat und zur Induktion der
Expression fur drei Tage ohne Doxyzyklin im Medium kultiviert. Die induzierbare Expression des
LC99 wurde uber Immunfluoreszenz und Westernblot Verfahren mit dem Antikdrper 5818 gegen den
C-Terminus des APP Uberprift (s.Methode 3.2-3.3). In ausgesuchten Zellklonen, die in einer
Immunfluoreszenzanalyse eine Expression des C99 gezeigt hatten, wurde die Expression des
rekombinanten, induzierten C99 auch im Westerblot bestétigt (Abb.18 A).

Zusatzlich wurden diese Ergebnisse durch eine Reklonierung der drei Zellklone mit der hochsten C99-
Expression nochmals Uberpriift. Die Induzierbarkeit der C99 Expression wurde mit Doxyzyklin als
Transaktivatorligand untersucht. Der Zellklon mit der héchsten C99 Expression wurde drei Tage mit
oder ohne Doxyzyklin im Medium kultiviert (Abb.18; Klon23). AnschlieRend wurde das rekombinante
C99 in Detergenz-Zellysaten im Westernblot-Verfahren nachgewiesen (Abb.18 B). In 30ug Zellysat der
nicht-induzierten H4 Zellen konnte das endogene C99 nicht nachgewiesen werden (Abb.18 B). Dieser
Zellklon, der das C99 induzierbar und in groRen Menge exprimieren konnte, wurde H4-ind-LC99 Klon

23 genannt.
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Abb. 18 : Induzierbare Expression von L C99 in H4 Neur ogliomazellen

Die letzten 99 Aminosduren désPP (C99) wurdermit dem Tet-Off-System (Gossen und Bujard, 1992)
induzierbar in H4 Neurogliomazellen exprimiert. Die Zellklone wurden zur Expression des LC99 fir drei Tage
ohne Doxyzyklin im Medium kultiviert. Nach einer Detergenzlyse der Zellen wurden Aliquots (30ug) auf ein
12 % SDS-Polyactgmidgel aufgetragen und die aufgetrennten Proteine auP®B&-Membran transferriert.
A)Vergleich des C99 Expressionsniveaues in verschiedenen Neuroglioma- Zellklonen

Die Expressionsniveaues des C99 in ausgewahlten Zellklone, die bereits in einer Immunfluoreszenz- Analyse
die Expression des rekombinanten Peptides gezeigt hatten, wurden auch Uber Westernblot- Analysen

verglichen. Die Membran wurde dazu mit dafP C-terminal spezifischen Antikérper 5818 hybridisiert.

B) Induzierbare Expression von LC99 durch Entzug des Doxyzyklins

Zur Bestimmung der Induzierbarkeit der Expression des LC99 wurde PNS vom Zdlklon 23 (A Spur 2)
prapariert, der in An- und Abwesenheit von Doxyzyklin kultiviert worden war. Die Westernblot-
Analyse wurde wie unter A beschrieben mit dem Antikorper 5818 durchgefuhrt. Als Vergleich der
Anreicherung wurde die SllI-Fraktion aus der Fraktionierung der H4-ind-LC99 Zellen mit aufgetragen
(s.Abb 20).

4.6.2 Fraktionierung von H4-ind-LC99 Zellen

Die  H4-ind-LC99  Zellen wurden zur biochemischen Fraktionierung (ber einen
Saccharosestufengradienten eingesetzt. Diese Fraktionierung wurde vergleichbar mit der Methode der
Meerschweinchen Leberfraktionierung durchgefihrt (s. 4.2). Dadurch sollte eine Membranfraktion
isoliert werden, in der sowohl das C99 als auch die Preseniline angereichert sind. Diese Membranen
sollten dann wie beschrieben (s.4.4) zur Etablierung eines zelfrSiekretase Testsystems eingesetzt
werden. Auch nach dieser Fraktionierung wurde die Verteilung und Anreicherung der

Zellkompartimente tber ,Markerproteine” dargestellt.

66



Ergebnisse

A.
Galactosyltransferase
150
e 103.3
= 100
< 36.3
8 507 119 : 28.9
F oole= [ [ M/
PNS Sl S]] Sl
Fraktion
B.
Glycosylceramidsynthase
5.5
., 6
:‘cg
5 4 2.4
<, 1.4 |_|
% OI T O T T 1
PNS Sl sl Sl
Fraktion
C.

Sphingomyelinsynthase

3 4 3.1

33

Z 2

< 0.5 0.84 0.92

o 1 ’

@ 04 . .
PNS Sl sl S

Fraktion

4
&

E.

D
@'J/

kDa

S o N
P NN

220-
97 -

66~ |s= = < C | etikulin

46
30-

21 -

kDa

46 -
30-

21 -

14 -

< Rab5

S o o

-

<« Lamp-1

Abb. 19: Charakterisierung des Sacchar ose-Stufengradienten mit H4-ind-L C99 Zellen

Mit dem PNS aus H4-ind-LC99 Zellen wurde ein Saccharose-Stufengradient durchgefiihrt (s.Methode) und die

Verteilung verschiedener Kompartimente der Zelle Uber kompartiment- spezifische ,Markerproteine®

bestimmt. (A,B,C) Von denPNS und den einzelnen Interphasen des Gradienten wurde die Verteilung von

Golgi-Membranen durch Enzymaktivititen spezifischer, residenter Golgienzyme bestimmt. Westernblot-

Analysen wurden mit 30 pg Gesamtprotein der jeweiligen Fraktion und einer 12D% - PAGE

durchgefiihrt.(D) Zur Bestimmung der Verteilung des Endoplasmatischen Retikulums (ER) wurde ein

Westernblot mit Antikdrpern gegen das lumenale ER-Protein Calretikulin durchgefuhrt. (E) Die Verteilung

von endosomalen Vesikeln wurden mit Anti-Rab5 Antikdrpern im Westernblot bestimmt. (F) Die Verteilung

der Lysosomen wurde Uber den Nachweis des lysosomalen Proditis1 nachgewiesen (s.Material 2.5).
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Fur diese Analysen wurden ausschliellich die Interphasen des Gradienten entnommen, da der
Proteingehalt der anderen Fraktionen zu gering war. Die Verteilung der residenten Golgienzyme
Sphingomyelinsynthase (Golgi), Glykosylceramidsynthase (cis-Golgi) und Galaktosyltransferase (trans-
Golgi) wurden wieder Uber Enzymaktivitaten bestimmt. Im Westernblot wurde die Verteilung von
Endosomen mit Hilfe von Antikdrper gegen Rab5 und von Mikrosomen uber den Nachweis von
Calretikulin ermittelt. Lysosomale Membranen wurden tber das Protein LAMP-1 (lysosssuailsted
membrane_motein-1) im Westernblot nachgewiesen. Neben einem geringen Anreicherungsgrad an
Golgiproteinen (drei bis funffach gegentiber dem PNS) waren Rab5 positive Endosomen ausschlie3lich
in der Sll-Fraktion angereichert (Abb.19). Obwohl die ER-Membranen tber den ganzen Gradienten
verteilt waren, zeigte die Slll-Fraktion das starkste Signal (Abb.19 D), so dal3 diese Fraktion die
mikrosomale Fraktion genannt wurde. Das rekombinante C99 war zudem in der Fraktionen Sll und der
mikrosomalen Fraktion SliI stark angereichert (Abb.20). In dieser Fraktion wurden jedoch auch
Lysosomen nachgewiesen (Abb.19 F). In der mikrosomalen Fraktion SlIl waren auchnbegienen

Preseniline tber den Nachweis ihrer C-terminalen Fragmente angereichert (Abb.21).

W : Anti - APP-CT
| |
S \) \
é q’ AN N
kDa < @ > = E
21 —
s
al e e A « o
<4 cs3

Abb. 20 : Verteilung von C99 aus H4-ind-L C99 Zellen im Sacchar ose-Stufengr adienten

Mit dem PNS aus H4-ind-LC99 Zellen wurde ein Saccharose-Stufengradient durchgefiihrt (s.Methode 3.7.1).
Aliquots (30pg) des PNS und der Interphasen des Gradienten (SI-Slll) wurden auf eine 12 % SDS - PAGE
aufgetragen und die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die Expression des C99 und
dessen Verteilung im Gradienten wurde durch einen Westernblot mitAd¥Pn C-terminal spezifischen
Antikdrper 5818 bestimmt. Die urspringlicR&S Fraktion im Gradienten wurde nach der Zenafiom zur
Westernblot-Analyse als Fraktion S0.25 bezeichnet. Das C83 ist das aus C99 entste®elaréaseprodukt.
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Abb. 21: Verteillung der Preseniline im Sacchar ose-Stufengr adienten mit H4-ind-L C99
Zéllen
Mit dem PNS aus H4-ind-LC99 Zellen wurde ein Saccharose-Stufengradient durchgefiihrt (s.Methode 3.7.1).
30 pg Gesamtprotein der jeweiligen Fraktion wurden in einer ID%-PAGE aufgetrennt und die Proteine
auf eine PVDF-Membran transferriert. Die Verteilung der Pigsenvurde Uber die C-terminalen Fragmente
im Gradienten nachgewiesen. Fur PS1 wurde daflr der ,Loop“-spezifische Antikérper 5023 (A) und fir PS2

der ,Loop“-spezifische Antikérper BI.HF5C (B) eingesetzt.

Zusammengenommen ergab die Fraktionierung der  H4-ind-LC99 Zdlen durch enen
Saccharosestufengradienten eine Membranfraktion, in der sowohl das y-Sekretase-Substrat C99 als

auch beide Preseniline angereichert worden waren. In dieser Fraktion wurden mikrosomale Membranen
angereichert. Sie enthielt dartiberhinaus Lysosomen, dagegen waren Endosomen nicht nachzuweisen.
Damit erfulite die mikrosomale Fraktion alle Voraussetzungen, um zur Etablierung eines zaflfreien

Sekretase Testsystem eingesetzt zu werden.
4.6.3 Daszellfreie Testsystem

Die y—Sekretase Aktivitat wurde bisher nur in Zellkultursystemen indirekt Uber die Sezernierung des
Proteolyseproduktes Abestimmt (Tischer und Cordell, 1996; Lichtenthaderal., 1997; Schrader-
Fischeret al., 1997). Es kann dabei jedoch nicht ermittelt werden, ob ein vermyt&ekretase
Inhibitor das Enzym direkt inhibiert. Er kdnnte auch indirekt zum Beispiel durch die Beeinflussung des
intrazellularen Transportes eine Minderung des Bildung oder Sezernierung herbeifihren. Ein
zellfreies System zur Bestimmung dgrSekretase Aktivitat, das ohne gerichteten Transport
funktionierte, wirde eine Aktivitatsbestimmung ohne diese zelluldaren Einflisse moglich machen. Damit
konnten spezifische Inhibitoren dgiSekretase ermittelt werden. Zusatzlich ermdglicht ein zellfreies

System erste Untersuchungen zum Proteasemechanismus Uber die Sensitivitdt des Enzyms gegeniiber

allgemeinen Proteaseinhibitoren. Eine genaue biochemische Charakterisierung des Enzyms wird jedoch
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erst moglich, wenn es in gereinigter Form vorliegt. Die zellfreie Bestimmung-8ekretaseaktivitéat
schafft daruber hinaus aber noch die Voraussetzung, um die Aktivitdt des Enzyms bei klassisch
biochemischen Aufreinigungsmethoden zu verfolgen. Damit wirde eine mogliche Alternative zu einem

genetischen Ansatz geschaffen.

IP: 6E10/4G8 BIl140/Bl42
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Abb. 22 : Z€llfreie Generierung von AP 40 und A3 42 ausisolierten Mikrosomen der

H4-ind-L C99 Zellen
De novo AB Entstehung im zellfreien System mit isolierten Mikrosomen aus H4 Zedlen, die mit den
Nukleotiden fur APP-LC99 stabil und induzierbar trégisft wurden. Mikrosomen wurden wie beschrieben
prapariert und bei 37°C unter Standardbedingungen (4 Stunden; pH6,8; 5mM EDTA) inkubiert. Nach der
Inkubation wurde f entweder durch 6E10/4G8 oder durch die spezifischen Antikérper Bl.40 und Bl.42
prazipitiert. Die prazipitierten Proteine wurden in einem Tris-Bicine Gelsystem aufgetrennt und danach auf
eine Nitrocellulose-Membran transferriert (Klafiet al., 1996). Das prazipitierte (A wurde mit den
Antikdrpern 6E10 und 4G8 (Kirat al., 1990) in einem hochsensitiven Westernblot-Verfahren nachgewiesen
(Idaet al., 1996). Um den basalen intrazellulareff @ehalt der H4-ind-LC99 Zellen zu bestimmen, wurden
Immunprazipitationen direkt mit der bei -80°C gelagerten mikrosomalen Fraktion durchgefuhrt (Spuren K).
Das Ausgangssubstrat C99 (Dreieck) wurde nicht von den spezifischen Antikdrper Bl.40 und Bl.42 erkannt.

Die untere Abbildung ist eine langere Exposition des unteren Drittles der oberen Abbildung.

70



Ergebnisse

Durch die Anreicherung des y-Sekretase Substrates C99 und der Preseniline in der Mikrosomenfraktion

aus H4-ind-LC99 Zdlen wurden alle Voraussetzungen geschaffen, um daraus ein zdlfreies y-Sekretase
Testsystem zu etablieren. Dazu wurde die mikrosomale Fraktion Sl mit einem geeigneten Puffersystem

bei 37°C inkubiert. Diey-Sekretaseaktivitat wurde anschlie3end indirekt Uber die Bildung des
proteolytischen ProduktespAbestimmt. Dieser Nachweis erfolgte durch eine Immunprazipitation des
AB mit Antikdrpern spezifisch gegen das C-terminale Ende der beiden Sp@z#3 vénd A 42 mit
anschlieRender Auftrennung der prazipitierten Proteine in einem Tris-Bicine Gelsystem ¢Klafki

1997) und einem angeschlossenen sensitiven Westernblott (&lla 1997; s. Méiode 3.6.6.2). Als
Kontrolle jeder Inkubationreihe diente ein Ansatz bei 4°C, der genauso lange inkubiert wurde wie die
37°C Proben. Als GroRenstandard der beiddh Bpezies wurden in jeder Gelelektrophorese
synthetische B40 und 4342 Peptide verwendet (Abb. 22).

In den ersten Ansatzen konnte eite novo Entstehung von B bei einer Inkubation bei 37°C
festgestellt werden (Abb. 22). Demgegeniiber fand bei einer Inkubation bei 4°C deeima/o
Entstehung von B statt. Durch Variationen in den Inkubationsbedingungen zeigte sich, dal3 bei
Anwesenheit von Chelatbildnern wie EDTA wéahrend der Inkubation die Ausbeute an nachweisbarem,
de novo gebildetem A, drastisch gesteigert werden konnte. Das gleiche Ergebnis wurde auch unter
Anwesenheit des spezifischen Calciumchelators BAPTA gemacht (Abb. 23 A). Aus diesem Grund
wurden alle Inkubationen mit 5 mM EDTA im Reaktionspuffer durchgefiihrt (s.Methode 3.8.5). Da
Transportprozesse zwischen Membranen ATP abhangig sind, werden sie unter EDTA Einflul3
gehemmt. Ein Transport zwischen Membranen ist einerseits energieabhéngig, andererseits sind
zusatzlich cytosolische Kofaktoren notwendig (Lupashial., 1996). Um letztendlich auszuschliel3en,

daf ein Cytosol- und ATP-abhangiger Transport an @eBillung beteiligt war, wurden Inkubationen

mit und ohne Cytosol aus H4-ind-LC99 Zellen bzw. ATP regenerierendem System, in der Fafigkeit A
zu bilden, verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 ein Cytosol und ATP abhé&ngigier Transport
nicht fur die A3 Bildung notwendig war. Aul3erdem beeinflu3ten cytosolische Faktoren die zellfeie A
Bildung nicht (Abb.23 B). Durch die Fraktionierung der Meerschweinchenleber wurden Golgi-

Membranen in der Fraktion SGF1 angereichert, die im hohen Mal3e PS-2 Fragmente enthielten (s. 4.2).
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Abb. 23 : Einflu3 von Cytosol und Chelatbildnern auf die zellfreie A8 Entstehung

Mikrosomen wurden wie beschrieben aus H4-ind-LC99 Zellen prépariert und bei 37 °C oder 4 °C unter
neutralen Bedingungen inkubiert. Die mikrosomalen Membranen wurden in An- oder Abwesenheit von
Kationenchelatoren, wie EDTA und BAPTA, bei 37°C inkubiert (A). Als Kontrolle wurden die mikrosomalen
Membranen bei 4°C in der Anwesenheit von EDTA inkubiert. Alle Ansatze wurden als Dreifachbestimmungen
durchgefihrt.

Der Einflu von Cytosol auf die fAEntstehung wurde durch An- oder Abwesenheit von Cytosol aus der
Meerschweinchenleber wéahrend der Inkubationen untersucht (B).

AB wurde nach der Inkubation mit den hochspezifischen Antikdrpern Bl.40 und Bl.42 prazipitiert und die
Proteine tber ein Tris-Bicine Polyacrylamid-Gelsystem aufgetrennt (Kda#tj 1996). Die beiden B Spezies
wurden anschlieBend mit den Antikérpern 6E10 und 4G8 (kinal, 1990) Uber einen hochsensitiven
Westernblot nachgewiesen (ldiaal, 1996).
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Um zu Uberprifen, ob das PS-2 aus dieser Golgifraktion die beobathteieo Entstehung von B
stimulieren konnte, wurde diese Fraktion zusammen mit tderF&ktion der H4-ind-LC99 Zellen
inkubiert. Dabei gab es jedoch keinen Unterschied in @eEAstehung zwischen einem Ansatz mit
Golgi-Fraktion und der Inkubation nur mit mikrosomalen Membranen der H4-ind-LC99 Zellen (Abb.
18).
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Abb. 24 Zdlfreie AB Generierung ohne Beteiligung von Membranen aus dem
M eer schweinchen
Mikrosomen wurden wie beschrieben aus H4-ind-LC99 Zellen prépariert und bei 37 °C oder 4 °C unter

neutralen Bedingungen inkubiert. Dief3 AEntstehung wurde unter An- oder Abwesenheit einerseits der
Membranen der Golgifraktion (s. Abb. 11 und 14) aus der Leberfraktionierung (A) und andererseits der
Fraktion B aus der Cortex und Hippocampus Fraktionierung (s.Abb.11 und 15) vom Meerschweinchen (B)
durchgefihrt. A wurde nach der Inkubation mit den hochspezifischen Antikérpern Bl.40 und Bl.42
prézipitiert und die Proteine Uber ein Tris-Bicine Polyacrylamid-Gelsystem aufgetrennt @lafki 1996).

Die beiden 8 Spezies wurden anschlieRend mit den Antikdrpern 6E10 und 4G8&fk&im 1990) Uber einen

hochsensitiven Westernblot nachgewiesen étd#., 1996).

Geringe Mengen an AP waren auch in den Kontrollansétzen (4°C Inkubation) nachzuweisen. Es
handelte sich hier bei umpA das schon vor der Praparation der Mikrosomenfraktion in den H4-ind-

LC99 Zellen aus dem C99 gebildet worden war (Abb. 22; Spurl und 2). Auffallig im zellfreien Ansatz
war der geringe proteolytische Umsatz des Substrates C9® (Abb 22; Spuren 5,6). Dieser Ansatz

zeigte weiterhin deutlich die Spezifitdit der monoklonalen Antikdrper Bl.40 und Bl.42, die spezifisch
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gegen den C-Terminus von AR 40 bzw. A3 42 gerichtet sind (Abb. 22). Diese Antikorper erkannten im
Gegensatz zu den Antikorpern 6E10 und 4G8, die auch das Substrat C99 und kleinere N-terminal
verkirzte APP-Fragmente prazipitierten (Abb.22; Spuren 5,6 und 11,12) nur fasitAdem
spezifischen Ende auf Aminoséure 40 oder 42. Dabei prazipitierte der Antikbrper Bl.42 sein Antigen
AB42 wesentlich schlechter (Abb.22; Spuren 11,12) als die Antikdrper 6E10 und 4G8 (Abb.22; Spuren
5,6).

Durch verschieden lange Inkubationen der mikrosomalen Fraktion konnte festgestellt werden, dal3 die
zellfreie A3 Bildung zeitabh&ngig war und nach drei bis vier Stunden ein Optimun erreichte (Abb.25
A).

4°C 37°C
ARl 4h llosh 1h  2n .30 |

.“"‘ “ “‘I‘

pH Feo !l 6all 68!l 7411 goll g5 AB

L]
e - .'40
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Abb. 25 : Zeit- und pH-Abhangigkeit der de novo Entstehung im zellfreien System

Die mikrosomale Fraktion wurde wie beschrieben prapariert (s.Methode 3.8.1) und unter Standardbedingungen
(4 Stunden; 5mM EDTA, pH 6,8) bei 4°C oder 37°C inkubierf vurde nach der Inkubation mit den
hochspezifischen Antikdrpern BI.40 und Bl.42 prazipitiert und die Proteine Uber ein Tris-Bicine Polyacrylamid

- Gelsystem aufgetrennt (Klafkt al., 1996). Die beiden B Spezies wurden anschlieBend mit den Antikérpern
6E10 und 4G8 (Kimet al., 1990) Uber einen hochsensitiven Westernblot nachgewieseret(kdg 1996).
Synthetische A 40 und A3 42 Peptide wurden als Standard verwendet. (A) Die zelfr8iekretase Aktivitat

wurde nach den angegebenen Zeitpunkten durch die Zugabe von 2% SDS gestoppt (it dRPAffer wie
angegeben prazipitiert (s.Methode 3.8.5). (B) Die mikrosomale Membranen wurden mit den geeigneten
Puffersystemen mit den angegebenen pH-Werten als Doppelbestimmungen inkubiert. Die pH-Werte wurden in

jedem Testgefal3 nochmals bestatigt.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 es gelungen war, ein zellfreies System zu etablieren, in
dem einede novo Entstehung von B nachgewiesen werden konnte. Died& Bildung war einerseits
unabhangig von cytosolischen Faktoren und ATP und andererseits war sie steigerbar durch die Zugabe

von chelatbildenden Agenzien.

Mit Hilfe des Systems zur zellfreien Bildung vois Aonnten die biochemischen Eigenschaftenyder
Sekretase erstmals ohne zellulare Einfliisse néher untersucht werden. Das pH-OptiyrSekosase
Aktivitat im zellfreien System lag im neutralen Bereich (pH 6,8-7,4). Sowohl ein schwach saurer pH
(6,0-6,4) als auch ein schwach alkalischer pH (8,0-8,4) hatten eine drastische Reduktjen der
Sekretaseaktivitéat zur Folge (Abb.25 B).

+KCl +Na,CO,
Ag ! acc Tazec!l 4oc 1 a7oc!l 4o 1 372!
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Abb. 26 : Diey-Sekretaseist eine transmembrane Protease

Die mikrosomale Fraktion wurde wie beschrieben prapariert (s.Methode) und unter Standardbedingungen (4
Stunden; 5mM EDTA,; pH 6,8) bei 4°C oder 37°C inkubiert. Die mikrosomalen Membranen wurden vor der
Inkubation entweder mit KCI-Puffer behandelt oder mit@®@s-Puffer extrahiert (s.Methode).fAwurde nach

der Inkubation mit den hochspezifischen Antikérpern Bl.40 und BIl.42 prazipitiert und die Proteine tber ein
Tris-Bicine Polyacrylamid - Gelsystem aufgetrennt (Klagial., 1996). Die beiden B Spezies wurden
anschlieend mit den Antikérpern 6E10 und 4G8 (K&al., 1990) Uber ein hochsensitiven Westernblot
nachgewiesen (Idet al., 1996). Synthetische40 und A3 42 Peptide wurden als Standard verwendet.

Be Beginn der Experimente war nicht bekannt, ob die y-Sekretase ene cytosolische,
membranassoziierte oder transmembrane Protease ist. Um diese Frage ndher zu untersuchen, wurde die
Mikrosomenfraktion SlII vor der Inkubation mit einer 1 molaren KCI-Losung behandelt oder mit einem
Na,CO; -Puffer extrahiert (s. Methode 3.8.4). AnschlieRend wurden die aus einem Ansatz stammenden
unbehandelten, behandelten oder extrahierten Membranen aefrdieo AP Bildung durch Inkubation

bei 37°C verglichen. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den drei Membranfraktionen in bezug auf

die A3 Bildung festgestellt werden (Abb. 26). Das Experiment wurde zur Uberprufung der
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Reproduzierbarkeit viermal mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. Dieser Versuchsansatz zeigte damit
deutlich, daR die Behandlung der Mikrosomenmembranen mit KCI- odg&SyRuffer auf diey-

Sekretaseaktivitat keinen Einfluld hatte.

Die weitere biochemische Charakterisierung ergab somit, daBSdikretase eine transmembrane, oder

zumindest stark membranassoziierte Protease ist, die ihr pH- Optimum im neutralen Bereich hat.

Um Uber den Proteasemechanismus ge8ekretase ndheren Aufschlu? zu erhalten, wurden
verschiedene kommerziell erhaltliche Proteaseinhibitoren in dem zellfreien Testsystem eingesetzt und
anschlieend deren Einflu3 auf dienovo Entstehung von B ermittelt. Mit den Proteaseinhibitoren
wurden alle vier bekannten Klassen von Proteasen abgedeckt. Es stellte sich jedoch heraus, dal3 alle
getesteten Proteaseinhibitoren keine Wirkung auf die zellfreie Aktivitay-8ekretase hatten. Damit

wurde deutlich, dafd kein klassischer Proteasemechanismus alleine fur die zellfreie Entstehupig von A

verantwortlich war (Abb. 27).
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Abb. 27 : Der zdlfreien AP Enstehung liegt kein allgemeiner Proteasemechanismus

zugrunde

Die mikrosomale Fraktion wurde wie beschrieben prapariert (s.Methode 3.8.1) und unter Standardbedingungen
(4 Stunden; 5mM EDTA, pH 6,8) bei 4°C oder 37°C inkubiert. Die angegebenen Proteaseinhibitoren wurden
in den entsprechenden Wirkkonzentrationen vor der Inkubation des Ansatzes zuge@elendédnach der
Inkubation mit den hochspezifischen Antikdrpern BIl.40 und Bl.42 préazipitiert und die Proteine Uber ein Tris-
Bicine Polyacrylamid - Gelsystem aufgetrennt (Kla#ti al., 1996). Die beiden B Spezies wurden
anschlieBend mit den Antikérpern 6E10 und 4G8 (Knal., 1990) Uber einen hochsensitiven Westernblot
nachgewiesen (Idet al., 1996). Synthetische40 und A3 42 Peptide wurden als Standard verwendet.
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4.6.4 Einflud der Preseniline auf die zellfreiey-Sekretase Aktivitat

Zur Etablierung enes zdlfreien y-Sekretase Testsystems wurden Membranen aus humanen
Neurogliomazellen isoliert, in denen sowohl das y-Sekretase-Substrat C99 als auch die endogenen
Preseniline angereichert worden waren. Die Preseniline sind wie bereits beschrieben fur die Bildung von
AP essentiell (De Stroopet al., 1998; Naruset al., 1998; Steineet al., 1999; Wolfeet al., 1999).

Um zu Uberprifen, ob sie auch im zellfreien System die beschriebene Aufgabe erfiillen, wurde in einem
neuen Ansatz der Einflu® der Preseniline aus der Mikrosomenfraktion der H4-ind-LC99 Zellen auf die
de novo Entstehung von B untersucht. Dazu wurden zunéchst H4-ind-LC99 Zellen mit einem
Konstrukt stabil transfiziert, das fur PS-1 D385N oder PS-2 D3é@dierte. Durch die
Untersuchungen von Wolfet al. und Steineret al. wurde deutlich, da3 der Austausch dieser
konservierten Aspartate in transfizierten Zellen sowohl die Endoproteolyse der Preseniline, als auch die
AB Bildung verhinderte (Steinet al., 1999; Wolfeet al., 1999). Diese PS-Mutationen wirken sich also
dominant negativ auf die@\Bildung aus. Dariiber hinaus konnte bei Uberexpression der Preseniline in
verschiedenen Zellen mehrfach gezeigt werden, dafl} die endogenen Preseniline durch rekombinante
Proteine ersetzt werden (Thinakaran et al., 1996; Thinakaran et al., 1997; Tomita et al., 1997;
Thinakaran et al., 1998; Leimet al., 1999). Die Regulierung dieses Phdnomens ist bis heute noch
nicht geklart. Aufgrund dieser beiden Befunde sollte durch die stabile Uberexpression der Presenilin
Aspartate-Mutanten ein ,funktioneller knockout* erzeugt werden, der die Spezifitat des zelffreien
Sekretase Systems belegen sollte.

Nach der Selektion der stabil transfizierten Zellen wurde durch Westernblot-Analysen mit Detergenz-
Zellysaten der H4-ind-LC99/ PS-1 D385N bzw. PS-2 D366A Zellen die Expression der rekombinanten
Preseniline im Vergleich zu den endogenen Mengen festgestellt (Abb. 28,s.Methode 3.6f.). Die fehlende
Endoproteolyse der Presenilin Aspartat-Mutanten wurde dadurch deutlich, dal’ die Holoprotein mit ca.
46 kDa (PS-2) und ca. 54 kDa (PS-1) stark angereichert wurden (Abb. 28). In den PS-1 D385N Zellen
ersetzte das rekombinante PS-1 vollstandig das endogene PS-2. Jedoch konnte das endogene PS-1
Fragment nicht von dem rekombinanten Protein reduziert werden. Die Uberexpression de3688-2 D

reichte ebenfalls nicht aus, um die endogene Expression beider Preseniline zu unterdriicken (Abb. 28).
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Abb.22 : Uberexpression von PS-1 D385N und PS-2 D366A in H4-ind-LC99 Zellen

H4-ind-LC99 Zellen wurden stabil entweder mit pcDNA3.1zeoPS-1-D385N oder mit pcDNA3.1zeoPS-2-
D366A transfiziert. Nach der Sdektion mit Zeocin wurde die Expression der Preseniline mit
Detergenzzellysaten (30ug) im Westernblot-Verfahren nachgewiesen. Als Kontrolle der endogenen Expression
der Preseniline wurden Zellysate der Ausgangszellinie mit aufgetragen. Die endogenen Preseniline lagen
ausschlie3lich als Fragmente vor (PS1-CTF; PS2-CTF). Die rekombinanten Preseniline mit den ausgetauschten
Aspartate kdnnen nicht endoproteolytisch gespalten werden (\&oHk, 1999; Steinert al., 1999) und
akkumulieren als ungeschnittene Proteine (PS1; PS2). Hohermolekulare Presenelin Aggregate sind durch die

hohe Uberexpression bedingt (*).

Dies kdnnte einerseits darauf zurtickzufuihren sein, dal3 kein einzelner Zellklon vorlag und damit Zellen

ohne Expression rekombinanter Preseniline vorhanden waren. Andererseits konnte festgestellt werden,
daR die Preseniline mit den ausgetauschten Aspartate bei hoher Uberexpression zum Teil noch
endoproteolytisch gespalten werden (persénliche Mitteilung C. Haass). Die PS-1 Fragmente koénnten

also zum Teil auch von dem rekombinanten Protein stammen.
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Abb. 23 : Einflul3 der Presenilin Aspartat-Mutanten auf die Verteilung des C99

im Saccharosegradienten

Mit dem PNS aus H4-ind-LC99 Zellen und den entsprechenden PS-1-D385N oder PS-2-D366A Zelen wurde

ein Saccharosestufengradient durchgefihrt. Um die Verteilung des C99 der drei Zellinien im Gradienten zu
vergleichen, wurden die Proteine (30ug) des PNS und der beiden Interphasen Sl und SliI in einem Tris-
Tricinegel aufgetrennt. AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF Membran Ubertragen
und spezifische Proteine im einem Westernblot-Verfahren nachgewiesen. A) C-terminale Fragmente wurden
mit dem Antikdrper 5818 detektiert. B) Um zu Uberprifen, ob die als C83 bezeichnete Bande das Produkt der
o-Sekretase darstellt, wurde die Membran mit dem Antikérper 6E10 rehybridisiert, der nur die ersten 16
Aminoséuren des C99 erkennt.

Die Interphase Slll ist die mikrosomale Fraktion, die zur zellfreien Inkubation eingesetzt wird (s.Abb.30). Es
ist zu beachten, dal3 aufgrund der geringen Proteinkonzentration der Sll Fraktion der H4-ind-LC99 Zellen nur

10 pg Gesamtprotein aufgetragen werden konnte.
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Aus den H4-ind-LC99/ PS-1 D385N bzw. PS-2 D366A Zellen wurde wie fur die H4-ind-LC99 Zellen
beschrieben, die mikrosomale Fraktion Sl isoliert (s. 4.4.2). Der Einflul der Preseniline in der
zellfreien Generierung von [Awurde durch den Vergleich derfABildung in dieser Fraktion zur
Inkubation der mikrosomalen Fraktion der H4-ind-LC99 Zellen festgestellt. Um zunachst Aufschlu3 zu
bekommen, ob der Austausch der Aspartate in den Presenilinen Einflu auf den Metabolismus oder auf
die zellulare Lokalisierung des C99 hatte, wurden die Fraktionen des Gradienten in einem Tris-Tricine
Gelssystem aufgetrennt und die C-terminalen APP Fragmente mit dem APP C-terminal spezifischen
Antikorper 5818 nachgewiesen. Durch die Expression der Hmsemit Aspartat-Mutation
akkumulierte in den Fraktionen Sl und SlII im Vergleich zu den Fraktionen der H4-ind-LC99 Zellen
das, durch diei-Sekretase aus C99 entstandene N-terminal verkirzte Fragment C83 (Abb. 29). Durch
die Rehybridisierung der Membran mit den Antikdrper 6E10, der nur die ersten 16 Aminosauren des
ABs erkennt, wurde bestatigt, dafl3 es sich bei dem C-terminalen APP-Fragment um das C83 handelt.
Dieses C83-Fragment wurde schon in geringen Mengen in der Fraktionierung der H4-ind-LC99 Zellen
in der Sl Fraktion nachgewiesen (Abb. 20). Die Ausgangsmenge des Substrates C99 in den SllI-
Fraktionen wurde zwischen der Ausgangszellinie und der Zellinie mit den PS-Aspartat Mutanten nicht
signifikant verandert. Obwohl die rekombinanten Preseniline die endogenen Preseniline in den
transfizierten Zellen nicht vollstandig ersetzen konnten, war bei beiden Mutanten Presenilinen die in der
Literatur beschriebene Akkumulation des C83 Fragmentes festzustellen (Abb. 29). Diese Ergebnisse
bestatigen damit Untersuchungen, die zeigten, dafd durch die Expression des PS-1 D385N oder des PS-2
D366A vorwiegend das C83 akkumulierte (Stertaal., 1999; Wolfeet al., 1999).

Die Expression der Proteine PS-1 (D385N) oder PS-2 (D366A) in APP transfizierten 29X awaflen

die Bildung von sekretiertempAkomplett verhindert (Steinet al., 1999; Wolfeet al., 1999). Auf der

Basis dieser publizierten Daten, sollte dif Ae novo Entstehung im zellfreien System ebenfalls
inhibiert werden.

Obwohl in der Sl Fraktion der H4-ind-LC99/PS-1 D385N Zellen gegeniiber der SlllI Fraktion der H4-
ind-LC99 Zellen kein signifikanter Unterschied in der C99 Menge vorlag (Abb. 29), zeigte der
Vergleich der 8 Entstehung durch Inkubation der Mikrosomenfraktionen, daf? die Anwesenheit des PS-
1 D385N eine drastische Reduktion der zellfreighd& novo Entstehung zur Folge hatte (Abb. 30).

Fur die mikrosomale Fraktion aus H4-ind-LC99/PS-2 D3d6#nte im Gegensatz dazu keine
Reduktion der 8 Bildung nach Inkubation bei 37°C im Vergleich zur Mikrosomenfraktion der H4-ind-
LC99 Zellen festgestellt werden (Abb. 30). Trotzdem deSekretaseprodukt C83 in der Sl beider
Zellinien mit Presenilin Aspartat-Mutanten stark angereichert wurde, konntedeano®o Entstehung

von P3 festgestellt werden. Da keine allgemeinen Proteaseinhibitoren im zellfreien Ansatz vorhanden

waren, konnte dieser Befund auf einen rapiden Abbau des P3 zurlickzufihren sein.

80



Ergebnisse

H4-ind-L C99

endo.  PS-1D38N  PS-2 D366A
4°C  37°C 4°C  37°C  4°C  37°C

— - - -

Abb. 24 : Einflu? von PS-1-D385N und PS-2 D366A auf die zellfreie Entbieng von AB

Mikrosomen wurden wie beschrieben aus H4-ind-LC99-PS-1 D385N bzw. PS-2 D366A Zdlen und H4-ind-

LC99 Zellen préapariert und unter Standardbedingungen (4 Stunden; 5mM EDTA; pH 6,8) bei 4°C oder 37°C
inkubiert. A3 wurde nach der Inkubation mit den spezifischen Antikdrpern Bl.40 und BIl.42 prazipitiert und
die Proteine Uber ein Tris-Bicine Polyacrylamid-Gelsystem aufgetrennt (Kéafi, 1996). Die beiden B
Spezies wurden anschlielend mit den Antikdrpern 6E10 und 4G8etkiim 1990) Uber einen hochsensitiven
Westernblot nachgewiesen (l@a al., 1996). Synthetische (A40 und A3 42 Peptide wurden als Standard

verwendet.
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5. Diskussion

Zur Behandlung der Alzheimer Erkrankung werden bereits Acetylcholinesterase-Inhibitoren (z.B.

Tacrine) eingesetzt. AulRerdem befinden sich verschiedene Substanzen in klinischen Phasen der
Entwicklung. Bei diesen Substanzen handelt es sich um Hemmstoffe allgemeiner endzindlicher Prozesse
(COX2-Inhibitoren) oder um Antioxidantien. Alle genannten Substanzen ermdglichen jedoch nur eine
symptomatische Behandlung der Alzheimer Erkrankung. Um den progressiven Krankheitsverlauf zu
beeinflussen oder sogar aufzuhalten, ist eine friihe Diagnose in Verbindung mit einer kausalen Therapie
notwendig. Allerdings sind die molekularen Mechanismen, die zur Entstehung der Erkrankung fuhren,
nicht vollstandig aufgeklart. Es gibt verschiedene Hypothesen, die versuchen die Pathogenese der
Alzheimer Erkrankung zu erklaren, wobei jeweils unterschiedliche auslosende Faktoren postuliert
werden. Deshalb ist es notwendig, weiterfihrende Experimente durchzufiihren, die zur Aufklarung
dieser pathologischen Mechanismen beitragen und einer der Hypothesen belegt. Dabei nehimen neue
vitro undin vivo Modelle eine entscheidende Rolle ein.

Eine zur Zeit stark favorisierte Hypothese ist die Amyloid-Hypothese (s.Einleitung). Darin nimmt die
Bildung, Aggregation und neurotoxische Wirkung d@sReptides eine zentrale Rolle in der Entstehung

der Alzheimer Erkrankung ein. Da dyeSekretase Aktivitat fur die Entstehung vofs Assentiell ist
(s.Einleitung), bildet sie einen mdglichen Ansatzpunkt, um grundlegend in den ProzeB Bidsiufg
einzugreifen. Dig-Sekretase ist allerdings noch nicht identifiziert und kloniert. Jedoch gibt es Hinweise,
dal3 die Preseniline dieSekretasen sein kénnten (Wodeal., 1999). Diese Theorie, die insbagere

von der Arbeitsgippe um D.Selkoe vertreten wird, ist zur Zeit stark umstritten. Eindeutig
nachgewiesen ist bis heute nur, daf? die Preseniline notwendige Faktoren fir die Entstehfinginebn A

(De Strooperet al., 1998; Naruset al., 1998). Ob sie dabei selbgiSekretase Aktivitat besitzen,
Aktivatoren dery-Sekretase sind oder Transportproteine darstellen, ist noch vollig offen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde sowohl die subzelluldare Verteilung der endogenen Preseniline
untersucht, als auch nach moglichen Interaktionen der Preseniline mit APP Fragmenten gesucht. Es
konnte gezeigt werden, dafld PS-1 vorwiegend im ER lokalisiert war, wohingegen PS-2 stark im Golgi
angereichert war. Weiterhin wurde eine Interaktion der Preseniline mit einem 21 kDa APP Fragment
nachgewiesen, wobei die Mutante-Form des Presenilins mehr C-terminalen APP Fragment band als die
Wildtyp-Form.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Entwicklung eines zellfreien Systems zur indirekten
Bestimmung dey-Sekretase Aktivitat vorgestellt. Mit Hilfe dieses Systems wird es mdglich, spezifische
Inhibitoren dery-Sekretase zu identifizieren. Dariiber hinaus ermdglicht dieses System indirekt die
Untersuchung des Proteasemechanismus/-&&kretase Uber die Sensitivitat des Enzyms gegentiber

allgemeinen Proteaseinhibitoren. Mit diesem zellfrgi&ekretase Systems konnte gezeigt werden, dald
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neben AQB-produzierenden (B-und y-Sekretase) auch AP-degradierende Proteasen vorliegen. Zudem

wurde ein pH-Optimum im neutralen Bereich flr giSekretase festgestellt. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dal3 digSekretase eine transmembrane oder zumindest sehr stark membranassoziierte Protease
sein muf3, die auch ohne cytosolische Faktoren aktiv ist. Die Spezifitdt des Testsystems konnte einerseits
dadurch deutlich gemacht werden, dal das PS-1, das schon in Zellkultur als essentielle
Proteinkomponente zur Entstehung vdd leschrieben wurde (De Strooptral., 1998; Naruset al.,

1998), auch in diesem zellfreieg- System notwendig ist. Andererseits zeigten allgemeine
Proteaseinhibitoren, die alle bekannten Proteasemechanismen abdeckten, keinen Einfluladé die A
novo Entstehung im zellfreien System. Dadurch erscheint eine unspezifigcHen&tehung durch

lysosomale Proteasen unwahrscheinlich.
51 L okalisierung endogener Preseniline

Einige experimentelle Beobachtungen sind nur sehr schwer mit der Hypothese vereinbar, dafl3 die
Preseniline, diey-Sekretasen sind. So konnte diel4@ Entstehung in spaten sekretorischen
Kompartimenten wie TGN und im endosomalen/lysosomalen System nachgewiesen werden (Koo und
Squazzo, 1994; @k et al., 1997; Hartmanmet al., 1997; Wild-Bodeet al., 1997). Die Presdme

wurden in Kulturzellen jedoch nicht in post-Golgi Kompartimenten detektiert (&aak 1996; Gucet

al., 1996; Kovacst al., 1996; Eldert al., 1996; Leet al., 1996; Waltert al., 1996; De Stroopest

al., 1997). Dieses rdumliche Paradoxon (,spatial paradox”) laf3t daher eher die Schluf3folgerung zu, dai3
die Preseniline indirekt die Bildung vorfAeeinflussen (Annaert und De Strooper, 1999). Deshalb ist

die Untersuchung der intrazellularen Lokalisierung der Preseniline und des APP wichtig, um Hinweise
Uber die Kompartimente zu bekommen, in denen beide Proteine direkt oder indirekt zur Bilduryy von A
fuhren kénnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die subzellulare Verteilung der endogenen Preseniline
und des APP in Leber- und Gehirnzellen des Meerschweinchens bestimmt. Dazu wurde eine
beschriebene biochemische Fraktionierung, die urspringlich fir die Rattenleber entwickelt wurde
(Taylor et al., 1997), auf das Meerschweinchengewebe Ubertragen und in unserem Labor etabliert. Die
Ergebnisse der Leberfraktionierung zeigten, da? das PS-1 vowiegend im ER lokalisiert war,
wohingegen das PS-2 fast ausschlieRlich im Golgi zu finden war (Abb. 14). Uber die Lokalisierung der
Preseniline liegen kontroverse Literaturdaten vor. Durch Kombination von subzellularen
Fraktionierungen mit konvokalen mikroskopischen Aufnahmen konnte gezeigt werden, dal die
Preseniline in Neuronen im glatten und rauhen ER, im ER-Golgi intermediate Kompartment (ERGIC)
und im cis-Golgi lokalisiert sind (Culvenoet al., 1997; Lah et al. 1997). Durch rein
immuncytochemische Nachweismethoden in PS Uberexprimierenden Zellen haben verschiedene
Arbeitsgruppen beide Predlére sowohl im ER, als auch im Golgi lokalisiert (Kovagsal., 1996; De
Strooperet al., 1997). Andere Publikationen zeigen, dal’3 das PS-1 fast ausschlie3lich im ER lokalisiert
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ist (Cook et al., 1996; Takashima et al., 1996; Baumann et al., 1997). In der Arbeit von Zhang et al.,

wurde die subzellulare Presenilin  Verteilung in transfizierten Zellen ebenfalls mit einer
Gradientenzentrifugation untersucht (Zhahgl., 1998). Dabei wurden PS—2 Fragmente wie in dieser
Arbeit auschlie3lich in Golgi-Vesikel lokalisiert. Zhaeg al. fanden allerdings Unterschiede in der
Verteilung des Gesamtproteins und der Fragmente der Preseniline. In der vorliegenden Arbeit konnte
diese Beobachtung nicht gemacht werden, da endogen die Preseniline nur als Fragmente nachweisbar
waren (Abb. 14; Abb. 16). Fur die Verteilung von PS-1 und PS-2 Fragmenten wurde kein Unterschied
nachgewiesen. Bei den beschriebenen Arbeiten mit kultivierten Zellen wurden ausschlie3lich Presenilin
Uberexpremierende Zellen verwendet, da dabei das endogene Expressionsniveau der Preseniline nicht
ausreicht, um mit den genannten Methoden die Lokalisierung nachzuweisen. Die Interpretation der
publizierten Daten wird dadurch erschwert, daf® kirzlich gezeigt werden konnte, dafld polytopische
Membranproteine wie CFTR (,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”) oder Preseniline
durch eine Uberexpression in sogenannten Aggresomen akkumulieren. Diese Strukturen entstehen als
Folge von zellularem StreR und der Uberlastung des Proteasoms (Jodnston 1998). Die
Unterschiede zwischen den Literaturdaten und den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnten damit zum Teil
durch eine artifizielle Verteilung der Preseniline durch die Uberexpression in den humanen Zellen erklart
werden. Der groBe Vorteil in der hier beschriebenen biochemischen Fraktionierung der
Meerschweinchengewebe liegt in der Moglichkeit, bei endogenem Expressionsniveau die Verteilung der
Preseniline zu untersuchen. Ein weiterer Nachteil in vielen Arbeiten ist die verwendete
Nachweismethode der Immunfluoreszenz, da dadurch eine eindeutige Trennung zwischen ER und Golgi
schwierig ist. Dagegen ist die in dieser Arbeit vorgestellte biochemische Fraktionierung speziell fir die
Trennung von ER- und Golgi-Membranen entwickelt worden (Taglal., 1997), wodurch die genaue
intrazellulare Lokalisierung der Preseniline erst moglich wurde.

In der gleichen Fraktionierung der Meerschweinchenleber wurde das endogene APP vorwiegend im ER
und im Golgi nachgewiesen (s. Ergebnisse Abb. 13; Abb. 16). Diese Daten werden durch
Immunfluoreszenzanalysen unterstitzt, die APP in humanen Kulturzellen neben der Lokalisierung in
Transportvesikeln und an der Plasmamembran hauptsachlich in diesen beiden Kompartimenten
nachwiesen (Slurgt al., 1994). Da APP eiRkonstitutiv sekretiertes Protein ist (Selkd®96), das in
Neuronen durch Transcytose vom Axon bis zu den Dendriten transportiert wird (Sinan3996),

ist die vorwiegende Lokalisierung im ER und im Golgi erklarbar.

Zusammenfassend machen die Ergebnisse zur subzellularen Lokalisierung von APP und den
Presenilinen in der Meerschweinchenleber deutlich, daR APP mit PS-1 im ER und mit PS-2 erst im
Golgi co-lokalisiert. Mutationen im PS-1 und im PS-2 kdnnten deshalb in den entsprechenden
Kompartimenten Einflu? auf die Bildung vordAaehmen. Diese Annahme wird durch die Beobachtung
unterstitzt, dal® ein Teil des intrazellulargpdZ ebenfalls im ER und im friihen Golgi entsteht (Cook

et al., 1997; Hartmanret al., 1997; Wild-Bodeet al., 1997; Xiaet al., 1998). Ob der Einflul? der
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Presenilin Mutationen jedoch durch eine direkte Interaktion oder durch indirekte Transportprozesse
verursacht wird, konnte dadurch nicht geklart werden. Deshalb wurden zusatzlich Untersuchungen zur

Interaktion der beiden Preseniline mit APP durchgefuhrt.
5.2 Interaktion der Preseniline mit C-terminalen Fragmenten des APP

Die Beobachtung, dafl3 Fibroblasten von Alzheimer Patienten mit Mutationen in den Presenilinen auch
eine erhodhte Sezernierung vofi4® aufweisen, machen den Einfluld der Presenilin-Mutationen auf den
Stoffwechsel des APP deutlich (Lemeteal., 1996; Scheunest al., 1996). Diese Ergebnisse wurden

durch Untersuchungen an transgenen Mausen mit PS—1 Mutationen bestétigt, da in Gehirnen dieser
Tiere ebenfalls erhdhtep42 Spiegel nachgewiesen wurden (Daifél., 1996). Durch Experimente mit
Neuronen transgener Mause, bei denen das PS—1 Gen auf gentechnischem Wege ausgeschaltet wurde
(PS-1-/-), konnte eine drastisch reduziertf S&ezernierung im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen
festgestellt werden. Auf3erdem akkumulierten in den PS-1-/- Neuronen C-terminale APP Fragmente, die
die Substrate dey-Sekretase darstellen (De Stroogeerl., 1998; Naruset al., 1998). Diese Daten
machen deutlich, dal3 das PS-1 fir die Entstehung fonofwendig ist. Die Preseniline sind also
sowohl an dem normalen, als auch an dem pathogenen Stoffwechsel des APP beteiligt. Diese
Experimente konnten jedoch keine Aussage dariiber machen, ob die Preseniline direkt git dem
Sekretase Substrat interagieren oder nur einen indirekten Einflu3 auf3diEnt&tehung austben.
Obwohl das raumliche Paradoxon zwischen der Presenilin- Lokalisierung und der intrazell@daren A
Entstehung gegen einen direkten EinflulR der Preseniline spricht, kann dieser in den frihen
Kompartimenten ER und Golgi, in denen die Preseniline und APP co—lokalisieren, nicht ausgeschlossen
werden (Cooket al., 1996; Kovacst al., 1997). Um einen Hinweis auf einen direkten Einflufd der
Preseniline in der Bildung vonfAzu bekommen, sollte untersucht werden, ob die Preseniline mit einem
Vorlaufer des B8s in den frihen Kompartimenten direkt assoziiert sind. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dal3 die Preseniline sowohl in PS-1 und PS-2 berexpremierenden Zellen als auch bei
endogenem Expressionsniveau in Leber bzw. Cortex/Hippocampus Gewebe vom Meerschweinchen mit
einem 21 kDa grofRen C—terminalen APP Fragment interagieren. Schon friih wurde ein stabiles C-
terminales APP Fragment mit dieser Gro3e aus humanen GehirngefdRwandungen isoliert (E&amaoka
al., 1992), was auf die Bedeutung dieses Fragmentes hindginste. Zuséazlich wurde in der
Beyreuther Arbeitsgruppe eine weitere Spaltstéli§galtstelle) N-terminal zuB-Sekretase Spaltstelle
postuliert. Durch die Aktivitat einer unbekannten Protease ad-8eglle sollte in neuronalen Zellen ein

19-22 kDa grol3es C-terminales APP-Fragment entstehen (Senhahs 1996). Da die Entstehung

dieses Fragmentes von anderen Arbaifggen nicht bestatigt wurde, ist der Existenz des 21 kDa APP-
Fragmentes keine grof3e Beachtung geschenkt worden. Durch die beschriebene Fraktionierung des

Cortex und Hippocampus vom Meerschweinchen konnte die Existenz des Fragmentes im Gehirngewebe
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jedoch bestatigt werden (s.Abb. 16C). Weder in Lebergewebe vom Meerschweinchen noch in
kultivierten humanen Zellen mit endogener APP Expression konnten APP-Fragmente dieser GréRRe
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnten darauf hinweisen, daf3 normalerweise das 21 kDa
Fragment schnell abgebaut wird. Diese Annahme wird dadurch unterstitzt, daf® nur durch
Uberexpression von APP in HERO3 Zellen in Verbindung mit einer Zugaben Protease-Inhibitoren

wie E64 und Leupeptin neben kleineren C-terminalen APP Fragmenten vor allem auch das 21 kDa
APP-Fragment in Lysosomen akkumulierte (Hagtsal., 1992a). Diese Ergebniskénnten einerseits
bedeuten, dal? APP C-terminale Fragmente zu den Lysosomen transportiert und dort abgebaut werden.
Andererseits konnte das APP von der Plasmamembran reinternalisiert werden und tber das 21 kDa
Fragment als Zwischenprodukt vollkommen abgebaut werden. Schon frih wurde die Hypothese
aufgestellt, dal? das APP nach der Reinternalisierung in Endosomen proteolytisch geschnitten wird und
die C-terminalen Fragmente in Lysosomen abgebaut werden (idaaks 1992a). Allerdings kann

dabei nicht ausgeschlossen werden, dal3 C-terminale APP Fragmente schon zu einem friiheren Zeitpunkt
im sekretorischen Weg entstehen kdnnten. Diese Annahme wird durch zwei Beobachtungen unterstitzt.
Zum einen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dafld das 21 kDa APP Fragment in Fraktionen zu
finden war, die mit ER-Membranen angereichert waren (Abb. 14,15). Weiterhin konnte in Fibroblasten
von Mausen mit einer PS-1 ,knockout“—Mutation ebenfalls C—terminale APP Fragmente in ER- und
Gogli—Vesikel detektiert werden (Xt al., 1998). Bei der Analyse der Gradientenfraktionen der H4-
ind-LC99 Zellen stellte sich jedoch heraus, dafl mit dieser Methode des Stufengradienten ER-
Membranen nicht von Lysosomen getrennt werden konnten (Abb. 19). Deshalb kann nicht
ausgeschlossen werden, dal3 die co-prazipitierenden APP-Fragmente ebenfalls aus Lysosomen der
Zellen stammen. Allerdings wurden die Preseniline nicht in Lysosomen nachgewiesen. Da jedoch das C-
terminale APP Fragment erst Uber die Prazipitation der Preseniline detektiert wurde, ist es hochst
unwahrscheinlich, dal’ die co-prazipitierten APP-Fragmente in Lysosomen lokalisiert waren. Bisher
wurden dem 21 kDa Fragment keine physiologische Bedeutung zugeschrieben, da es nicht als direkte
Vorstufe des sezernierterfangesehen wurde. Eine Arbeitsgruppe hat demgegeniber die Hypothese
aufgestellt, dal das APP Fragment durch einen nicht—sekretorischen Stoffwechselweg des APP im
endosomal/lysosomalen System entsteht und ein direkte VorstufeBvdarstellt (Knopst al., 1992).

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Interaktion zwischen den Presenilinen und dem C-terminalen APP-
Fragment weist darauf hin, dal3 die physiologische Bedeutung des 21 kDa Fragmentes in der A
Entstehung grol3er sein konnte, als bisher angenommen wurde.

Die bisher genannten Ergebnisse stimmen nicht mit den Daten aus zwei Arbeitsguppen Uberein, die eine
Interaktion der Preseniline ausschlie8lich mit der unreifen Form des APP beschrieben haben
(Weidemannet al., 1997; Xiaet al., 1997b), was darauf hindeutet, daf} diese Interaktion in friihen
Kompartimenten der Zelle stattfand. Ein C-terminales APP Fragment liel3 sich dabei nicht mit den

Presenilinen co—prazipitieren. Diese Ergebnisse werden zur Zeit noch kontrovers diskutiert, da in
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anderen Gruppen weder die Interaktion mit dem unreifen APP, noch mit Fragmenten davon
nachgewiesen werden konnte (Kim et al., 1997; Steiner et al., 1998; Thinakaran et al., 1998; Ray et al.

1999). Auch in dieser Arbeit konnte die Interaktion zwischen dem unreifen APP und den Presenilinen

nicht bestatigt werden. Die Unterschiede in den hier vorgestellten Ergebnissen mit den Literaturdaten
konnten darauf zurtickzufuhren sein, daf3 in der vorliegenden Arbeit humane Gehirnzellen verwendet
wurden. In allen anderen Arbeiten wurden CHO, COS oder HEK 293 Zellen benutzt, die im Vergleich
zu den hier verwendeten Zellinien einen anderen APP Metabolismus besitzen kénnten. Hinweise auf
derartige Unterschiede gibt es aus Beobachtungen in unserem Labor. Die Behandlung von HEK 293
und H4 Zellen mit gleichen Substanzen fuhrte nur in den HEK 293 Zellen zur Reduzierung des
sezernierten B. Die Substanz hatte auf dieBASezernierung der H4 Zellen keine Auswirkungen
(unveroffentlichte Daten). Es ist bereits bekannt, daf? es zelltypspezifische Unterschiede im APP
Metabolismus gibt.

So ist in neuronalen Zellen zum Beispiel der amyloidogene Metabolismus des APP dominanter als in
nicht—neuronalen Zellen (Chuegal., 1997).

5.3 Einflu3 der Presenilin Mutationen auf den Komplex zwischen den Presenilinen

und dem C-terminalen APP Fragment

Durch die Expression der Mutation-tragenden Preseniline konnte, trotz geringeren Expressionsniveaus,

im Vergleich zum Wildtyp mehr C—terminales Fragment des APP co—prazipitiert werden. Im Gegensatz
dazu wurde bei den Arbeiten von Xetal. und Weidemanst al. kein Unterschied in der Interaktion

der Mutanten- und der Wildtyp-Form der Preseniline mit APP festgestellt (Weidetr@nn1997; Xia

et al., 1997b). Die unterschiedliche Interaktion der beiden Pifiesermen mit APP konnte auf die
Intermediarprodukte des APP Stoffwechsels beschrankt sein und wiirde damit bei der Interaktion der
Preseniline mit der unreifen Form des APP nicht auftreten. Aufgrund der bisherigen Befunde zur
Interaktion der Preseniline mit APP, wurde die Hypothese aufgestellt, daf? schon geringe konformelle
Veranderungen im Komplex zwischen APP und den Presenilinen den Zugap&ealeetase fur den
spezifischen Schnitt, der zur Bildung def4& flhrt, erleichtern kénnte (Xiet al., 1997b). Dieses

Modell wirde erklaren, warum alle Fehlsinn-Mutationen der Preseniline, die an verschiedenen Regionen
der Preseniline verteilt sind, eine erhoh{&2 Sezernierung zur Folge haben. Durch die Mutationen in
den Presenilinen konnte ein  Konformationsunterschied hervorgerufen werden. Diese
Konformationsanderung kdnnte zwei mogliche Auswirkungen haben. Zum einen konnte der Protein-
Komplex zwischen den Presenilinen und APP stabilisiert werden. Zum anderen kdnnte die Affinitat der
Preseniline erhoht werden, um den Komplex mit APP einzugehen. Da die Beobachtung gemacht wurde,
dalR nur ein geringer Teil des APP mit dem Presenilin interagierte@h 1997b), wirden beide
Annahmen erklaren, warum durch die Mutationen der Preseniline mehr C—terminales APP Fragment co-

prazipitiert. Letztendlich konnte durch die Ergebnisse in dieser Arbeit zum erstenmal gezeigt werden,
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daf} die Mutationen in den Presenilinen auf Proteinebene Veranderungen im Komplex mit einem APP
Intermediat verursacht. Die Mutationen in den Presenilinen kdnnten im Rahmen der vorgestellten
Hypothese also durch die Stabilisierung oder durch eine konformelle Anderung des Komplexes die

Bildung des amyloidogenerer3A2 begiinstigen.

54 EineInteraktion von PS-1 und PS-2 mit dem direkten y-Sekretase Substrat C99

konnte nicht nachgewiesen werden

Das C99 wird als direkter Vorlaufer vorAangesehen (Shagt al., 1992; Selkoe, 1996; Lichtenthaler

et al., 1997; Lichtenthalegt al., 1999). Eskonnte in den hier vorgestellten Analysen nicht mit den
Presenilinen co—prazipitiert werden. Das APP wird im Zuge des amyloidogenen Stoffwechselweges auf
seinem sekretorischen Transport durch die Zelle in verschiedenen Kompartimen{@metaBolisiert

(Wilson et al., 1999; s. Einleitung). Dabei fuhrt zunéchst BeSekretaseschnitt zur Bildung des C99

und nachfolgend entsteht durch die Aktivitat gebekretase daspA(s. Einleitung). Diey-Sekretase

scheint ihr Substrat C99 sehr schnell umzusetzen, so dal3 es selbst in APP transfizierten Zellen nicht
nachzuweisen ist (Haassal., 1992b). Wird dig3-Sekretion des APP zum Beispiel durch Mutationen

an derB-Sekretaseschnittstelle erhdht, so erhdht sich auch entsprechend das sez@fi@itiomet

al., 1992; Cakt al., 1993; Felsenstemt al., 1994). Aus diesen Ergebnissen a3t sich schlieRen, dald die
B-Sekretase der limitierende Schritt in der Entstehung v@risA Auch in den hier beschriebenen
Untersuchungen konnte das C99 in den verwendeten Zellen so schnell umgesetzt werden, dal3 es mit
Hilfe von Co—-Immunprazipitationen nicht zu detektieren ist. Im Gegensatz dazu muf3te das 21 kDa
Fragment zun&chst durch den geschwindigkeitsbestimmenden SchitiSi#retase zu C99 umgesetzt
werden und konnte damit noch in dem Komplex prézipitiert werden.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten Pdiereine Interaktion der Preseniline mit dem C99
feststellen, die nicht allein auf dieBASequenz beschréankt war. Ein Sequenzbereich der direkt N-
terminal nach def3-Sekretasespaltstelle liegt, reichte aus, um die Interaktion des PS-2 mit dem
intrazellularer3-APPs nachzuweisen (Praderal., 1999). Diese Ergebnisse unterstiitzen Befunde, die
zeigten, dal3 das APP Homolog APLP2, das keifeR&gion besitzt, ebenfalls mit PS-2 interagiert
(Weidemannet al., 1997). Damit wird bestatigt, dal3 die Sequenz bis zur bereits beschriébenen
Schnittstelle (Simonst al., 1996), die zur Bildung des 21 kDa APP Fragmentes fuhrt, fur die
Interaktion mit den Presenilinen wichtig ist. Jedoch belegen die Autoren eine luminale Interaktion des
C99 mit dem N-Terminus der Preseniline (Praeteal., 1999). Zum einekonnte dieses Ergebnis in

der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden, da nur Antikérper gegen den C-Terminus der Preseniline
ein APP Fragment co-prazipitierten. Zum anderen wurde in mehreren Untersuchungen gezeigt, dal3 der
N-Terminus der Preseniline zum Cytoplasma gerichtet ist ([Bbahn, 1996; Li und Greenwald, 1996;

De Stroopekt al., 1997; Lehmanet al., 1997; Nakagt al., 1999), wodurch eine luminale Interaktion
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dieses Endes mit der AB Region schwer erklarbar wird. Auf3erdem wurde fur die Untersuchungen der
Interaktionen ein artifizielles Zellkultursystem benutzt, indem Presenilin und C99 in einem Zellklon
stark Uberexprimiert wurden. Aufgrund dieses Versuchsansatzes stellt sich die Frage, ob die
beobachtete Interaktion der Proteine aufidi®ivo Situation Ubertragbar ist. Demgegentiber kdnnen
unspezifische Interaktionen, die durch eine Uberexpression verursacht wurden, durch die
Untersuchungen im Meerschweinchengewebe ausgeschlossen werden. Weiterhin konnte durch die
Verwendung eines induzierbaren Expressionssystems in dieser Arbeit eine standige Uberexpression

verhindert werden, was artifizielle Protein-Interaktionen minimiert.
55 Das zellfreie Testsystem

Durch die Anreicherung sowohl der Preseniline als auchyegskretase Substrates C99 in der
Mikrosomenfraktion aus H4-ind-LC99 Zellen wurde die Mdglichkeit geschaffen, um mit Hilfe dieser
Membranfraktion ein zellfreieg-Sekretase Testsystem aufzubauen. Es konnte erfolgreich ein zellfreies
System etabliert werden, indem eide novo Entstehung von B nachgewiesen werden konnte
(Abb.22). Durch das Ergebnis wird deutlich, dal3 alle Faktoren fir die Aktivitat8ekretase in der
Mikrosomenfraktion der H4-ind-LC99 Zellen vorhanden waren. Allerdings war der Umsatz des C99 zu
AB sehr ineffizient. Dieser Befund konnte einerseits auf unzureichende Mengen an vorhandenen
Kofaktoren dery-Sekretase, wie zum Beispiel die Menge an Presenilinen, zurtickzufihren sein, da unter
anderem die Preseniline fir die Entstehung vBmétwendig sind (De Stroopet al., 1998; Naruset

al., 1998; Steineet al., 1999b; Wolfeet al., 1999a). Andererseitgdnnte das Zusammentreffen des

C99 mit dery-Sekretase aufgrund des Fehlens einer Kompartimentierung und eines gerichteten
Transportes im zellfreien System ein seltenes Ereignis sein, das nur durch die Steigerung der
Substratmenge erhéht werden kann.

Eine de novo Entstehung von B im zellfreien System wurde nur unter neutralen Bedingungen
festgestellt (Abb.25). Bisher wiesen verschiedene Untersuchungen mit synthetischen Peptidsubstraten
darauf hin, dal3 Cathepsine, insbesondere Cathepsin D, fur die Entstehung des C-Termirfsis von A
verantwortlich sein konnten (Ladret al., 1994; Evinet al., 1995; Mackayet al., 1997). Auch in der
mikrosomalen Fraktion, die fur die zellfreie Bildung vofd dingesetzt worden war, konnten Lysosomen
nachgewiesen werden (Abb.13). Ein wichtiges Argument spricht jedoch dagegen, dafl} lysosomale
Proteasen fur die hier beschriebenen zellfreie Generierung faerantwortlich sind. Alle lysosomale
Proteasen haben gerade im sauren pH-Bereich ihr Aktivitatsoptimum. In den pH-Bereichen unter 6,8
konnte in dem hier vorgestellten System jedoch kdésovo AP Bildung mehr nachgewiesen werden
(Abb.25). Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu einem kirzlich veréffentlichten zellfreien
System, indem nur einde novo AP Bildung im sauren Bereich bis zu einem pH-Wert von 6,4

erkennbar war (Wolfet al., 1999a). In diesem System kann damit nicht ausgeschlossen werden, daf3
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die zelfree AB Generierung durch die Aktivitat lysomaler Proteasen verursacht wurde. Allerdings
wurde diese lysosomale Aktivitat nicht durch die Zugabe allgemeiner Cystein- und Serin-Protease-
Inhibitoren wie E64 oder Leupeptin inhibiert, die einen Grof3teil der lysosomalen Proteasen inhibieren.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 diese Serin- und Cystein-Protease-Inhibitoren keinen
EinfluR auf die zellfreie Generierung vor Aaben (Abb.27). Diese beiden Befunde unterstiitzen die
Annahme, dal3 die hier vorgestellte zellfré@&novo AR Entstehung nicht durch lysosomale Proteasen
hervorgerufen wurde.

Durch Untersuchungen mit Agenzien wie Chloroquine oder Ammoniumchlorid, die den pH im
endosomalen/lysosomalen System erhéhen und damit Proteaseaktivitaten innerhalb dieser
Kompartimente herabsetzen, wurde in nicht-neuronalen Zellen eine Reduktion des sezerfigerten A
erkennbar (Shogt al., 1992; Haasst al., 1993). Aul3erderkonnten C-terminale APP-Fragmente, die

die Vorstufen fur 8 darstellen, ebenfalls in diesen spaten Kompartimenten der Zelle nachgewiesen
werden (Koo und Squazzo, 1994). Diese Ergebnisse belegen, daffiosansle/lysosomale System in
nicht-neuronalen Zellen der Entstehungsort des sezerniefens Neben dem sezerniertefd wvird

noch einen intrazellularerpA,Pool* beschrieben, der nicht sezerniert wird, sondern innerhalb der Zelle
verbleibt und experimentell nur durch Extraktion mit Ameisensaure nachzuweisen ist (Skastrahgki

1998; Greenfieldet al., 1999; Yanget al., 1999). In neuronalen Zellen dagegen wird durch die
Blockierung des lysosomalen Abbaus die Bildung v@rfix den intrazellularen ,Pool* nicht beeinfluf3t
(Tienariet al., 1997). Zusatzlickonnte als Bildungsort des intrazellular verbleibend@rdas ER und

der Golgi-Apparat bestimmt werden (Caglal., 1997; Hartmanet al., 1997; Wild-Bodet al., 1997,
Greenfield et al., 1999). Zusammengefal3t weisen die Daten darauf hin, dalR unterschiedliche
Kompartimente und damit auch unterschiedliche Proteasen an der Bildung des sezernierten und des
intrazellularen As beteiligt sein konnten. In dem Testsystem von Walli@. kdnnte die beobachtete

A Bildung durch Aktivitaten endosomaler oder lysosomaler Proteasen verursacht worden sein, die fur
die Bildung des sezernierter3s verantwortlich sind. Dagegen weist das hier vorgestellte Testsystem

die Proteasen nach, die da@ #ir den intrazellularen B ,Pool” bilden (s.auch Einleitung).

551 Diey-Sekretaseist einetransmembrane Protease

Bisher ist nicht bekannt, ob djeSekretase eine cytosolische oder eine membrangebundene Protease ist.
Weiterhin konnte noch nicht geklart werden, ob cytosolische Komponenten fiir eineyekékectase
notwendig sind. Auch mit dem zellfreien System von Welfal. konnte diese Frage nicht geklart
werden, da zusatzliche Faktoren flur die beobachf@tErstehung in dem zugegebenen Retikulozyten-
Lysat enhalten sein konnten (Wokeal., 1999). Im vorliegenden Testsystem sind fir die zellfr@ie A
Bildung keine cytosolischen Proteine oder Kofaktoren notwendig (Abb.23). Alle cytosolischen

Komponenten wurden vor der 37°C Inkubation durch eine Ultrazentrifugation von den Membranen
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abgetrennt. Damit konnte erstmalig gezeigt werden, daftSikretase keine cytosolische Protease ist.
Darliber hinaus wurde durch die Extraktion der Membranen vor der Inkubation deutlich, dal3 die
Sekretase hochstwahrscheinlich eine in der Membran verankerte Protease ist, da durch die Extraktion
die Bildung von A nicht beeintrachtigt wurde. Zusatzlich missen eventuelle Komponenten, die fir die

Proteolyse zu B notwendig sind, ebenfalls fest in oder an der Membran verankert sein.

5.5.2 AP wird durch eine Calcium-abhangige Protease degradiert

Das ER hat in der Zelle die wichtige Aufgabe, sicherzustellen, daf Proteine ihre richtige Konformation
einnehmen, bevor sie zu ihrem Bestimmungsort in der Zelle transportiert werdenef{@aut1993).

Dazu besitzt das ER ein effizientes Qualitdts-Kontrollsystem, das falsch gefaltete Proteine sofort
abgebaut. Man unterscheidet dabei einen Proteasom- abhangigen von einem Proteasom-unabhéngigen
ER-Degradationsprozef3 (Plemper und Wolf, 1999). Intrazellulare Proteasen schitzen also die Zelle vor
falsch gefaltete Proteine, die aggregieren kénnten und damit eine zellschadigende Wirkung hatten.

In dem hier vorgestellten zellfreien Testsystem zur Bestimmungy-&=kretase-Aktivitdt konnte
festgestellt werden, dal? die Menge an nachweisbaférdufch die Zugabe von Chelatbildnern wie

EDTA verstarkt werden konnte (Abb.23A). Daraus 143t sich schliel3en, daf’ auch in den H4-ind-LC99
Zellen intrazellulare-B abbauende Proteasen vorhanden sind, die im Inkubationsansatz aktiv waren
und durch die Zugabe von Chelatbildnern gehemmt wurden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 die
Aktivitat der AB-abbauenden Proteasen von zweiwertigen Calciumionen anhéngig war (Abb.23A). Es
ist bekannt, dal} Metalloproteasen von chelatierenden Agenzien wie EDTA oder EGTA gehemmt
werden (Ramchandraet al., 1995). Deshalb liegt die Vermutung nahe, dal3 es sich bei Ben A
abbauenden Proteasen um intrazellulare Calcium-abhéngige Metalloproteasen handeln konnte.
AuBRerdem deuten die Ergebnisse darauf hin, dalR @é°raduktion und der PB-Abbau zwei
unterschiedliche Prozesse sind, die bereits beide im ER stattfinden konnen. Diese Ergebnisse werden
durch die Daten von Bunnett al. unterstiitzt, die mit Hilfe eineg-Sekretase-Substrates, das mit
speziellen Peptiden an den Enden markiert wurde, ebenfalls diese beiden Prozesse im ER unterscheiden
konnten. In ihrem Zellkultursystem ist ein Proteasom-unabhéngiger Mechanismus fir den Abbau des
ABs verantwortlich (Bunnekét al., 1998). In dem hier vorgestellten Testsystem kann ein Proteasom-
abhangiger Abbaumechanismus ausgeschlossen werden, da die cytosolischen Bestandteile des
Proteasoms durch Zentrifugation von den Membranen abgetrennt wurden. Somit konntgh die A
abbauenden Proteasen ein Bestandteil des von Buarall beschriebenen Proteasom-unabhangigen
ER-Abbau-Mechanismus sein. Da sich neben mikrosomalen Membranen in der SllI Fraktion, die fur die
Inkubationen eingesetzt wurde, auch Lysosomen befanden (Abb.19), kann nicht ausgeschlossen werden,
dafd lysosomale Proteasen an dem Abbau fdseteiligt sind.

Es gibt zahlreiche Beispiele fur3Adegradierende Enzyme (Kurochlgnal., 1994; Naidwet al., 1995;
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Qiu et al., 1996; Matsumoto et al., 1996; Qiu et al., 1998; Yamin et al., 1999). Sie besitzen die
Gemeinsamkeit, dalR sie ausschlie3lich sezerniefiedegradieren, was eine wichtige physiologische
Funktion in der Entfernung des neurotoxischgds Aus dem extrazellular Raum darstellt. Nimmt man
jedoch an, daf3 bereits das intrazellulaBen&urotoxisch ist, kommt den intrazellularefd-abbauenden
Proteasen eine entscheidende Rolle beim Schutz vorXauggelosten Toxizitat zu. Diese These wird
durch Untersuchungen an primdren Neuronen unterstiitzt, die zeigten, dal3 ein Tg#2lexHon in

frihen Kompartimenten der Zelle entsteht und nicht szerniert wird (Skovrensky 1998). Neueste
Ergebnisse mit transgenen Tiermodellen unterstreichen die Wichtigkeit des intrazelluireta A
festgestellt werden konnte, dal’ eine Neurodegeneration schon allein durch intrazgiuAdgygregate,

also ohne eine Beteiligung von extrazelluldaren Plaques ausgeldst werden kanmt (&huil999).
Aufgrund diese Ergebnisse wurde von Wilsenal. ein Modell zur Entstehung der Alzheimer
Erkrankung aufgestellt. Danach ist die Aggregation des intrazellula@? Aeiner der frihen
Ereignisse, die zum neuronalen Zelltod fihren und damit einen urséchlichen Faktor in der Entstehung
der Erkrankung darstellt (Wilsost al., 1999). Eine Neurodegeneratikinnte demnach sowohl durch

die Erhohung des intrazellularenp4?2 Spiegels als auch durch einen unzureichende Abbau des
intrazellularen ABs verursacht werden. Im Zuge dieses Modells wirden die intrazellulgBen A
abbauenden Proteasen eine wichtige Funktion in der Beseitigung des neurotox[$sh&nnahmen.

Eine Reduktion oder ein Ausfall dieses Kontrollsystems, wie im zellfreien System durch die Zugabe von
EDTA simuliert, hatte die pathologische Aggregation vghid ER zur Folge und wirde nach dem
Modell mit einer Neurodegeneration enden. Deshalb mif3ten Menschen mit Muationen in fiesen A
abbauenden Proteasen eigentlich potentielle Alzheimer Patienten sein. Es wurden bisher jedoch keine
Alzheimer Patienten gefunden, die Mutationen in Genen tragen, die fur Mitglieder des ER-
Kontrollsystems codieren. Die Ursache dafir liegt hochstwahrscheinlich darin, dafl3 die Auswirkungen

eines fehlerhaften ER-Kontrollsystems flr einen Organismus lethal waren (Aridor und Balch, 1999).
5.5.3 Der y-Sekretase Aktivitat liegt kein bekannter Proteasemechanismus zugrunde

Es sind vier verschiedene Protease Familien bekannt : Cystein-Proteasen; Serin-Proteasen; Metallo-

Proteasen und Aspartat-Proteasen. Die Mitgleider einer Familie besitzen die gleichen grundlegenden
proteolytischen Mechanismen. Deshalb kénnen neue Proteasen durch ihre Sensitivitat auf allgemeine
Proteaseninhibitoren, die spezifisch fir einzelne Familien sind, klassifiziert werden (Febvetrs

1993).

Um festzustellen, ob dey-Sekretase Aktivitat einer der vier Proteasemechanismen zugrunde liegt,
wurde der Einflu3 finf verschiedener Proteaseinhibitoren auf die zellfreie Entstehung von A
untersucht. Es zeigt sich, dal3 kein Proteaseinhibitor eine Reduktida n@ro Entstehung von Bim

zellfreien System verursachte (Abb.27). Es gibt bereits Proteasen, die in keiner der vier Proteasefamilien
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anhoren, da sie einen ungeklarten Proteasemechanismus besitzen. Es besteht die Mdoglichkeit, dai
Proteasen dabei sind, die einen vollig neuen Mechanismus zur Hydrolyse einer Peptidbindung aufweisen
(Powerset al., 1993). Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dafsSkretase ebenfalls eine
Protease mit einem neuen Proteasemechanismus sein konnte. Bereits die Lage der Schnittstelle innerhalb
der Membran unterstreicht die Besonderheit der Protease éKahg1987).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten Mugphly durch Mutationsstudien im Bereich der
Sekretaseschnittstelle eine Pepstatin sensitive von einer Pepstatin insensBelaretaseaktivitat
unterscheiden (Murphgt al., 1999). Die Autoren folgerten daraus, dal3 mehr alsyeBekretase fir

die Bildung von /A verantwortlich ist. Die Auswirkungen der Mutationen an der
Sekretaseschnittstelle zusammen mit der Pepstatin Behandlung wurde jedoch nur tiber die Anderung der
sezernierten B Spezies gemessen. Veranderungen im intrazellularBnwarden dabei nicht
berticksichtigt. Da das sezerniert@ An endosomalen/lysosomalen System der Zelle gebildet wird
(Haasst al., 1993; Kooet al., 1994; Wilsoret al., 1999),kénnte die von Murphyt al. beschriebene
Pepstatin-sensitiveABildung durch dig/-Sekretaseaktivitat verursacht worden sein, die ausschlief3lich

fur die AB Entstehung in diesen sauren Kompartimenten verantwortlich ist. Damit wiirde die Wirkung
des Pepstatins auf die Entstehung des sezerniegebeschrankt sein. Diese Annahme wird durch das
Wirkspektrum von Pepstatin unterstitzt, da Pepstatin ausschlie3lich Aspartat-Proteasen inhibiert, die
aufgrund ihres pH-Optimums in der Zelle im endosomalen/lysosomalen System zu finden sind (Kay,
1985). Da im Gegensatz zu dem Systan Murphyet al. in dem hier vorgestellten zellfreign
Sekretase Testsyste vorwiegend die Proteasen betrachtet werden, die f(B Higsfehung des
intrazellularen ,Pools” im ER und im Golgi verantwortlich sind (s.4.5), wird der fehlende Einflul3 von

Pepstatin erklarbar.
554 PS-1ist fur die zellfreie Entstehung von f notwendig

In der mikrosomalen Fraktion aus H4-ind-LC99 Zdlen, die zur Etablierung des zdlfreien y-Sekretase
Testsystem eingesetzt wurde, waren beide Preseniline gegeniiber dem PNS angereichert (Abb.21).
Durch Untersuchungen mit PS-1 und PS-2, bei denen ein konserviertes Aspartat ausgetauscht wurde,
konnte gezeigt werden, dal3 durch diese dominant negative Mutation sowohl die Endoproteolyse der
Preseniline als auch eing3Mildung inhibiert wurde (Steinest al. 1999; Wolfeet al., 1999). Diese
Ergebnisse bestatigen, dald die Preseniline fir den Prozef3BdBilddng essentiell sind. Um die
Spezifitat des zellfreieny-Sekretase Testsystems zu beweisen, sollte untersucht werden, ob die
Preseniline in der mikrosomalen Fraktion ebenfalls notwendig fly-8iekretase Aktivitat sind. Dazu
wurden stabil transfizierte Zellen hergestellt, die neben dem induzierbaren LC99 die Preseniline mit dem
ausgetauschten Aspartat exprimierten. Da bekannt ist, dal3 die Auswirkungen der rekombinanten

Presenilin Aspartat-Mutanten auf die3 ABildung dominant gegentiber der endogenen Presenilin
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Funktion sind (Steiner et al. 1999; Wolfe et al., 1999), sollte durch die Uberexpression der Pi@sen
Aspartat-Mutanten ein funktioneller ,knockout“ der Preseniline hergestellt werden. Es konnte gezeigt
werden, dafd durch die Anwesenheit des PS-1-D385N in der mikrosomalen Fraktion die deltivece

AB Bildung vollstandig verhindert wurde (Abb.30). Dieses Ergebnis macht einerseits deutlich, daf im
zellfreien System ein spezifischer Presenilin-abhangiger Mechanismus fiir die Entstehun@ von A
verantwortlich ist. Andererseits sprechen die Ergebnisse gegen eine unspezifische Bildufigzuom A
Beispiel durch lysosomale Proteasen.

Im Gegensatz dazu konnte fur PS-2 trotz des Austausches des konservierten Aspartates kein Einfluf3 in
der zellfreierde novo AP Bildung nachgewiesen werden (Abb.30). Damit belegen diese Befunde, daf? es
Unterschiede im bezug auf di8Aildung zwischen PS-1 und PS-2 geben kénnte. Diese Ergebnisse
stehen jedoch im Widerspruch zu Untersuchungen mit PS-2-D366A transfizierten Zellen, die den
dominant negativen Effekt auf dieBASezernierung durch das veranderte PS-2 nachgewiesen haben
(Steineret al., 1999). Eine mdgliche Erklarung fur diesen Untersckiguhte sein, dal’ das PS-2 nur fir

die Bildung des sezerniertenfé essentiell ist. Da in dem zellfreien System wahrscheinlichy-die
Sekretase Aktivitat nachgewiesen wurde, die d@dik den intrazelluldaren ,Pool* bildet, wiirde man

fur die PS-2 Aspartat-Mutante keine Auswirkungen auf déienovo AP Bildung erwarten. Diese
Hypothese wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzt, die PS-2 in ,spateren* Kompartimenten
als PS-1 nachwiesen.

Andererseits konnten die Daten auch dadurch erklart werden, daf3 die Expressionsmenge an PS-2-
D366A nicht ausreichte, um den dominant negativen Effekt eRAduktion hervorzurufen. Diese
Annahme wird durch die Untersuchung der Expressionsmengen der Presenilin Aspartat-Mutanten in
H4-ind-LC99 Zellen unterstiitzt, die zeigten, dal3 die Expression des PS-2-D366A nicht ausreichte, um
das endogene PS-1 zu ersetzen (Abb. 28). Demgegeniiber reduzierte die Uberexpression des PS-1-
D385N das medogene PS-2 vollstandig (Abb. 28). Die Anwesenheit des endogenen PS-1 in der
mikrosomalen Fraktion der PS-2-D366A Zellkinnte damit die Ursache fiir die beobachtefe A
Entstehung sein. Gegen diese Erklarungsmoglichkeit spricht allerdings, daf3 es keinen Unterschied
zwischen der PS-2 und der PS-1 Aspartat-Mutante bei der Akkumulation des C-terminalen APP-
Fragmentes C83 in den SlI und Sl Fraktionen des Gradienten gab (Abb.29). Dadurch wird deutlich,
dal3 auch die Expression der PS-2 Aspartat-Mutante ausreichte, um diesen dominanten Effekt auf den
APP Metabolismus auszutben.

Es ist gelungen, die Spezifitat des zellfrejeBekretase Testsystems durch den dominant negativen
Effekt des PS-1-D385N auf dide novo AP Bildung zu belegen. Dagegen konnte ein dominant
negativer Effekt des PS-2-D366A im zellfreien System nicht nachgewiesen werden. Letztendlich kann
jedoch nicht véllig ausgeschlossen werden, dal3 auch das PS-2 dendego Entstehung des [#s im

zellfreien System beteiligt ist.
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6. Zusammenfassung

Morbus Alzheimer ist eine progressive, neurodegenerative Erkrankung, die weltweit die haufigste Form
der Demenz darstellt und im mittleren bis spaten Lebensabschnitt auftritt. Die neuropathologischen
Merkmale beinhalten das Auftreten von extrazellularen Ablagerungen aus fibrilloggi#hPAptiden

in senilen Plagues und intraneuronalen Akkumulationen von hyperphosphoryliertem Tau in sogenannten
neurofibrillaren Bindeln. Obwohl die meisten Alzheimer Falle sporadisch und Alters-assoziiert
auftreten, gibt es eine autosomal dominant vererbte Form (FAD; Fantdisidher Dsease), die schon

in einem frihen Lebensabschnitt (ab 28 Jahren) ausbrechen kann. Diese aggressive Alzheimer Form
wird durch Mutationen imAmyloid-Precursor-Protein-Gen @PP) oder denPresenilin-Genen PS-1
undPS-2) ausgeltst. Die Presenilin (PS) Proteine sind entscheidend an der Entstehufdoeteiligyt.

So erhéhen FAD-assoziierte Mutationen in PS-1 und PS-2 die Bildungp4ih AulR3erdem verhindern
sowohl homozygote PS-1 Null-Mutationen (PS-1-/-) in transgenen M&usen, als auch dominant negative
PS-1 Mutationen in Kulturzellen diefABildung. Diese Belege sprechen fir die zur Zeit favorisierte
Amyloid Hypothese, in der die toxische Wirkung de@8-Peptides in der Entstehung der Alzheimer
Erkrankung eine zentrale Rolle einnimmt. BiSekretase ist eine Protease, deren Aktivitat fur die
Entstehung von B aus dem Vorlauferprotein APP essentiell ist. Damit bildet sie einen madglichen
Ansatzpunkt, um grundlegend in den Prozel3 deBidung einzugreifen. Dig-Sekretase ist allerdings

noch nicht identifiziert oder kloniert. Es gibt Hinweise, dal3 die Preseniidekretase Aktivitat
besitzen kénnten. Diese Theorie ist bis heute jedoch nicht eindeutig belegt.

In dieser Arbeit sollten die molekularen Mechanismen dfr Eatstehung und insbesondere die
Beteiligung der Preseniline an diesem Prozeld untersucht werden. Dazu wurde zunéchst die subzellulare
Verteilung der endogenen Preseniline analysiert. Es konnte erstmalig ein Unterschied in der
subzellularen Verteilung zwischen PS-1 und PS-2 festgestellt werden. PS-1 war vorwiegend im ER
lokalisiert, wogegen PS-2 stark im Golgi-Apparat angereichert war. Im zweiten Teil der Arbeit wurde
nach mdglichen Interaktionen der Preseniline mit C-terminalen APP Fragmenten gesucht, die die
Substrate dey-Sekretase darstellen. Es konnte gezeigt werden, dalR die Preseniline mit einem 21 kDa
grof3en C-terminalen APP Fragment interagieren. Dabei band die Mutante-Form der Preseniline mehr
C-terminales APP Fragment als die Wildtyp-Form. Weiterhin wurde ein zellfreies System zur indirekten
Bestimmung dey-Sekretase Aktivitat etabliert. Mit Hilfe dieses Systems wird es mdglich, Inhibitoren
der y-Sekretase zu identifizieren. Die Spezifitat des zellfreien Testsystems konnte dadurch deutlich
gemacht werden, dal3 das PS-1, das schon in Zellkultur als essentielle Proteinkomponente zur
Entstehung von B beschrieben wurde, auch in diesem zellfrgie€dekretase System notwendig war.

Allgemeine Proteaseinhibitoren, die alle bekannten Proteasemechanismen abdeckten, zeigten keinen
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Einflu® auf diede novo Bildung von A3. Es konnte festgestellt werden, dafl} nebeny«Bekretase als
AR produzierende Protease aucfh @bbauende Proteasen vorlagen. Das pH-Optimung-8ekretase
wurde im neutralen Bereich festgestellt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dgfSekeetase eine
transmembrane oder zumindest membranassoziierte Protease ist, die keine cytosolischen Komponenten

bendtigt.
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