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1 Einleitung 

 

1.1 Morbus Alzheimer ist eine schwere, neurodegenerative 

Demenzerkrankung 

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, die vor allem durch eine 

progressive und irreversible Abnahme kognitiver Funktionen wie der Gedächtnisleistung und 

Orientierung charakterisiert ist (1). Es wird zwischen der seltenen, familiär bedingten (Anteil 

von bis zu 5,5 %) und der sporadisch auftretenden Form unterschieden (2, 3). Letztere ist die 

weitaus häufigere Form und tritt ab einem Alter von 65 Jahren auf (1, 2). Zurzeit Morbus 

Alzheimer mit einem Anteil von 60 – 80 % die häufigste Ursache für Demenz (4–6). 

Epidemiologische Studien berechneten eine weltweite Prävalenz von 26,6 Millionen 

Erkrankten im Jahr 2006 und prognostizieren bis 2050 eine Vervierfachung der Prävalenz auf 

etwa 106,8 Millionen (7). 

Die Ursachen der sporadischen Morbus Alzheimer-Form sind bis heute noch nicht 

ausreichend geklärt (8). Fortschritte in der Erforschung der pathophysiologischen Grundlagen 

der Erkrankung, sowie in der Entwicklung neuer Therapieoptionen werden mit der stetig 

zunehmenden Prävalenz von Morbus Alzheimer immer dringlicher. 

Ursächlich für den kognitiven Abbau im Rahmen von Morbus Alzheimer ist die Schädigung 

und schließlich der Untergang von Neuronen des Zentralen Nervensystems (ZNS). Die 

extrazelluläre Akkumulation von beta-Amyloid (Aβ) im Gehirn ist ein Hauptcharakteristikum 

der neurodegenerativen Erkrankung (9, 10) und steht in der Diskussion wesentlich zu diesem 

neuronalen Verlust beizutragen (11). 

 

1.2 Die Akkumulation von Aβ korreliert mit Demenz 

Aβ wird von einer Vielzahl von Zellarten des ZNS in die interstitielle Flüssigkeit (ISF) des 

Hirnparenchyms sekretiert (12–15). Man vermutet, dass Aβ physiologisch die Aktivität von 

hippocampalen Synapsen reguliert (16) und die Konsolidierung von erlerntem Wissen fördert 

(17). Darüber hinaus wirkt Aβ positiv auf die synaptische Plastizität (17, 18). Neuere Studien 

konnten zeigen, dass Aβ-Monomere in physiologischen, niedrigen Konzentrationen eine 

neuroprotektive Wirkung entfalten, unter anderem indem sie zur Aufrechterhaltung der 

Glukosehomöostase beitragen und Neurone unter trophischen Mangelzuständen vor dem 

Zelltod schützen (19–21). 
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Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen der Sekretion von 

Aβ-Monomeren und deren Abtransport aus dem Hirnparenchym. Gerät dieses System in eine 

Dysbalance und es kommt zu einem Konzentrationsanstieg von Aβ in Hirnparenchym, 

begünstigt dies die Aggregation von Aβ-Monomeren zu Oligomeren, welche sich, bei einer 

weiteren Anreicherung, schließlich in Form von unlöslichen Plaques ablagern können (22–24). 

Einige Autoren dikutieren, dass ein dynamisches Gleichgewicht zwischen den unlöslichen Aβ-

Aggregationsformen und Oligomeren vorliegen könnte, wobei sich aus den Aβ-

Großaggregaten erneut Oligomere herauslösen könnten (25, 26). Im Gegensatz zu den 

anderen Aβ-Spezies weisen insbesondere Aβ-Oligomere eine starke Neurotoxizität auf (10, 

27–29). Basierend auf der Amyloid-Hypothese, induziert ein signifikanter 

Konzentrationsanstieg der Aβ-Oligomere über verschiedene Mechanismen anfänglich 

neuronale Funktionsstörungen, sowie später den Untergang von Neuronen und schließlich 

das Auftreten von Demenz (22). 

Für das Ungleichgewicht zwischen Aβ-Sekretion und -Abtransport sowie für die daraus 

resultierende pathologische Akkumulation in der sporadischen Form der Alzheimer-

Erkrankung, werden beeinträchtigte Abtransportmechanismen im Gegensatz zu einer 

Überproduktion von Aβ verantwortlich gemacht (30). 

 

1.3 Der Großteil der Aβ-Clearance erfolgt über die Blut-Hirn-Schranke 

Aβ wird über verschiedene Clearance-Mechanismen aus dem ZNS eliminiert. Neben zellulärer 

Degradation durch Neurone und Gliazellen (31–33), proteolytischem Abbau durch 

extrazelluläre Enzyme (34, 35), passiver Eliminierung über ISF bulk flow entlang des 

perivaskulären Raumes (36) und der Absorption in den Liquor (37), wird Aβ ebenfalls über die 

Blut-Hirn-Schranke (BHS) in den Blutkreislauf (38, 39) und anschließend zum Abbau in Leber, 

Nieren und Milz transportiert (40, 41). Der relative Anteil der jeweiligen Mechanismen am 

Gesamtabtransport von Aβ aus dem ZNS ist zur Zeit noch unklar (33), jedoch ist die führende 

Auffassung, dass der BHS-Transport, mit bis zu 73 % Gesamtanteil die übrigen Mechanismen 

übertrifft (38). 

 

1.4 Die Endothelzellschicht kontrolliert den Stoffaustausch über die Blut-Hirn-

Schranke 

Die BHS ist eine selektive Barriere der zerebralen Kapillaren, an der der Stoffaustausch 

zwischen dem Gehirn und dem vaskulären System stattfindet (42, 43). Im Gegensatz zu 

anderen mikrovaskulären Endstromgebieten, zeichnet sich die BHS durch einen speziellen 
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Aufbau aus. Hierdurch wird ein optimales Milieu für eine unbeeinträchtigte neuronale Funktion 

erzeugt und reguliert sowie das Gehirn vor potenziell schädlichen Substanzen aus dem 

Blutstrom geschützt (44). Strukturell besteht die BHS aus einem dreischichtigen Verbund von 

Endothelzellen, Perizyten und Astrozyten (42, 45, 46). Diese bilden zusammen mit den 

benachbarten Neuronen und Mikrogliazellen die neurovaskuläre Einheit (47). 

Die äußerste, dem Hirn zugewandte Schicht der BHS bildet ein flächendeckender Mantel aus 

Astrozytenfortsätzen (48–50). Über diese sogenannten perivaskulären Endfüßchen stehen die 

Astrozyten in engem Kontakt mit den Endothelzellen der BHS und sind in der Lage im Sinne 

der gemeinsamen Regulation der Permeabilität der BHS und der metabolischen Homöostase 

des Hirnparenchyms miteinander zu kommunizieren und sich gegenseitig zu beeinflussen 

(51). Die Schicht der Astrozytenfortsätze ist jedoch durch ihre etwa 20 nm großen 

interzellulären Spalträume (52) durchlässig für Proteine nahezu jeder Größe und trägt daher 

nicht direkt zur Schrankenfunktion der BHS bei (53). 

Die mittlere Schicht bilden die Perizyten und die Basalmembran des Endothels (54). Erstere 

beeinflussen durch ihre Kontraktionsfähigkeiten unter anderem die Durchlässigkeit der 

Endothelzellschicht der BHS und regulieren die lokale Durchblutung (55). 

Die innerste, dem Blutstrom zugewandte Schicht, stellt das kontinuierliche Endothel der 

zerebralen Kapillaren dar (46). Das Endothel der BHS ist als Barriere zwischen dem 

vaskulären System und dem ZNS vor allem durch die Expression von speziellen tight junctions 

500 bis 1000 Mal dichter (56) als das Endothel anderer Gewebe (44, 57). Die tight junctions 

erzeugen eine zirkuläre Adhäsionszone zwischen benachbarten Endothelzellen, wodurch der 

parazelluläre Durchtritt von Substanzen entlang der Interzellulärspalten reduziert und der 

Stoffaustausch zwischen Blut und Gehirn über transzelluläre Wege forciert wird. Außerdem 

tragen tight junctions zur Erzeugung und Aufrechterhaltung der Zellpolarität bei, indem sie 

Proteine und lipid rafts daran hindern über die Adhäsionszone hinweg frei in der 

Membranebene zu diffundieren (39, 48, 57, 58). Die so erzeugte Polarisierung der 

Endothelzelloberfläche in apikale bzw. luminale und basolaterale bzw. abluminale 

Zellmembranbereiche ermöglicht eine asymmetrische Distribution von Membranbestandteilen, 

wie Proteinen und Lipiden, sodass strukturell und funktionell unterschiedliche Areale an der 

Zelle entstehen (58, 59). Diese asymmetrische Zusammensetzung der Zellmembran stellt die 

Grundlage für viele gerichtete transendotheliale Transportsysteme dar (59). Vor allem 

spezialisierte, proteinbasierte Mechanismen wie Rezeptor- und Carrier-vermittelter Transport 

oder aktiver Transport durch Transportproteine gewährleisten den Stoffaustausch über die 

BHS (60). Die spezifische Lokalisation der Transportproteine, abluminal oder luminal, 

determiniert die Richtung des Transports über die BHS (39). Durch die Barrierefunktion und 

die präzise abgestimmten Transportmechanismen, kontrolliert das Endothel der BHS sowohl 
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den Influx von Nährstoffen in das ZNS als auch den Efflux von potenziell schädlichen Stoffen, 

wie Aβ und anderen Stoffwechselprodukten in die Peripherie (61). 

 

1.5 Der abluminale Rezeptor LRP1 ist ein zentrales Transportprotein der Aβ-

Clearance 

Eines der prominentesten Proteine die zum Aβ-Efflux aus dem Gehirn über die BHS beitragen 

ist der Rezeptor Low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) (38, 62–64). LRP1 

ist ein Mitglied der Low density lipoprotein-receptor- (LDLR-) Familie (65) - einer Gruppe von 

membrangebundenen Rezeptoren, die unter anderem extrazelluläre Liganden binden und 

deren Internalisierung vermitteln (66, 67). Der 600 kDa große Rezeptor besteht aus zwei nicht-

kovalent verbundenen Untereinheiten. Die 515 kDa große extrazelluläre α-Kette bindet 

Liganden, während die 85 kDa große transmembranöse β-Kette über intrazelluläre 

Signalkaskaden die Endozytose des Rezeptor-Liganden-Komplexes einleitet (68–70). LRP1 

wird von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen exprimiert (71, 72) und übernimmt neben der 

Rezeptor-vermittelten Endozytose viele weitere Aufgaben im Rahmen der Zellmigration, 

Signaltransduktion, Immunreaktion, Expressionsregulation sowie des Abbaus einiger Proteine 

(65, 71). Eine Interaktion mit LRP1 ist für mehr als 40 verschiedene Liganden beschrieben 

(73). 

In Endothelzellen der BHS befindet sich LRP1 auf der abluminalen Membranoberfläche (74) 

und ist an einem Großteil des Aβ-Transports aus dem ZNS über die BHS beteiligt (75). 

 

1.6 PICALM vermittelt den Eintritt von Aβ in das endosomale System 

Nach der Bindung von Aβ-Monomeren an LRP1 wird der Rezeptor-Liganden-Komplex über 

Clathrin-vermittelte Endozytose (clathrin mediated endocytosis, CME) internalisiert (76, 77). 

Neben der CME gibt es ebenfalls Clathrin-unabhängige Transportmechanismen (78), die 

jedoch kaum zur Endozytose von größeren Molekülen beitragen. Mithilfe des mehrstufigen 

Prozesses der CME werden etwa 95 % aller Substanzen in die Zelle aufgenommen (79, 80). 

Zu Beginn bindet Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein (PICALM) (vormals 

Clathrin-assembly lymphoid myeloid leukaemia protein, CALM (81)) über Phosphatidylinositol 

(80, 82) an die Plasmamembran und den Aβ-LRP1-Rezeptor-Liganden Komplex (74). PICALM 

ist ein zytoplasmatisches Adaptorprotein (83), welches physiologisch in zwei Isoformen, einer 

etwa 65 kDa großen und einer etwa 70 kDa großen Form vorliegt (84) und nach einigen 

genomweiten Assoziationsstudien zu einem der wichtigsten Risikofaktoren für Morbus 

Alzheimer zählt (85–87). Im Anschluss erfolgt die Assoziation weiterer Adaptorproteine, sowie 
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die PICALM-vermittelte Rekrutierung und Bindung des Clathrin-Mantels  (80, 82, 88). 

Dieser Proteinkomplex initiiert die Invagination der Plasmamembran und führt zur Endozytose 

des Rezeptor-Liganden-Komplexes (82, 89–91). Nach der Abschnürung erfolgt der Eintritt des 

Endozytosevesikels in das endosomale System, wobei sich der Mantelproteinkomplex von der 

Vesikeloberfläche löst (91). 

Endothelial exprimiertes PICALM spielt neben der Endozytose von LRP1-gebundenem Aβ 

auch in dessen intrazellulärem Weitertransport eine essentielle Rolle (74, 84, 92). Darüber 

hinaus gibt es Hinweise, dass PICALM an der endothelialen Aβ-Transzytose der BHS und 

somit an der Aβ-Clearance regulatorisch beteiligt sein könnte (84). So konnte gezeigt werden, 

dass eine verminderte PICALM-Expression in Hirngefäßendothelzellen mit einer verstärkten 

Akkumulation von Aβ korreliert, während eine Wiederherstellung der PICALM-Expression zu 

einer Reduktion der Aβ-Menge führt (74). 

 

1.7 Rab 11-positive Endosomen stellen ein zentrales Kompartiment der Aβ-

Transzytose dar 

Nach der Endozytose fusioniert das Transportvesikel mit einem frühen Endosom, einem 

Membrankompartiment das durch das Rab-Protein (Ras-related in brain, Rab) Rab 5 

gekennzeichnet ist (93–96). Rab-Proteine sind eine Gruppe von kleinen (21 – 25 kDa (97, 98)) 

GTP-bindenden Membranproteinen, die der Superfamilie der Ras-Proteine angehören (99) 

und ubiquitär in endosomalen Zellkompartimenten exprimiert werden (96, 98). Durch ihre 

jeweilige spezifische subzellluläre Lokalisation ermöglichen sie eine strukturelle und 

funktionelle Unterscheidung der verschiedenen Kompartimente (94, 100). Zudem regulieren 

sie vielfältige Funktionen in der intrazellulären Vesikelsortierung, spielen eine essenzielle Rolle 

in der Endo- und Exozytose von Proteinen und Lipiden und koordinieren deren intrazellulären 

vesikulären Weitertransport (97, 98, 101). 

In den Rab 5-positiven frühen Endosomen erfolgt die Sortierung der endozytierten Substanzen 

entsprechend ihrer Zieldestination entlang des Degradations- oder des Recycling-Pfades (97, 

102, 103). Rab 7-assoziierte späte Endosomen führen Proteine ihrem Abbau zu (94, 96, 104). 

Diese Vesikel reifen durch Veränderungen ihrer Membrankomposition aus Rab 5-positiven 

Endosomen (105) und übertragen ihren Vesikelinhalt an Lysosomen (103, 106, 107), die die 

Proteine mittels einer Kombination von proteolytischen Enzymen bei gleichzeitig sauren pH-

Werten degradieren (102, 103, 106–108). Proteine, die zur Transzytose oder zum 

Rücktransport zu der Plasmamembran bestimmt sind, werden in Rab 11-positiven Vesikeln 

weitertransportiert (96, 106). In diesen sogenannten Sorting-Endosomen (dt. Sortierung) wird, 

nach der Dissoziation des Rezeptor-Liganden-Komplexes das Recycling des Rezeptors in 
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seinen ursprünglichen Zellmembranabschnitt, sowie der Weitertransport des Liganden bis zur 

Transzytose vermittelt (109, 110). 

In einem in vitro Endothel-Modell der BHS konnte gezeigt werden, dass eine dominant-

negative Rab 11-Mutation (S25N) zu einer Reduktion des gerichteten Aβ-Transports von 

abluminal nach luminal um 75 % führte. Eine dominant-negative Rab 7-Mutante (T22N) zeigte 

keinen signifikanten Effekt auf die Transportrate. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen 

konnte gezeigt werden, dass PICALM LRP1-gebundenes Aβ nach der Internalisierung nicht 

zum Abbau in Rab 7-positive späte Endosomen, sondern zu Rab 11-positiven Sorting-

Endosomen dirigiert (74). 

 

1.8 Der luminale ABC-Transporter P-gp vermittelt den Aβ-Efflux in das 

vaskuläre System  

Ein weiteres, essentielles Element des Aβ-Effluxes über die BHS ist P-Glykoprotein (P-gp) (13, 

111–113). P-gp oder ABCB1 (Adenosine triphosphate-binding cassette sub-family B 

member 1) ist das Produkt des MDR1-Genes (Multidrug resistance-1) und beschreibt ein etwa 

170 kDa großes membranassoziiertes Transportprotein der ATP-binding cassette-

Transporter-Familie (114–118). ABC-Transporter transportieren ATP-abhängig Substanzen 

gegen einen Konzentrationsgradienten über Lipidmembranen (114). P-gp wird von vielen 

Barriere- und Exkretionsgeweben und in besonders hohem Maße auf der luminalen Seite der 

BHS-bildenden Endothelzellen exprimiert (119–124). Bekannt ist P-gp als Effluxpumpe mit 

breiter Substratspezifität die den Eintritt einer Vielzahl von Xenobiotika aus dem Blutstrom in 

das Endothel limitiert (118, 125). Zusätzlich zu dieser Funktion ist P-gp in den Transport einiger 

endogener Substanzen wie Opioide und Aβ aus dem ZNS in das vaskuläre System involviert 

(13, 111–113, 126). Während die Inhibition von P-gp mit Verapamil oder Cyclosporin A zu 

einer Erhöhung der Aβ-Menge im ZNS führt (113), weist auch die umgekehrte Korrelation 

zwischen der P-gp-Expression und Aβ-Ablagerungen in menschlichen Gehirnen auf die 

Bedeutung von P-gp für die Aβ-Clearance über die BHS hin (127). 

Die exakte Funktionsweise der Effluxpumpe P-gp ist bislang nicht gänzlich geklärt; diskutiert 

wird ein Flippase-Mechanismus, wobei P-gp lipophile Substanzen die blutseitig die 

Endothelzellmembran passiert haben, bindet und unmittelbar zurück in den Blutstrom 

befördert (128, 129). Wie luminal lokalisiertes P-gp den Transport von Aβ aus dem Gehirn in 

das vaskuläre System vermittelt ist allerdings noch unklar (130). 
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1.9 Zielsetzung der Arbeit 

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, deren Ursache in der zerebralen 

Akkumulation von Aβ vermutet wird (22). Der Transport von Aβ über das Endothel der BHS ist 

einer der wichtigsten Abtransportwege von Aβ aus dem ZNS (38, 61). Obwohl die exakten 

Mechanismen der endothelialen Transzytose von Aβ noch nicht vollständig geklärt sind, ist 

bekannt, dass der abluminale Rezeptor LRP1 und der luminal lokalisierte ABC-Transporter 

P-gp wesentlich zum Aβ-Efflux beitragen (74, 75, 111, 112, 119, 120, 124). Aufgrund ihrer 

gegensätzlichen Lokalisation in der Endothelzellmembran ist bislang jedoch ungeklärt, wie 

beide Proteine die vollständige Transzytose von Aβ eigenständig vermitteln sollen.  

Um ein Zusammenspiel von P-gp und LRP1 zu evaluieren, wurden in dieser Arbeit beide 

Proteine auf mögliche Interaktionen expressioneller, struktureller und funktioneller Natur 

untersucht. Ein besonderes Augenmerkt wurde hierbei auf eine mögliche Zusammenarbeit im 

Transport von Aβ über die BHS, sowie den potenziellen Einfluss von PICALM gelegt. 

Um dies zu analysieren, wurde P-gp in verschiedenen Zelltypen transient überexprimiert und 

immunpräzipitiert. Proteinlevel sowie co-präzipitierte Proteine wurden qualitativ und quantitativ 

mittels Immunohistochemie ausgewertet. Der Nachweis via Immunfluoreszenz wurde genutzt, 

um eine etwaige Co-Lokalisation von P-gp und LRP1 zu visualisieren. Die vorgestellten 

Untersuchungen etablierten die experimentelle Grundlage für weitreichendere Experimente 

der Arbeitsgruppe inklusive in vitro Aβ-Transzytose-Studien. 
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2 Material 

 

2.1 Primer 

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Thermo Fisher Scientific) synthetisiert 

und bereitgestellt. 

Tabelle 1: Vorwärtsprimer 

Name Sequenz 5’ → 3’ 

fwd_pcDNA-P-gp TA AGC TTG GTA CCG AGC TCG ATG GAT CTT GAA GGG GAC C 

(Überhang Expressionsvektor (rot), Überhang P-gp-Sequenz (blau)) 

fwd_P-gp-Seq_CMV CGC AAA TGG GCG GTA GGC GTG 

 

Tabelle 2: Rückwärtsprimer 

Name Sequenz 5’ → 3’ 

rev_P-gp-pcDNA C CAC CAC ACT GGA CTA GTG CTA CTG GCG CTT TGT TCC 

(Überhang Expressionsvektor (rot), Insertion Stopcodon (grün), Überhang 

P-gp-Sequenz (blau)) 

rev_myc-P-gp-pcDNA GAG TTT TTG TTC GAA GGG CCT CTG GCG CTT TGT TCC AGC 

(Überhang Expressionsvektor (rot), Insertion für Frameshift (grün), 

Überhang P-gp-Sequenz (blau)) 

rev_P-gp-Seq_BGH TAG AAG GCA CAG TCG AGG 

 

 

2.2 Molekulargenetische Ansätze zur Plasmidherstellung 

Tabelle 3: PCR-Ansatz für pcDNA-P-gp 

Chemikalie Quantität 

PhusionTM High-Fidelity DNA Polymerase (M0530, NEB) 1 unit 

5 x Phusion HF Buffer (B0518S, NEB) 10 µl 

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix (N0447S, NEB) 200 µmol 

DNA-Template 100 ng 

Vorwärtsprimer: fwd_pcDNA-P-gp 0.5 µmol 

Rückwärtsprime: rev_myc-P-gp-pcDNA 0.5 µmol 

DEPC-behandeltes H2O (T143.2, Carl Roth) aufgefüllt auf 50 µl 
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Tabelle 4: PCR-Ansatz für pcDNA-P-gp-myc 

Chemikalie Quantität 

PhusionTM High-Fidelity DNA Polymerase 1 unit 

5 x Phusion HF Buffer 10 µl 

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix 200 µmol 

DNA-Template 100 ng 

Vorwärtsprimer: fwd_pcDNA-P-gp 0.5 µmol 

Rückwärtsprimer: rev_myc-P-gp-pcDNA 0.5 µmol 

DEPC-behandeltes H2O aufgefüllt auf 50 µl 

 

 

2.3 Zellen 

Tabelle 5: Bakterienstämme 

Stamm Spezies Hersteller 

DH5α E. coli 18263012, Invitrogen 

 

Tabelle 6: Säugetierzellen 

Zelllinie Zelltyp Hersteller 

HEK 293T  Human Embryonic Kidney 293T-Zellen Clontech Laboratories, Mountain View, 

CA, USA 

CHO-K1 Chinese Hamster Ovary-Zellen, 

Wildtyp 

ATCC, Manassas, VA, USA 

bEnd.3 Murine Endothelioma-Zellen ATCC, Manassas, VA, USA 
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2.4 Zellkulturmedien 

Tabelle 7: Zusammensetzung Kulturmedien 

Zelllinie Medium  Zusätze 

HEK 293T DMEM (Dulbecco's Modified Eagle‘s 

Medium high glucose medium) 

(41965, Gibco) 

10 % (v/v) FCS (10270106, Gibco) 

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 

(P0781, Sigma-Aldrich) 

CHO-K1 MEM α (Minimum Essential Media α) 

(12561056, Gibco) 

 

10 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 

bEnd.3 DMEM 

 

10 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 
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2.5 Antikörper 

Die Antikörper wurden nach den jeweiligen Herstellerempfehlungen in TBS-T (20 nM Tris-

Base; 137 mmol/l NaCl; 0,1 % Tween-20 (9127.2, Carl Roth) und 0,02 % NaN3 

(1066880100, Merck) gelöst. Bei Bedarf wurde bis zu 5 % (w/v) Magermilchpulver (T145.3, 

Carl Roth) hinzugegeben. 

Tabelle 8: Primäre Antikörper 

Name Antigen Spezies Hersteller Konzentration 

1704  C-Terminus 

LRP1 

Kaninchen (131) WB: 1:10.000; 

IP: 5 µl/Probe 

Aktin Aktin Kaninchen A2066, Sigma-Aldrich WB: 1:1.000 

B411E2 α-Kette LRP1 Maus (75) IF: 5,2 µg/ml 

Clathrin Heavy 

Chain 

Clathrin Heavy 

Chain 1 

Maus 610499, BD Transduction 

Laboratories 

WB: 1:200; 

IP: 5 µl/Probe 

Mdr H-241 ABCB1/P-gp Kaninchen sc-8313, Santa Cruz 

Biotechnology 

WB: 1:1.000; 

IP: 5 µl/Probe; 

IF: 2 µg/ml 

myc/c-myc 9E10 myc-tag Maus sc-40, Santa Cruz 

Biotechnology 

WB: 1:1.000 

PICALM PICALM Kaninchen HPA019053, Sigma-

Aldrich 

WB: 1:250; 

IP: 10 µl/Probe 

Rab 7 Rab 7 Kaninchen R4779, Sigma-Aldrich WB: 3 µg/ml 

Rab 11 Rab 11 A/B Kaninchen 15903-1-AP, Proteintech IP: 3 µl/Probe 

Rab 11 C-19 Rab 11 Ziege sc-6565, Santa Cruz 

Biotechnology 

WB: 1:200 

 

Tabelle 9: Sekundäre Antikörper 

Name Spezies Konjugat Hersteller Konzentration 

Anti-Kaninchen-IgG Ziege HRP A9169, Sigma-Aldrich WB: 1:10.000 

Anti-Maus-IgG Ziege HRP A5278, Sigma-Aldrich WB: 1:5.000 

Anti-Ziege-IgG Kaninchen HRP A5420, Sigma-Aldrich WB: 1:2.000 

Anti-Kaninchen-IgG Ziege Alexa 

FluorTM 546 

A-11010, Thermo Fisher 

Scientific 

IF: 2 µg/ml 

Anti-Maus-IgG Ziege Alexa 

FluorTM 488 

A-11001, Thermo Fisher 

Scientific 

IF: 2 µg/ml 
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2.6 Enzyme 

Tabelle 10: Restriktionsenzyme 

Name Schnittstelle 5’ → 3’ Hersteller 

BamHI-HF G | GATCC R3136S, NEB 

ApaI GGGCC | C R0114S, NEB 

NotI-HF GC | GGCCGC R3189S, NEB 

EcoRI-HF G | AATTC R3101S, NEB 

XmaI C | CCGGG R0180S, NEB 
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3 Methoden 

 

3.1 Molekulargenetische Methoden zur Plasmidherstellung 

Als sogenanntes DNA-Template (dt. Vorlage) diente ein Konstrukt mit humaner P-gp-Sequenz 

in einem pGEX-Vektor. 

Es wurden zwei verschiedene P-gp-Varianten kloniert (Vektorkarten vgl. 8.1). Das Konstrukt 

pcDNA-P-gp entspricht der nativen P-gp-Sequenz, wohingegen das Konstrukt 

pcDNA-P-gp-myc zusätzlich einen myc-tag besitzt. Der genutzte Zielvektor 

pcDNA3.1(+)/myc-His A (V80020, Thermo Fisher Scientific) enthält bereits die DNA-Sequenz 

für den myc-tag sowie ein Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion. Durch die Auswahl der 

Rückwärtsprimer (Primer vgl. 2.1) und der Restriktionsschnittstellen im Zielvektor 

(Restriktionsverdau vgl. 3.1.2) konnte der vorliegende myc-tag am 3‘-terminalen Ende der 

P-gp-Sequenz des pcDNA-P-gp-myc-Konstruktes angefügt werden.  

 

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  

Die sogenannten Insert-Sequenzen (dt. Einsatz) wurden mit einer PCR nach den in Tabelle 

11 und Tabelle 12 aufgeführten Angaben im Thermocycler Biometra Trio 30 (846-x-070-720, 

Analytik Jena) amplifiziert. 

 

Tabelle 11: Thermocycler-Einstellungen zur Amplifikation von pcDNA-P-gp 

Arbeitsschritt Temperatur [°C] Dauer [s] Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 98 30 1 

Denaturierung 98 10 35 

Primerhybridisierung 59 30 35 

Elongation 72 180 35 

Finale Elongation 72 600 1 

Lagerung 4 - - 
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Tabelle 12: Thermocycler-Einstellungen zur Amplifikation von pcDNA-P-gp-myc 

Arbeitsschritt Temperatur [°C] Dauer [s] Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 98 30 1 

Denaturierung 98 10 35 

Primerhybridisierung 63 30 35 

Elongation 72 180 35 

Finale Elongation 72 600 1 

Lagerung 4 - - 

 

3.1.2 Restriktionsverdau 

Der Zielvektor pcDNA3.1(+)/myc-His A wurde zur Erstellung der beiden Konstrukte nach zwei 

verschiedenen Protokollen verdaut. Für pcDNA-P-gp wurde das Plasmid mit dem 

Restriktionsenzym BamHI-HF geschnitten. Für pcDNA-P-gp-myc erfolgte erst ein Verdau mit 

ApaI und danach mit BamHI-HF. Der Restriktionsverdau wurde entsprechend der 

Herstellerangaben durchgeführt. 

 

3.1.3 Dephosphorylierung  

Um einer Selbstligation der linearisierten Vektoren entgegenzuwirken, wurde eine 

Dephosphorylierung mit dem Rapid DNA Dephos and Ligation Kit (04898117001, Sigma-

Aldrich) nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. 

 

3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente nach ihrer Größe 

aufgetrennt. Dazu wurden die DNA-Proben in einem Verhältnis von 1:6 mit einem 6 x 

Ladepuffer (B7024S, NEB) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als Komigrationsstandard 

diente ein DNA-Marker (N3232L, NEB) mit einem Längenstandard von 500 - 10.000 bp. Die 

Elektrophorese erfolgte in einem mit Ethidiumbromid (0,5 µg/ml (E1510, Sigma-Aldrich)) 

versetzen Agarose-Gel (1 % (w/v) Agarose (840004, Biozym Scientific) in TAE-Puffer) in TAE-

Puffer (40 mmol/l Tris-Base (4855.1, Carl Roth); 20 mmol/l Essigsäure (3738.2, Carl Roth); 

1 mmol/l EDTA (E9884, Sigma-Aldrich)) für zunächst 10 min bei 60 V und im Anschluss für 

etwa 80 min bei 100 V. 

Die spezifischen DNA-Banden wurden unter UV-Belichtung (256 nm) aus dem Gel extrahiert 

und mit dem Monarch DNA Gel Extraction Kit (T1020S, NEB) nach Protokoll des Herstellers 

aufgereinigt. 
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3.1.5 Assemblierung der Plasmid- und der Insert-DNA 

Der linearisierte Zielvektor und die entsprechenden Inserts wurden mittels NEBuilder HiFi DNA 

Assembly Master Mix (E2621S, NEB) nach Herstellerangaben zusammengefügt und ligiert. 

 

3.1.6 Transformation 

Zur Transformation wurden chemisch kompetente DH5α-Zellen nach dem Protokoll des 

Herstellers verwendet. Abweichend wurde jedoch Lysogeny Broth Medium (LB-Medium) 

(1 % (w/v) Trypton (211705, Thermo Fisher Scientific); 0,5 % (w/v) Hefeextrakt (2363.4, Carl 

Roth); 1 % NaCl (HN00.3, Carl Roth); in ddH2O) anstelle des empfohlenen Mediums 

verwendet. Zur Antibiotikaselektion wurden LB-Ampicillin-Platten (1,5 % Agar; 50 µg/ml 

Ampicillin (HP62.2, Carl Roth) in LB-Medium) verwendet. Die transformierten Bakterien 

wurden unter sterilen Kautelen auf den Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. 

Zur Herstellung der Bakterienkulturen wurden 5 ml LB-Ampicillin-Medium (50 µg/ml Ampicillin 

in LB-Medium) mit einer einzelnen Kolonie beimpft und bei 37 °C unter Schütteln (200 rpm) 

inkubiert. 

 

3.1.7 Minipräparation 

Mithilfe des EasyPrep Pro Plasmid Miniprep Kit (390052, Biozym) wurden aus den 

Bakterienkulturen die Plasmide nach Protokoll des Herstellers isoliert. Der Erfolg der 

Klonierung wurde in einer Agarose-Gelelektrophorese (vgl. 3.1.4) überprüft. Dazu wurden die 

Plasmide zuvor in einem Restriktionsverdau mit dem Enzym ApaI nach dem Protokoll des 

Herstellers linearisiert. 

 

3.1.8 Midipräparation 

Die erfolgreich transformierten Kolonien wurden für die Midipräparation verwendet. Diese 

wurde mithilfe des NucleoBond Xtra Midi EF Kit (740420.50, Macherey-Nagel) nach den 

Herstellerangaben durchgeführt. 
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3.1.9 Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung 

Die Plasmidgrößen wurden im Anschluss mittels Restriktionsanalyse, unter Verwendung der 

Restriktionsenzyme NotI-HF, EcoRI-HF und XmaI im Agarose-Gel (vgl. 3.1.4.) kontrolliert. Der 

Restriktionsverdau wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgeführt. 

Die Plasmidsequenzen wurden im Anschluss mithilfe der erstellten Sequenzierprimer (Primer 

vgl. 2.1: fwd_P-gp-Seq_CMV, rev_P-gp-Seq_BGH) von der Firma StarSEQ (Mainz) durch 

DNA-Sequenzierung analysiert. Ausgewertet wurden die Daten mit den Programmen ClustalX 

(Version 2.1) und Bioedit (BioEdit Sequence Alignment Editor, Version 5.0). 

 

3.2 Zellkultur 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Inkubator (Galaxy 170 S, New Brunswick, 

Eppendorf, Hamburg) mit 5 % CO2-Partialdruck bei einer konstanten Temperatur von 37 °C. 

Die Zellen wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer Sterilbank (S@femate 1.2 

Vision, Euroclone, Pero, Italien) behandelt. Das Zellwachstum wurde täglich mithilfe eines 

Lichtmikroskops (Axiovert 25, Carl Zeiss AG) kontrolliert. Abhängig von ihrem Wachstum 

wurden die Zellen mithilfe von Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin-EDTA (15400054, Gibco) in PBS 

(D8537, Sigma-Aldrich)) passagiert. 

Die Gewebekulturschalen zur Kultivierung von HEK 293T-Zellen wurden mit einer 

Poly-L-Ornithin-Lösung (P4957, Sigma-Aldrich) beschichtet.  

Für immunzytochemische Versuche wurden Zellen auf teilsterilisierten und beschichteten 

Deckgläschen (d: 10 mm) kultiviert. Die Deckgläschen wurden dazu vorab in Aceton getränkt, 

anschließend abgeflammt und einseitig mit der Beschichtungslösung (400 µg/ml Kollagen 

Typ IV (C5533, Sigma-Aldrich); 100 µg/ml Fibronektin (F0162, Sigma-Aldrich)) benetzt. 

 

3.3 Transiente Transfektion 

Die Zellen wurden 24 h vor Transfektion in einer Dichte von 2 x 105 Zellen/Well einer 6-

Wellplatte in 1,5 ml Zellmedium ausgesät. 1 h vor Transfektion wurde das Medium gewechselt. 

Die klonierten P-gp-Konstrukte wurden mithilfe verschiedener Reagenzien nach 

entsprechenden Protokollen transfiziert (vgl. 3.3.1, 3.3.2 und 3.3.3). 24 – 48 h nach 

Transfektion wurden die Zellen einfach mit PBS gewaschen, mit NP40-Puffer lysiert (Zelllyse 

vgl. 3.6.1) und anschließend mittels SDS-PAGE und Immunoblotting (vgl. 3.6.2 und 3.6.3) 

analysiert. 
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3.3.1 Transfektion mit PEI MAX 

1 µg DNA und 4 µl PEI MAX (24765-2, Polysciences) wurden zu je 30 µl serum- und 

antibiotikafreiem Kulturmedium gegeben und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden DNA- und PEI MAX-Lösung zusammengeführt, für 15 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und schließlich zu den Zellen gegeben. Nach 6 h wurde das 

Zellmedium mitsamt des Transfektionsgemisches durch Kulturmedium ersetzt. 

 

3.3.2 Transfektion mit X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent 

Die Transfektion mit X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent (04476093001, Roche) 

wurde abweichend vom Herstellerprotokoll in Wells einer 6-Wellplatte durchgeführt. Die 

Chemikalien wurden entsprechend der kleineren Volumina angepasst. 10 µl X-tremeGENE 

Transfection Reagent wurde in 90 µl Opti-MEM I (31985047, Gibco) und 1 µg DNA in 100 µl 

Opti-MEM I verdünnt. Folgend wurde die Transfektion nach Protokoll des Herstellers 

durchgeführt. 

 

3.3.3 Transfektion mit Lipofectamine LTX und FuGENE HD 

2 µl FuGENE HD (E2311, Promega) und 0,5 µg DNA wurden für 15 min, 2 µl Lipofectamine 

LTX (15338500, Thermo Fisher Scientific) und 0,5 µg DNA hingegen für 5 min in 50 µl 

Opti-MEM I bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die FuGENE HD- und 

Lipofectamine LTX-Ansätze zusammengeführt und nach 10 min Inkubationszeit bei 

Raumtemperatur zur Transfektion der Zellen genutzt. Nach 6 h wurde das Zellmedium mitsamt 

des Transfektionsgemisches durch Kulturmedium ersetzt. 

 

3.4 Immunpräzipitation 

3.4.1 Aβ-Stimulation 

Zur Aβ-Stimulation wurden bEnd.3-Zellen einfach mit PBS gewaschen und folgend mit 

1 nmol/l Aβ1-40 (Genosphere Biotechnologies, Stuttgart) in serumfreiem Kulturmedium für 

5 min bei 37 °C inkubiert. 

 

3.4.2 Immunpräzipitation 

Für Immunpräzipitationen wurde 1 mg bEnd.3-Lysat mit entsprechenden Primärantikörpern 

versetzt und über Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Am Folgetag wurde entsprechend des 
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Herstellerprotokolls 40 µl equilibrierte Protein G-Sepharose 4 Fast Flow-beads (17-0618-01, 

GE Healthcare) hinzugegeben und erneut für 4 h bei 4 °C rotierend inkubiert. Die Elution der 

Proteine erfolgte mit 15 µl 2 x Roti Load 1 (K929.1, Carl Roth) für 5 min bei 95 °C. 

 

3.5 Immunzytochemie 

3.5.1 Immunzytochemische Färbemethode 

Der experimentelle Ablauf orientierte sich an einem etablierten Immunzytochemieprotokoll von 

Julius Nahrath (Institut für Pathobiochemie, Johannes Gutenberg-Universität, Mainz) und 

Laura Behrendt (Leibniz-Institut für Alternsforschung – Fritz-Lipmann-Institut e.V., Jena). 

Subkonfluente bEnd.3-Zellen auf Deckgläschen wurden mit einer Fixierungslösung (4 % (w/v) 

Paraformaldehyd (1040051000, Merck Millipore); 0,12 mol/l D(+)-Saccharose (4661.1, Carl 

Roth) in PBS) für 20 min bei Raumtemperatur auf einem Schüttler fixiert. In einer 10-minütigen 

Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Schüttler mit 50 mmol/l Ammoniumchlorid (A4514, 

Sigma-Aldrich) in PBS wurden freie Aldehyd-Gruppen entfernt. Die Zellmembran wurde 

anschließend mit 0,2 % Triton X-100 (10789704001, Sigma-Aldrich) in PBS für 2 min bei 

Raumtemperatur permeabilisiert und freie Bindungsstellen durch die Verwendung von 

verdünntem Serum (10 % (v/v) Ziegenserum (16210064, Gibco); 1 % (w/v) bovines 

Serumalbumin (8076.3, Carl Roth) in PBS) für 10 min bei Raumtemperatur auf einem Schüttler 

blockiert. Folgend wurden die vorbereiteten Zellen zunächst für 30 min mit einer 

Primärantikörper-, dann lichtgeschützt mit der Sekundärantikörperlösung bei Raumtemperatur 

auf einem Schüttler behandelt. Zur Sichtbarmachung des Nukleus erfolgte die 

Kerngegenfärbung lichtgeschützt mit 5 µmol/l DRAQ5 (DR50200, Biostatus) für 10 min bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler. Die auf den Deckgläschen fixierten und angefärbten 

Zellen wurden in ProLong Gold Antifade Mountant (P36930, Thermo Fisher Scientific) auf 

Objektträgern eingebettet, lichtgeschützt bei Raumtemperatur getrocknet und bei 4 °C bis zur 

Auswertung gelagert. 

 

3.5.2 Lasermikroskopische Auswertung 

Zur Analyse der immunzytochemischen Färbungen wurde das konfokale Lasermikroskop 

LSM710 (Carl Zeiss AG), ausgestattet mit der dazugehörigen Software ZEN 2011 SP2 

Software (Version 3.3), verwendet.  
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3.6 Molekularbiochemische Proteinnachweismethoden 

3.6.1 Zelllyse 

Alle Schritte der Zelllyse wurden auf Eis durchgeführt. Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS 

gewaschen und in 1 ml PBS vorsichtig mechanisch von der Kulturschale gelöst. Im Anschluss 

wurden die Zellen bei 4 °C für 4 min bei 4.500 rcf pelletiert, der Überstand verworfen und das 

resuspendierte Zellpellet für 20 min auf Eis lysiert. Für Immunpräzipitationen und deren 

Kontrolllysate wurde ein CHAPS-basierter Lysepuffer (0,5 % (w/v) CHAPS (1479.4, Carl 

Roth); 50 mmol/l Tris-Base, pH 7,5; 150 mmol/l NaCl; 0,02 % (v/v) NaN3; 1 x 

Proteaseinhibitor-Cocktail (11697498001, Roche)) für alle weiteren Versuche wurde ein NP40-

haltiger Lysepuffer (1 % (v/v) Nonidet P40 (11754599001, Roche); 150 mmol/l NaCl; 50 mM 

Tris-Base, pH 8,0; 0,02 % NaN3; 1 x Proteaseinhibitor-Cocktail verwendet. Ungelöste Zellreste 

wurden bei 4 °C für 20 min bei 18.620 rcf pelletiert und die Lysate isoliert. Die 

Proteinkonzentration wurde mithilfe des PierceTM BCA Protein Assay Kit (23225, Thermo 

Fisher Scientific) nach Protokoll des Herstellers bestimmt. 

 

3.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Größenauftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamidgelen in Tris/Glycin-

Elektrophoresepuffer (192 mmol/l Glycin (3908.3, Carl Roth); 25 mmol/l Tris-Base, pH 8,3; 

1 % (w/v) SDS (161-0302, Bio-Rad Laboratories)). Das Sammelgel (4 % T (v/v) / 3,3 % C 

Acrylamid (1610146, Bio-Rad Laboratories); 0,5 mol/l Tris-HCl, pH 6,8; 0,4 % (w/v) SDS; 

0,5 % (w/v) APS (A1142, AppliChem); 0,1 % (v/v) TEMED (2367.1, Carl Roth)) wurde dem 

Trenngel (8 – 10 % T (v/v) / 3,3 % C Acrylamid; 1,5 mol/l Tris-HCl, pH 8,8; 0,4 % (w/v) SDS; 

0,5 % (w/v) APS; 0,1 % (v/v) TEMED) im Vertikalminigelsystem aufgelagert. Als 

Molekulargewichtsmarker diente der PageRuler Prestained Protein Ladder (10 – 180 kDa) 

(26616, Thermo Fisher Scientific). Zelllysate wurden vor elektrophoretischer Auftrennung mit 

1 x Protein-Gelladepuffer Roti Load 1 versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Bis die 

Lauffront die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht hatte, wurde eine Spannung 

von 100 V angelegt und diese bis zur vollständigen Auftrennung (60 – 80 min) auf 160 V 

erhöht. 

 

3.6.3 Immunoblot 

Die Übertragung der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran 

(10600001, GE Healthcare) erfolgte in einem Tank-Blotting-System (1703930, Bio-Rad 

Laboratories). Dazu wurden die Komponenten zunächst in Transferpuffer (25 mmol/l Tris-
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Base; 192 mmol/l Glycin; 20 % (v/v) Methanol (4627.6, Carl Roth)) getränkt und in der 

folgenden Reihenfolge, von der Anode zur Kathode, luftblasenfrei geschichtet:  

Schaumstoffpolster, Blotting-Filterpapier (1703956, Bio-Rad Laboratories), 

Nitrozellulosemembran, SDS-Polyacrylamidgel, Blotting-Filterpapier, Schaumstoffpolster. Der 

Transfer wurde gekühlt für 90 min bei 80 V durchgeführt. 

 

3.6.4 Reversible Ponceau S-Färbung 

Zur Visualisierung der übertragenen Proteine wurden Nitrozellulosemembranen für 5 min in 

Ponceau S-Lösung (0,1 % (w/v) Ponceau S (P3504-50G, Sigma-Aldrich); 5 % (v/v) 

Essigsäure) geschwenkt und folgend in Wasser entfärbt. 

 

3.6.5 Blockieren 

Nitrozellulosemembranen wurden für 1 h in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T (20 nmol/l 

Tris-Base; 137 mmol/l NaCl; 0,1 % Tween-20) bei Raumtemperatur blockiert. 

 

3.6.6 Immundetektion 

Nitrozellulosemembranen wurden auf einem Schüttler für 90 min bei Raumtemperatur oder 

über Nacht bei 4 °C mit primärem Antikörper inkubiert. Nach dreifachem Waschen mit TBS-T 

wurden die Nitrozellulosemembranen für 60 min bei Raumtemperatur mit einem 

entsprechenden HRP-konjugierten sekundären Antikörper auf einem Schüttler inkubiert. Vor 

Immundetektion wurde dreifach mit TBS-T und einfach mit TBS gewaschen. Die 

Chemilumineszenzsignale wurden mithilfe der HRP-Substratlösungen (WBKLS0500, 

Millipore) und des LAS-3000 mini Imaging System (FUJIFILM Corporation, Tokyo, Japan) 

detektiert und unter Verwendung von der Software NIH ImageJ (Version 1.44) (132) 

quantifiziert. 

 

3.6.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism (Version 8.0.0 für 

Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgeführt. Der ungepaarte, 

zweiseitige t-Test wurde für Vergleiche zweier Gruppen, die einfaktorielle Varianzanalyse 

(ANOVA), gefolgt von einem post-hoc Tukey-B-Test für Vergleiche von mehr als zwei Gruppen 

verwendet. Für Korrelationen wurde der Pearson’sche Korrelationskoeffizient, gefolgt von 
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einer linearen Regression berechnet. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant 

bewertet. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Klonierung der P-gp-Plasmide  

P-gp wurde in zwei verschiedenen Varianten kloniert (Vektorkarten vgl. 8.1). Das Konstrukt 

pcDNA-P-gp-myc besitzt zusätzlich zur P-gp-Sequenz einen 3‘-terminal angehängten 

myc-tag. Ein myc-tag ist ein Polypeptid (EQKLISEEDL), welches mithilfe des hochaffinen 

9E10-Antikörpers nachgewiesen werden kann (133). Diese Variante wurde gewählt, um das 

Protein zusätzlich zu einem P-gp-Antikörper, mit dem myc-tag-Antikörper nachweisen zu 

können. Des Weiteren wurde das Plasmid pcDNA-P-gp hergestellt, welches die P-gp-Sequenz 

in nativer Form beinhaltet. Dieses Konstrukt wurde kloniert, um auszuschließen, dass der 

myc-tag die Proteineigenschaften von P-gp beeinflusst.  

Die DNA-Sequenz der klonierten Konstrukte wurde mittels Restriktionsanalyse überprüft, 

indem die Größe der aufgetrennten DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung 

(Abbildung 1) mit den Größenangaben aus den zur Klonierung erstellten Vektorkarten 

verglichen wurden (Tabelle 13). 

Die Restriktionsendonukleasen NotI und XmaI erzeugen für pcDNA-P-gp DNA-Fragmente der 

Größe 8167 bp und 1165 bp und sind im Agarose-Gel anhand der Banden bei ~ 8,1 kb und 

~ 1,1 kb erkennbar (s. Spur pcDNA-P-gp). Die Restriktion von pcDNA-P-gp-myc mit den 

Enzymen EcoRI und XmaI erzeugen DNA-Fragmente der Größe von 5455 bp und 3811 bp 

und sind nach der elektrophoretischen Auftrennung bei ~ 5,4 kb und ~ 3,8 kb sichtbar (s. Spur 

pcDNA-P-gp-myc). Zusätzlich sind in der Auftrennung beider Konstrukte schwache Signale 

bei ~ 9 kb erkennbar (s. Spuren pcDNA-P-gp und pcDNA-P-gp-myc), die mit der Gesamtgröße 

der Plasmide übereinstimmen. Wahrscheinlich ist, dass ein kleiner Anteil der Plasmid-DNA im 

Rahmen des Restriktionsverdaus nicht vollständig geschnitten wurde, sodass die DNA 

linearisiert (einmaliger Verdau) oder zirkulär (kein Verdau oder Re-Ligation) vorliegt und daher 

in der Gesamtlänge im Gel sichtbar ist. 

Um die Funktionsfähigkeit der Enzyme zu kontrollieren, wurde der Leervektor mit den zuvor 

verwendeten Restriktionsendonukleasen, NotI und XmaI (s. Spur ctrl pcDNA-P-gp), sowie 

EcoRI und XmaI (s. Spur ctrl pcDNA-P-gp-myc), verdaut. Wie erwartet, sind in beiden 

Ansätzen Banden der Größe ~ 4,3 kb und ~ 1,2 kb im Agarosegel erkennbar. Im Verdau mit 

NotI und XmaI ist zudem ein weiteres Signal bei ~ 5,5 kb sichtbar (s. Spur ctrl pcDNA-P-gp), 

welches der Größe des linearisierten Leervektors entspricht. Vergleichend wurde dazu der 

linearisierte Leervektor auf das Agarosegel aufgetragen. Um eine Re-Ligation zu vermeiden, 

wurde der Leervektor mit BamHI und ApaI, wodurch DNA-Fragmente der Größe 5421 bp und 

72 bp entstanden sind. Während das kleinere Fragment in der elektrophoretischen 
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Auftrennung aufgrund der geringen Größe nicht detektiert werden konnte, entspricht das 

größere Fragment nahezu der linearisierten Gesamtgröße des Leervektors von ~ 5,5 kb (s. 

Spur Leervektor, linearisiert). Darüber hinaus wurde der Leervektor in seiner zirkulären Form 

aufgetragen. Aufgrund von supercoil- (coil, dt. Windung), die grundsätzlich schneller, und nick-

Strukturen (dt. Kerbe), welche gewöhnlich langsamer aufgetrennt werden, weist zirkuläre DNA 

in einer Elektrophorese nach Größe ein abweichendes Laufverhalten auf. Die verschiedenen 

Spezies sind bei ~ 9 kb, ~ 5,5 kb und ~ 3,8 kb erkennbar (s. Spur Leervektor, zirkulär). Das 

schwächste Signal der Größe ~ 5,5 kb, zeigt das Laufverhalten des linearisierten Leervektors 

(s. Spur Leervektor, zirkulär) und entspricht demnach der realen Größe des Plasmids. 

Tabelle 13: Plasmidgrößen nach Vektorkarten 

  

 

 

Plasmid Gesamt Vektor Insert 

pcDNA-P-gp 9332 bp 5493 bp 3843 bp 

pcDNA-P-gp-myc 9266 bp 5351 bp 3915 bp 

Leervektor pcDNA3.1(+)/myc-His A 5493 bp 5493 bp -- 

Abbildung 1: Restriktionsanalyse der klonierten P-gp-Konstrukte. Elektrophoretische Auftrennung 

der P-gp-Konstrukte, sowie des Leervektors nach vorherigem Restriktionsverdau in einem Agarose-Gel 

(1 %). pcDNA-P-gp und der Leervektor wurden mit NotI sowie XmaI geschnitten. pcDNA-P-gp-myc und 

der Leervektor wurden mit EcoRI sowie XmaI verdaut. Der Leervektor wurde zudem zirkulär und, durch 

einen Restriktionsverdau mit BamHI und ApaI, linearisiert aufgetragen. 
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Die Ergebnisse der Restriktionsanalyse bestätigten die erfolgreiche Klonierung der beiden 

Konstrukte und weise auf die Integrität der Plasmide hin. Zur Verifizierung der Nukleotidfolge, 

sowie zum Ausschluss von Punktmutationen und Leserasterverschiebungen wurde eine 

Sequenzierung der Konstrukte angeschlossen. Die Auswertung ergab eine vollständige 

Übereinstimmung der Chromatogramme mit der humanen P-gp-cDNA, sowie eine erfolgreiche 

Inserierung an gewünschter Stelle. Die Ergebnisse bestätigen somit eine erfolgreiche 

Klonierung, sowie die grundsätzliche Möglichkeit zur Transkription der generierten P-gp-

Konstrukte. 

 

4.2 Expressionelle Verbindung zwischen P-gp und LRP1 

4.2.1 Expression und Detektion des ABC-Transporters P-gp 

Um die Transfizierbarkeit der DNA-Konstrukte und die Bindung der Antikörper an die 

exprimierten Proteinen zu überprüfen, wurden HEK 293T-Zellen mit den zuvor klonierten P-gp-

Konstrukten und dem Leervektor als Negativkontrolle transient transfiziert. 

Als Transfektionsreagenz wurde PEI MAX verwendet, da die Methode in Kombination mit der 

Zelllinie eine etablierte, vergleichsweise unkomplizierte und erfolgsversprechende Methode 

darstellt. 

In Übereinstimmung mit vorherigen Studien, zeigt die Leervektor-Transfektion in HEK 293T-

Zellen in diesem Versuchsaufbau lediglich ein schwaches endogenes P-gp-Signal (Abbildung 

2) (134). Bei der immunhistochemischen Auswertung der Transfektionen mit dem 

kommerziellen P-gp-Antikörper, zeigt sich – im Einklang mit weiteren Veröffentlichungen ein 

diverses Bandenmuster (134, 135). Zusätzlich unterscheiden sich die beiden P-gp-Konstrukte 

in den resultierenden Signalen im Western Blot. Zellen, die mit pcDNA-P-gp, und somit 

ausschließlich der P-gp-Sequenz transfiziert wurden, weist ein Signal bei 175 – 180 kDa auf, 

sowie ein zusätzliches Signal bei ~ 190 kDa, während Zellen, die mit pcDNA-P-gp-myc 

transfiziert wurden, ein klares Signal bei ~ 180 kDa und ein zusätzliches Signal bei ~ 190 kDa 

zeigten. Die hierbei auftretenden Größenunterschiede lassen sich durch die ungleichen 

Konstruktgrößen (lediglich 24 Aminosäuren (Tabelle 13)) nicht hinreichend erklären. Studien, 

die ebenfalls den kommerziellen P-gp-Antikörper verwendet haben, zeigten ein ähnliches 

Bandenmuster für HEK 293T-Zellen (134). P-gp wird als core-glykosylierte (dt. Kern) 

Vorläuferform mit einer Größe von ~ 150 kDa im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert 

und im Anschluss im Golgi-Apparat glykosyliert. Die finale glykosylierte Form besitzt eine 

Größe von ~ 170 kDa (124) – das bei beiden Formen übereinstimmende Signal bei ~ 180 kDa 

könnte sich verschiedenen Zwischenstufen im Glykosylierungsprozess von P-gp zuordnen 

lassen (115, 124).  
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Nach der Verwendung des P-gp-Antikörpers, wurde die Membran erneut mit einem Antikörper, 

spezifisch gegen den myc-tag gerichtet, behandelt. Die Auswertung lässt, wie erwartet, keine 

Signale im Bereich der Leervektor- und der pcDNA-P-gp-, also der reinen P-gp-Transfektion 

erkennen. Die pcDNA-P-gp-myc-Transfektion weist korrespondierend mit den zuvor gezeigten 

P-gp-Signalen, Banden bei ~ 175 – 180 kDa und ~ 190 kDa auf. 

Zuletzt wurde die Membran mit einem Antikörper gegen Aktin inkubiert. Aktin wurde in diesem 

Versuchsaufbau als Ladekontrolle verwendet. Im Immunoblot zeigt sich bei allen Proben ein 

Signal für Aktin bei ~ 40 kDa. Die Bande der pcDNA-P-gp-Probe, stellt sich im Vergleich zu 

den anderen Proben sehr schwach dar, was darauf hinweist, dass bei dieser Probe eine 

geringere Proteinmenge auf das Gel aufgetragen wurde. 

Diese Daten lassen darauf schließen, dass P-gp mithilfe beider Konstrukte in HEK 293T-Zellen 

überexprimiert werden kann und mit den entsprechenden Antikörpern gegen P-gp und den 

myc-tag nachweisbar ist. Nichtsdestotrotz zeigt der P-gp-Antikörper in diesem 

Versuchsaufbau ein diverses Bandenmuster, wodurch Signale unspezifischer Natur nicht 

auszuschließen sind. 

 

 

4.2.2 P-gp-Überexpression führt zu gesteigerter LRP1-Expression 

CHO-K1-Zellen sind aufgrund ihres hohen LRP1-Gehalts (75, 136) ein nützliches Zellmodell, 

um den Einfluss einer P-gp-Überexpression auf die endogene Expression von LRP1 zu 

untersuchen. Darüber hinaus weisen sie als epithelartige Zelllinie (137), insbesondere 

Abbildung 2: Expression der P-gp-Konstrukte in HEK 293T-Zellen. Zelllysat (40 µg) von transient 

mit pcDNA-P-gp-myc, pcDNA-P-gp und Leervektor (von links nach rechts) transfizierten HEK 293T-

Zellen wurde mittels Immunoblot qualitativ auf die Expression von P-gp, myc-tag und Aktin analysiert 

und repräsentativ dargestellt. 
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aufgrund ihrer Barrierefunktion als Oberflächengewebe, Ähnlichkeiten zu Endothelzellen auf 

(138). 

Die beiden P-gp-Konstrukte und der Leervektor wurden mittels der Transfektionsreagenzien 

PEI MAX (Abbdilung 3A) und X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent (Abbildung 3B) 

eingebracht. 

Als Positivkontrolle dienten bei beiden Versuchen mit pcDNA-P-gp-myc transfizierte 

HEK 293T-Zellen. Hier zeigt sich, analog zum vorherigen Versuch, eine P-gp-Bande bei 

~ 190 kDa (Abbildung 3A + B). Im Vergleich zum Vorversuch lässt sich jedoch in diesem 

Versuchsaufbau diverse Bandenmuster nicht reproduzieren. In den transfizierten CHO-K1-

Zellen zeigt sich, unabhängig vom verwendeten Konstrukt, ein P-gp-Signal als Doppelbande 

bei ~ 180 kDa und 190 kDa. An den mit dem Leervektor transfizierten Zellen ist anhand dieser 

Banden die basale P-gp-Expression der CHO-K1-Zellen zu erkennen. Die P-gp-

überexprimierenden Zellen zeigen P-gp-Signale in unterschiedlichen Intensitäten. Der 

Membranabschnitt zwischen ~ 70 kDa und ~ 100 kDa wurde mit dem 1704-Antikörper gegen 

den C-Terminus der transmembranösen β-Kette von LRP1 behandelt. Die Auswertung der 

Leervektortransfektionen zeigt durch ein Signal bei ~ 95 kDa, wie für CHO-K1-Zellen erwartet, 

eine starke LRP1-Grundexpression. In den mit P-gp transfizierten Zellen zeigt sich auf 

identischer Höhe ebenfalls ein starkes Signal. Des Weiteren weisen die HEK 293T-Zellen, bei 

erhöhtem Kontrast deutlicher zu sehen, ebenfalls eine Bande für LRP1 auf. Im Anschluss 

wurde die Membran mit einem Antikörper erneut gegen Aktin inkubiert und die Proben weisen 

ein entsprechendes Signal bei ~ 40 kDa auf. 

Zur quantitativen Analyse wurden die Proteinmengen von P-gp und LRP1 auf Aktin 

normalisiert. Hier zeigt sich für P-gp-transfizierte Zellen eine im Vergleich zur Leervektor-

Transfektion signifikant gesteigerte P-gp-Expression um ~ 30 % (Abbildung 3C). In diesen 

P-gp überexprimierenden Zellen ist zusätzlich eine Tendenz zu einer um ~ 30 % gesteigerten 

LRP1-Expression erkennbar (Abbildung 3D). 
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Abbildung 3: Überexpression von P-gp führt zu einer erhöhten Expression von LRP1 in CHO-K1-

Zellen. A + B Zelllysat (40 µg) von transient mit pcDNA-P-gp-myc, pcDNA-P-gp und Leervektor (von 

links nach rechts) transfizierten CHO-K1-Zellen wurde mittels Immunoblot auf die Expression von P-gp, 

LRP1 und Aktin analysiert und repräsentativ dargestellt. Transfektionen wurden mit A PEI MAX und B 

X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent als Transfektionsreagenz durchgeführt. Als Positivkontrolle 

wurde Zelllysat von transient mit pcDNA-P-gp-myc transfizierten HEK 293T-Zellen verwendet. 

C + D Statistische Auswertung der Immunblots A und B. C P-gp- und D LRP1-Expressionssteigerung 

in Zellen mit P-gp-Überexpression (P-gp) (pcDNA-P-gp-myc und pcDNA-P-gp) im Vergleich zu Zellen 

mit Leervektor-Transfektion (ctrl). 

Die Proteinmengen wurden zunächst jeweils auf Aktin normalisiert und als Prozentwert zum Mittelwert 

der Kontrollen dargestellt. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung abgebildet. In C und 

D mit jeweils n = 4 Kontrollen und n = 8 P-gp-Transfektionen von zwei unabhängigen Experimenten. 

Zur statistischen Analyse wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test verwendet (ns = nicht signifikant, 

*p < 0,05, **p < 0,01). 
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Um die expressionelle Beziehung zwischen P-gp und LRP1 an einem BHS-Modell zu 

überprüfen, wurden die aus Hirngewebe isolierten und immortalisierten bEnd.3-Endothelzellen 

verwendet. Diese wurden mithilfe einer Kombination aus Lipofectamine LTX und FuGENE HD 

mit beiden P-gp-Konstrukten und dem Leervektor transfiziert (Abbildung 4A). 

In der immunhistochemischen Auswertung zeigt sich in dem mit dem P-gp-Antikörper 

behandelten Membranabschnitt in allen Transfektionen eine gleichförmige Bande bei 

~ 180 kDa. Der gegen LRP1 behandelte Membranabschnitt weist in allen Zellen ein Signal für 

LRP1 bei einer Höhe von ~ 100 kDa auf. Des Weiteren ist bei allen Proben bei ~ 40 kDa ein 

Signal für das als Ladekontrolle verwendete Aktin. 

Die quantitative Auswertung der P-gp-Transfektionen zeigt im Vergleich zu den Kontrollen eine 

Zunahme der P-gp-Expression um mehr als 80 % (Abbildung 4B). Darüber hinaus war in den 

P-gp-überexprimierenden Zellen eine signifikante LRP1-Expressionsteigerung von ~ 140 % 

messbar (Abbildung 4C). 
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Die detektierten Proteinmengen der Endothelzelllinie bEnd.3 korrelieren mit den 

vorausgegangenen Beobachtungen der CHO-K1-Zellen (Abbildung 3), dass eine Erhöhung 

der P-gp-Expression zu einer gesteigerten LRP1-Expression führt. 

Abbildung 4: Endotheliale P-gp-Überexpression führt zu erhöhten LRP1-Mengen. A Zelllysat 

(40 µg) von transient mit pcDNA-P-gp-myc, pcDNA-P-gp und Leervektor (von links nach rechts) 

transfizierten bEnd.3-Zellen wurde mittels Immunoblot auf die Expression von P-gp, LRP1 und Aktin 

analysiert. 

B + C Statistische Auswertung des Immunoblots A. B P-gp- und C LRP1-Expressionssteigerung in 

Zellen mit P-gp-Transfektion (P-gp) (pcDNA-P-gp-myc und pcDNA-P-gp) im Vergleich zu Zellen mit 

Leervektor-Transfektion (ctrl). 

Zum Vergleich der Gruppen wurden die Proteinmengen zunächst jeweils auf Aktin normalisiert und als 

Prozentwert zum Mittelwert der Kontrollen dargestellt. Die Daten werden als 

Mittelwert ± Standardabweichung abgebildet. In B und C mit jeweils n = 2 Kontrollen und n = 4 P-gp-

Transfektionen eines Experiments. Zur statistischen Analyse wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test 

verwendet (ns = nicht signifikant, *p < 0,05, **p < 0,01). 
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Wertet man die Daten der CHO-K1- und bEnd.3-Tranfektionsversuche gemeinsam aus, ergibt 

sich eine signifikante positive Korrelation (r = 0,6491) zwischen der Expressionssteigerung von 

P-gp und der Zunahme der LRP1-Expression (Abbildung 5). 

Abbildung 5: Signifikante positive Korrelation zwischen der Proteinexpression von P-gp und 

LRP1. A + B Statistische Auswertung der Immunoblots aus Abb. 3A + B und 4A. A P-gp- und B LRP1-

Expressionssteigerung in CHO-K1- und bEnd.3-Zellen mit P-gp-Überexpression (P-gp) (pcDNA-P-gp-

myc und pcDNA-P-gp) im Vergleich zu Zellen mit Leervektor-Transfektion (ctrl). 

Zum Vergleich der Gruppen wurden die Proteinmengen zunächst jeweils auf Aktin normalisiert und als 

Prozentwert zum Mittelwert der Kontrollen dargestellt. Die Daten werden als 

Mittelwert ± Standardabweichung abgebildet. In A und B mit jeweils n = 6 Kontrollen und n = 10 P-gp-

Transfektionen von drei unabhängigen Experimenten. Zur statistischen Analyse wurde der ungepaarte, 

zweiseitige t-Test verwendet (ns = nicht signifikant, *p < 0,05, **p < 0,01). 

C Streudiagramm mit Regressionsgerade zur Darstellung des Verhältnisses der LRP1-Expression zur 

Expression von P-gp in CHO-K1- und bEnd.3-Zellen mit P-gp-Überexpression (P-gp) (pcDNA-P-gp-myc 

und pcDNA-P-gp) und Leervektor-Transfektion (ctrl). Pearson’scher Korrelationskoeffizient r = 0,65 

(ns = nicht signifikant, *p < 0,05, **p < 0,01). 
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4.3 Räumliche Beziehung von P-gp und LRP1 

LRP1 und P-gp befinden sich zu einem hohen Anteil an der Zelloberfläche – LRP1 an der 

abluminalen und P-gp an der luminalen Zellmembran des BHS-Endothels (74, 119, 120, 122, 

123). Um gemeinsam Aβ von basolateral nach apikal über die BHS zu transportierten, ist es 

notwendig, dass sich die beiden Interaktionspartner temporär in demselben intrazellulären 

Zellkompartiment befinden. Diese räumliche Beziehung zwischen P-gp und LRP1 wurde in der 

aus Hirngewebe isolierten und immortalisierten Endothelzelllinie bEnd.3 mithilfe von 

Immunpräzipitationen untersucht. 

 

4.3.1 P-gp und LRP1 co-lokalisieren intrazellulär 

Zunächst wurden Immunpräzipitationen mit dem 1704-Antikörper gegen LRP1 durchgeführt. 

Wie zu erwarten, zeigt sich in der immunhistochemischen Auswertung ein LRP1-Signal 

(Abbildung 6A + B). In dem als Kontrolle verwendeten unbehandelten bEnd.3-Lysat ist nach 

längerer Belichtung ebenfalls eine LRP1-Bande auf gleicher Höhe sichtbar. Nach Behandlung 

der Membran mit dem P-gp-Antikörper, zeigt sich ein Signal, was darauf schließen lässt, dass 

P-gp mit dem LRP1-Immunpräzipitat co-präzipitiert wurde. Eine schwache P-gp-Bande ist 

nach längerer Belichtung auch im Kontrolllysat erkennbar. 

Zur Verifizierung dieser Beobachtungen, wurde der Versuch im umgekehrten Versuchsaufbau 

wiederholt. Die Immunpräzipitation mit dem P-gp-Antikörper zeigt nach der Auswertung des 

Immunoblots mit dem P-gp- und dem 1704-Antikörper gegen LRP1 ebenfalls deutliche Banden 

für beide Proteine (Abbildung 6B). Diese Banden lassen darauf schließen, dass die 

Präzipitation von P-gp grundsätzlich erfolgreich war und LRP1 mit P-gp co-präzipitiert werden 

kann. 

Um die räumliche Nähe der Proteine weiter zu definieren, wurden die Immunpräzipitationen 

von LRP1 und P-gp vergleichend mit CHAPS- und NP40-Lysepuffer wiederholt (vgl. 8.2 und 

Abbildung A.4). Die Ergebnisse der Immunpräzipitation von P-gp zeigen bei beiden Verfahren 

Signale für P-gp und co-präzipitiertes LRP1. Im direkten Vergleich erscheint die LRP1-Bande 

im Versuch mit dem NP40-Puffer etwas schwächer ausgeprägt. Die Auswertung der LRP1-

Immunpräzipitation mit dem CHAPS-Lysepuffer ergibt ein Signal für LRP1, jedoch keine 

Bande für co-präzipitiertes P-gp. Mit dem NP40-Lysepuffer ist weder ein LRP1- noch ein P-gp-

Signal detektierbar. Die aufgetragenen Kontrolllysate zeigen (mit Ausnahme des bEnd.3-

Lysats mit CHAPS-Lysepuffer) in beiden Verfahren lediglich eine LRP1-Bande. Ein Signal für 

P-gp konnte in keiner der Kontrollen gezeigt werden. 
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Um die intrazelluläre Lokalisation dieses Zusammentreffens zu bestimmen, wurden die 

Präzipitate zusätzlich auf Rab 11 und Rab 7 untersucht. Rab-Proteine besitzen eine 

spezifische Zuordnung zu einem subzellulären Kompartiment (94, 100). Wird ein Protein mit 

einem Rab-Protein co-präzipitiert, kann daraus abgeleitet werden, in welchen Vesikeln sich 

das Protein befindet.  

Die Auswertung der Immunpräzipitationen von LRP1 und P-gp weisen ein Signal für Rab 11 

auf. Im bEnd.3-Zelllysat zeigt sich hingegen kein Signal für Rab 11 (Abbildung 6B). Nach 

Inkubation der Membran mit einem Rab 7-spezifischen Antikörper ließ sich weder in der 

Kontrolle noch in den Immunpräzipitaten ein Signal für Rab 7 nachweisen (Abbildung 6B).  

 

 

 

4.3.2 Die Co-Lokalisation von P-gp und LRP1 findet in Sorting-Endosomen statt 

Zur Bestätigung der Co-Lokalisation von LRP1, P-gp und Rab 11, wurde eine 

Immunpräzipitation mit einem Rab 11-Antikörper durchgeführt (Abbildung 7A). 

Abbildung 6: Co-Lokalisation von LRP1, P-gp und Rab 11. A + B Immunblots von A LRP1- (IP: 

LRP1) und B LRP1- (IP: LRP1) und P-gp-Immunpräzipitationen (IP: P-gp) in bEnd.3-Zellen. Zur 

Immunpräzipitation wurde 1 mg Zelllysat, generiert durch die Nutzung von CHAPS-Lysepuffer, 

eingesetzt. A und B zeigen repräsentative Immunoblots aus drei (LRP1), respektive zwei (P-gp) 

unabhängigen Experimenten. 
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Die Auswertung mit einem Rab 11-spezifischen Antikörper zeigt erwartungsgemäß eine 

Bande für Rab 11. Bei ~ 25 kDa ist eine zusätzliche Bande erkennbar, welche auf die leichten 

Ketten des zur Immunpräzipitation verwendeten Antikörpers zurückgeführt werden kann. Die 

leichten Ketten eines Antikörpers besitzen eine Größe von ~ 25 kDa (139) und sind hier 

erkennbar, da der zur Immunpräzipitation verwendete und durch das Aufkochen von den 

Beads gelöste Rab 11-Antikörper aus der Spezies Ziege stammt und der zur Immunodetektion 

verwendete Sekundärantikörper gegen Ziege gerichtet ist. Die Kontrolllysate aus CHO-K1- 

und bEnd.3-Zellen weisen kein Signal für Rab 11 auf. Nach Inkubation der Membran mit einem 

P-gp-spezifischen Antikörper lässt sich bei ~ 185 und 200 kDa ein Signal für P-gp feststellen. 

Für das CHO-K1-Lysat ist erneut eine P-gp-Doppelbande erkennbar (vgl. 4.2.2 und Abbildung 

3A + B), während das bEnd.3-Kontrolllysat kein P-gp-Signal aufweist. Des Weiteren weisen 

die bEnd.3- und CHO-K1-Lysate eine LRP1-Bande auf, die in den Immunpräzipitaten jedoch 

nicht detektiert werden konnte. 

 

4.3.3 P-gp und LRP1 werden Clathrin-vermittelt endozytiert 

Die Ergebnisse der Immunpräzipitationen von P-gp und LRP1 (Abbildung 6B) haben gezeigt, 

dass beide Proteine in Rab 11-positiven Vesikeln, dem zentralen Kompartment der 

Transzytose, gemeinsam vorliegen. Die initiale Aufnahme des Liganden in die Zelle ist ein 

weiterer kritischer Schritt im Prozess der Transzytose. Es ist beschrieben, dass sowohl die 

LRP1-vermittelte Transzytose von Aβ in menschlichen Hirnendothelzellen (74) als auch die 

Aufnahme von P-gp in das endosomale System in menschlichen Darmkrebszellen über CME 

eingeleitet wird (140). Um den Transzytosemechanismus in bEnd.3-Zellen zu verifizieren, 

wurden Immunpräzipitationen gegen die schwere Kette von Clathrin durchgeführt (Abbildung  

7B). 

Die Auswertung zeigt eine Co-Präzipitation von P-gp und LRP1 mit der schweren Kette von 

Clathrin und bekräftigt die Annahme, dass Untersuchungen des Transzytosemechanismus der 

immortalisierten bEnd.3-Zellen Rückschlüsse auf menschliche Zustände ermöglicht. 

Es liegen bislang nur wenige Daten zum Zeitpunkt der Ablösung des Clathrinmantels von der 

Vesikelmembran vor (91, 141). Die Immunpräzipitation der schweren Kette von Clathrin hat 

ein Signal bei ~ 30 kDa für co-präzipitiertes Rab 11 ergeben, was darauf hindeutet, dass nach 

der CME zumindest Teile des Clathrinmantels bis zum Sorting-Endosom an der Membran 

gebunden bleiben. 
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4.4 Funktionelle Zusammenarbeit von P-gp und LRP1 in der endothelialen 

Aβ-Transzytose 

4.4.1 Assoziation von PICALM mit P-gp und LRP1 

PICALM ist ein bekannter Risikofaktor für Morbus Alzheimer (85–87) und als Regulator an der 

CME beteiligt (80, 82, 90, 91). Nach Bindung von Aβ an LRP1 erleichtert PICALM die 

Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes und vermittelt anschließend den Aβ-

Transport durch die Zelle in Rab 11-positive Vesikel. Die Wechselwirkung zwischen PICALM 

und LRP1 ist bereits ausführlich beschrieben worden (74), wohingegen noch nicht untersucht 

worden ist, ob PICALM ebenfalls mit P-gp assoziiert ist und an dessen intrazellulärer 

Distribution beteiligt sein könnte.  

Um dies zu evaluieren, wurde eine PICALM-Immunpräzipitation durchgeführt (Abbildung 8). 

Als Kontrolle wurde unbehandeltes bEnd.3-Lysat aufgetragen. Übereinstimmend mit den 

Herstellerangaben des PICALM-Antikörpers zeigt sich sowohl im Immunpräzipitat als auch in 

der Kontrolle bei ~ 70 kDa eine für PICALM typische Doppelbande. Diese Doppelbande könnte 

die zwei Isoformen (65 und 70 kDa) von PICALM repräsentieren (84). Nach Inkubation mit 

einem P-gp-Antikörper war im Immunpräzipitat von PICALM – und nach Kontrasterhöhung 

auch im unbehandelten bEnd.3-Lysat – ein Signal für P-gp darstellbar, das wie zuvor ein 

diverses Bandenmuster aufweist (vgl. 4.2.1 und Abbildung 2). Darüber hinaus lässt sich im 

Immunpräzipitat ein Signal für LRP1 detektieren, welches die Co-Lokalisation von PICALM 

Abbildung 7: Immunpräzipitationen von Rab 11 und der schweren Kette von Clathrin. 

Immunoblots von Immunpräzipitationen von A Rab 11 (IP: Rab 11) und B der schweren Kette von 

Clathrin (IP: Clathrin). Zur Immunpräzipitation wurde 1 mg Zelllysat, generiert durch die Nutzung von 

CHAPS-Lysepuffer, eingesetzt. A und B zeigen einen Immunoblot aus einem Experiment. Die 

Immunpräzipitationen wurden auf demselben Gel der SDS-Page aufgetragen – hier zur 

Übersichtlichkeit getrennt in A und B dargestellt. 
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und LRP1 bestätigt (74). Das Kontrolllysat zeigt bei erhöhtem Kontrast ebenfalls eine Bande 

für LRP1. 

Um herauszufinden, ob sich PICALM ebenfalls in dem Kompartiment der Co-Lokalisation von 

P-gp und LRP1 befindet, wurde das Immunpräzipitat auf Rab 11 untersucht.  

Sowohl das Immunpräzipitat als auch – bei längerer Belichtung – das bEnd.3-Zelllysat zeigen 

ein Rab 11-Signal. Darüber hinaus sollte ausgeschlossen werden, dass PICALM präzipitiert 

worden ist, welches sich in Rab 7-positiven Endosomen und somit im Degradationspfad, statt 

in der Transzytoseroute befindet. Die Auswertung des Immunoblots mit einem Antikörper 

gegen Rab 7 ergab eine Bande im Kontrolllysat, jedoch kein Signal im Immunpräzipitat, was 

im Einklang mit vorherigen Studien steht (74). 

 

 

 

4.4.2 Pathophysiologische Konzentrationen von Aβ verstärken die Interaktion von 

PICALM mit P-gp, LRP1 und Rab 11 

Die Proteine P-gp (13, 111–113), LRP1 (38, 62–64) und PICALM (74) weisen jeweils eine 

funktionelle Verbindung zu Aβ auf. Ein erhöhtes Aβ-Angebot könnte demnach zu einer 

Abbildung 8: PICALM liegt mit P-gp, LRP1 und Rab 11, jedoch nicht mit Rab 7 co-lokalisiert vor. 

Immunoblot einer Immunpräzipitation von PICALM (IP: PICALM). Zur Immunpräzipitation wurde 1 mg 

Zelllysat, generiert durch die Nutzung von CHAPS-Lysepuffer, eingesetzt. Das bEnd.3-Kontrolllysat 

wurde mit einer Proteinmenge von 60 µg verwendet. Die Abbildung zeigt einen repräsentativen 

Immunoblot aus zwei unabhängigen Experimenten. 



Ergebnisse 

36 

verstärkten PICALM-vermittelten Internalisierung von P-gp und LRP1 und somit einer 

vermehrten Co-Lokalisation von PICALM mit P-gp, LRP1 und Rab 11 führen. Dies könnte die 

Hypothese untermauern, dass eine Interaktion der Proteine zum Zweck der Transzytose von 

Aβ erfolgt. Dazu wurden bEnd.3-Zellen für 4 min mit der pathophysiologischen Konzentration 

von 1 nmol/l Aβ1-40 inkubiert und anschließend eine Immunpräzipitation mit einem PICALM-

spezifischen Antikörper durchgeführt (Abbildung 9A). Als Kontrolle diente eine PICALM-

Immunpräzipitation ohne vorherige Aβ-Stimulation. Außerdem wurde Lysat von Aβ-

stimulierten und nicht-stimulierten bEnd.3-Zellen aufgetragen. 

Die Auswertung des Immunoblots zeigt in beiden Immunpräzipitationen Signale für P-gp, 

LRP1, PICALM und Rab 11. P-gp stellt sich hier als verbreiterte Bande zwischen ~ 170 und 

180 kDa dar. In Übereinstimmung mit der vorherigen Immunpräzipitation von PICALM 

(Abbildung 8) lässt sich kein Signal für Rab 7 nachweisen. Die als Kontrollen verwendeten 

bEnd.3-Lysate zeigen keine Signale für P-gp und LRP1, jedoch lassen sich PICALM, Rab 11 

und Rab 7 detektieren. 

 

Abbildung 9: Aβ-Exposition bewirkt verstärkte Co-Lokalisation von P-gp, LRP1 und Rab 11 mit 

PICALM. A Immunoblot einer PICALM-Immunpräzipitation (IP: PICALM) nach Zellstimulation mit 

1 nmol/l Aβ1-40 für 4 min. Als Kontrolle diente eine Immunpräzipitation von PICALM (IP: PICALM) ohne 

vorherige Aβ-Stimulation, sowie bEnd.3-Zelllysat mit und ohne zuvor stattgefundener Aβ-Stimulation. 

Zur Immunpräzipitation wurde 1 mg Zelllysat, generiert durch die Nutzung von CHAPS-Lysepuffer, 

eingesetzt. Die bEnd.3-Kontrolllysate wurden mit einer Proteinmenge von 60 µg aufgetragen. A zeigt 

einen Immunoblot eines Versuchsdurchlaufs. 

B Graphische Darstellung und statistische Auswertung des Immunoblots A nachdem co-präzipitierte 

Proteinsignale von P-gp, LRP1 und Rab 11 auf PICALM normalisiert und als Prozentwert zur Kontrolle 

(- Aβ1-40-Stimulation) dargestellt wurden. 
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Diese Daten bestätigen die Ergebnisse der vorausgegangenen PICALM-

Immunpräzipitationen (Abbildung 8), indem eine räumliche Beziehung von PICALM, P-gp, 

LRP1 und Rab 11, jedoch nicht Rab 7 gezeigt werden kann. Darüber hinaus wird deutlich, 

dass PICALM nach 4-minütiger Applikation von 1 nmol/l Aβ1-40 eine stärkere Assoziation mit 

P-gp, LRP1 und Rab 11 aufweist, als nicht-stimuliertes PICALM (Abbildung  9B). Nach Aβ-

Exposition erhöht sich die mit PICALM co-präzipitierte Proteinmenge von P-gp um ~ 80 %, von 

LRP1 um ~ 20 % und von Rab 11 um ~ 50 %. Nach Aβ-Inkubation lässt sich darüber hinaus 

weiterhin keine Assoziation zwischen PICALM und Rab 7 erkennen.  

 

4.4.3 Immunzytochemischer Nachweis von P-gp und LRP1 in bEnd.3-Zellen 

Um die Co-Lokalisation von P-gp und LRP1 im Verlauf der Transzytose von Aβ zu 

visualisieren, wurden immunzytochemische Färbungen von bEnd.3-Zellen angeschlossen.  

Zunächst musste eine Färbemethode entwickelt werden, um die immunzytochemische 

Detektion beider Proteine in den Zellen zu ermöglichen. Um das Signal der Färbung spezifisch 

auf das Zielprotein zurückzuführen und Hintergrundsignale oder eine Autofluoreszenz der 

Zelle auszuschließen, wurden zur Kontrolle bEnd.3-Zellen – ohne vorherige Inkubation mit 

einem Primärantikörper – mit dem fluoreszierenden, sekundären Antikörper und dem 

Kernfarbstoff DRAQ5 inkubiert und mit derselben Wellenlänge angeregt. In diesen 

Kontrollfärbungen konnte keine substantielle Hintergrundfärbung oder Autofluoreszenz der 

Zellen detektiert werden (Abbildung 10A + C). 

Abbildung 10 zeigt die visualisierte Expression von P-gp (B) und LRP1 (D) in bEnd.3-Zellen. 

Die teils schwachen Signale beider Proteine sind homogen über die Zelle verteilt, was auf eine 

Lokalisation der Proteine an der Zellmembran, als auch im Zytosol oder intrazellulären 

Vesikeln hindeuten könnte. 
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Die erfolgreiche Etablierung der Methode bildete die Grundlage für immunzytochemische 

Co-Färbungen von P-gp, LRP1, PICALM und Rab 11 nach vorheriger Aβ-Stimulation (63).  

Abbildung 10: Immunzytochemischer Expressionsnachweis von P-gp und LRP1 in bEnd.3-

Zellen. Konfokale Lasermikroskopie von immunzytochemischen Färbungen von bEnd.3-Zellen. A + C 

Kontrollfärbungen wurden ohne Primärantikörper, sondern nur mit dem fluoreszierenden sekundären 

Antikörper A Ziege-anti-Kaninchen Alexa FluorTM 546 (rot) und C Ziege-anti-Maus Alexa FluorTM 488 

(rot) durchgeführt. B + D Immunfluoreszierende Färbungen von B P-gp mithilfe des Mdr H-241- und des 

Ziege-anti-Kaninchen Alexa FluorTM 546-Antikörpers (rot) sowie D LRP1 mit dem B411E2- und dem 

Ziege-anti-Maus Alexa FluorTM 488-Antikörper (grün). Kerngegenfärbung mit 5 µmol/l DRAQ5 (blau). 

Maßstabskala: 50 µm. 
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5 Diskussion 

Die Akkumulation des neurotoxischen Aβ-Peptids ist ein Hauptmerkmal der Pathologie von 

Morbus Alzheimer (9, 10). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass der Transport über die BHS 

ein wichtiger Eliminationsweg für den Aβ-Abtransport aus dem Gehirn darstellt (13, 38, 75, 

142). Proteine wie der luminal exprimierte ABC-Transporter P-gp (119–121, 124) und der 

abluminale Rezeptor LRP1 (74) spielen eine entscheidende Rolle bei dem transendothelialen 

Aβ-Efflux aus dem Gehirn (13, 75, 111–113, 127). Die exakten molekularen Mechanismen der 

Aβ-Transzytose durch das Endothel der BHS sind jedoch noch nicht vollständig geklärt. 

Basierend auf unserer Hypothese eines direkt verknüpften Aβ-Eliminationsweges von LRP1 

als Endozytose- und P-gp als Exozytosepartner, wurde die Beziehung beider Proteine 

zueinander auf unterschiedlichen Ebenen evaluiert. 

 

5.1 Überexpression von P-gp führt zu gesteigerter LRP1-Menge 

Einige Studien konnten sowohl im Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses, als auch 

in Patienten und Mausmodellen mit Morbus Alzheimer, eine Herunterregulation von P-gp und 

LRP1 in Gehirn und Kapillaren feststellen (13, 75, 127, 142, 143). Zusätzlich wurde gezeigt, 

dass zerebrale Blutgefäße von P-gp-/--Mäusen, verglichen mit wildtypischen-Mäusen eine 

Reduktion der LRP1-Expression um etwa 50 % aufweisen (13). 

Um zu klären, ob die Expression der beiden Proteine miteinander in Verbindung steht, wurde 

die LRP1 Expression nach transienter Überexpression von P-gp in CHO-K1- und bEnd.3-

Zellen untersucht. In den epithelartigen CHO-K1-Zellen führte die Transfektion zu einer 

signifikanten Expressionssteigerung von P-gp um etwa 30 % im Vergleich zum endogenen 

Expressionslevel sowie zu einer um etwa 30 % erhöhten LRP1-Menge (Abbildung 3C + D). 

Analog hierzu zeigten bEnd.3-Zellen nach Transfektion neben einer erhöhten P-gp-Expression 

von etwa 80 %, eine um etwa 140 % gesteigerte LRP1-Menge im Vergleich zum endogenen 

Zustand (Abbildung 4B + C). Während die Proteinmengen von P-gp und LRP1 in CHO-K1-

Zellen im gleichen Verhältnis zunahmen, zeigte die Endothelzelllinie bEnd.3 eine um den 

Faktor 1,75 erhöhte Expressionssteigerung im Vergleich zu P-gp. 

Eine gemeinsame Auswertung der Ergebnisse beider Zelllinien zeigte bei einer Erhöhung der 

Expression von P-gp um 40 % (Abbildung 5A), eine Zunahme von LRP1 um etwa 60 % 

(Abbildung 5B) und somit eine signifikante positive Korrelation (r = 0,649) der P-gp-

Expressionsszunahme zu der Steigerung der LRP1-Proteinmenge in den Zellen (Abbildung 

5C). 
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Unglücklicherweise konnte im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss einer transienten LRP1-

Überexpression auf die Expression von P-gp nicht untersucht werden, da die Größe des LRP1-

Proteins und demnach die des DNA-Konstruktes eine effektive Transfektion mit den zur 

Verfügung stehenden Methoden verhindert. Der umgekehrte Einfluss der LRP1-

Überexpression auf die Expression von P-gp bleibt daher noch zu untersuchen. 

Unsere Arbeitsgruppe war jedoch in der Lage eine wesentliche expressionelle Verbindung 

beider Proteine ex vivo festzustellen. Hierbei ging eine genetische Deletion von endothelialem 

LRP1 in zerebralen Kapillaren von Mäusen mit einer Verringerung der endothelialen P-gp-

Expression um etwa 60 % einher (63), was die Hypothese bekräftigt, dass sich die Expression 

beider Proteine gegenseitig signifikant reguliert. 

Die unterschiedlich starke Zunahme von P-gp in CHO-K1- und bEnd.3-Zellen nach 

Transfektion lässt sich bereits durch verschiedene experimentelle Faktoren begründen. Die 

Auswahl der Zelllinie und des Transfektionsreagenzes können Transfektionseffizienzen 

wesentlich beeinflussen (144). Betrachten wir jedoch die Wechselwirkung der beiden Proteine 

untereinander, könnte die expressionelle Abhängigkeit des gegensätzlich lokalisierten P-gp 

und LRP1 auf einen zugrundeliegenden intrazellulären Transportmechanismus hindeuten, an 

dem beide Proteine funktionell beteiligt sind. Gegeben, dass Endothelzellen eine höhere 

Transzytoserate als ovarielle Epithelzellen (CHO-K1-Zellen) aufweisen, könnte dies erklären 

weshalb die Expressionssteigerung von LRP1 in bEnd.3-Zellen höher ausfällt als dies in 

CHO-K1-Zellen zu beobachten ist. Es ist möglich, dass für diese Korrelation eine indirekte 

Verbindung von P-gp und LRP1 über Mediatoren ursächlich sein könnte. Beispielsweise 

konnte gezeigt werden, dass Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren wie Peroxisome 

proliferator-activated receptors (PPAR) die Expression von P-gp und anderen ABC-

Transportern regulieren (145). LRP1 gilt als Co-Aktivator von PPARγ (146). Demnach könnte 

bei einer Deletion des PPAR-Co-Aktivators LRP1, die Expression von P-gp beeinflusst bzw. 

verringert werden. 

 

Verschiedene pharmakologische Substanzen modulieren P-gp und beeinflussen 

infolgedessen den Transport von P-gp-Substraten. Zu den Stoffen mit inhibitorischer Aktivität 

zählen unter anderem Verapamil, Ciclosporin A, Erythromycin, Progesteron und HIV-

Proteaseinhibitoren. Hyperforin, Dexamethason, β-Östradiol und Koffein induzieren hingegen 

sowohl die Funktion als auch die Expression von P-gp (147–149). Ebenso bewirken Rifampicin 

und Doxycyclin über eine Aktivierung des nukleären Rezeptors Pregnan-X-Rezeptor (PXR), 

eine Erhöhung der P-gp-Expression (150). Medikamente mit inhibitorischen oder 

induzierenden Effekten auf P-gp finden im klinischen Alltag in vielfältigen Bereichen 

Anwendung (151–153). Aufgrund der beobachteten expressionellen Verknüpfung von P-gp 
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und LRP1 sind beim Einsatz der Medikamente, neben der P-gp-Regulation, weitere 

Auswirkungen auf LRP1 und dessen Liganden zu vermuten. Bislang gibt es nur wenige 

Studien, die den Einfluss der genannten Substanzen auf die LRP1-Expression und 

oder -Funktion untersucht haben. Eine Studie konnte jedoch das Antibiotikum Rifampicin als 

Induktor für P-gp und auch LRP1 identifizieren (64). Die Anwendung von Medikamenten wie 

Rifampicin, welche die P-gp- sowie die LRP1-Expression erhöhen, könnten konsekutiv zu 

einem verstärkten Aβ-Transport und einer verringerten Aβ-Akkumulation im Gehirn führen. Es 

konnte gezeigt werden, dass bereits geringe Plasmakonzentrationen von Rifampicin die Aβ-

Clearance erhöhen (64). P-gp-induzierende Wirkstoffe könnten somit eine effektive 

therapeutische Strategie darstellen, um die Menge an neurotoxischem Aβ im Gehirn zu 

verringern und bei frühzeitiger Einnahme so das Erkrankungsrisiko für Morbus Alzheimer 

vermindern. Denkbar wäre darüber hinaus, dass eine Verringerung der Aβ-Last zu einem 

verlangsamten Krankheitsprozess oder gar einer Besserung der Demenzsymptomatik führt. In 

einer randomisierten, kontrollierten Dreifachblindstudie mit 101 Probanden mit leichter bis 

mittelschwerer Alzheimer-Erkrankung, führte die kombinierte tägliche Verabreichung der 

Antibiotika von Rifampicin und Doxycyclin über einen Zeitraum von drei Monaten zu einem 

signifikant geringeren dysfunktionalen Verhalten und kognitiven Abbau im Vergleich zur 

Placebogruppe (154). Unglücklicherweise konnten diese Ergebnisse in einer größeren Studie 

mit 406 Probanden über den Zeitraum von zwölf Monaten nicht reproduziert werden (155). 

Im Gegensatz zu Induktoren könnte die Einnahme von Medikamenten mit inhibitorischer 

Wirkung auf P-gp zu einer Verringerung der Aβ-Clearance über die BHS führen und die 

zerebrale Aβ-Akkumulation verstärken. So konnte gezeigt werden, dass Rifampicin in hohen 

Konzentrationen als P-gp-Inhibitor wirkt und infolgedessen den Aβ-Transport verringert (64). 

Des Weiteren konnte in einer Studie nach Applikation von Verapamil und Ciclosporin A eine 

Erhöhung der Aβ-Menge in Rattengehirnen festgestellt werden (113). Interessanterweise 

zeigte sich, dass Aβ selbst dazu in der Lage ist die P-gp-Expression zu beeinträchtigen und 

somit die eigene Akkumulation zu begünstigen (156). Eine Studie mit nicht dementen, älteren 

Menschen konnte zeigen, dass die vaskuläre Expression von P-gp invers mit der Ablagerung 

von Aβ korreliert (127). Studien zur Langzeiteinnahme von P-gp-Inhibitoren, wie Verapamil in 

der Hypertonie- oder HIV-Proteaseinhibitoren in der HIV-Therapie könnten genauere Daten 

über die Auswirkungen der veränderten P-gp-Expression auf die zerebrale Akkumulation von 

Aβ liefern. 

Somit lässt sich festhalten, dass die pharmakologische Beeinflussung von P-gp, und indirekt 

auch LRP1, komplexe Auswirkungen hat. Beide Proteine besitzen neben dem Transport von 

Aβ an der BHS weitere vielseitige Funktionen (157, 158).  Ein Eingriff in die Expression und 

Aktivität der Proteine könnte somit weitreichende Konsequenzen haben. Die weitere 

Erforschung der expressionellen Regulierung der beiden Proteine und dessen Folgen, könnten 
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einen wichtigen Beitrag zu unserem Verständnis der Pathophysiologie von Morbus Alzheimer 

und dessen Therapie leisten. 

 

5.2 Sorting-Endosomen: Kompartiment der Co-Lokalisation von P-gp und 

LRP1 

P-gp als auch LRP1 nehmen wichtige Rollen im endothelialen Aβ-Transport über die BHS ein 

(13, 75, 112, 159) und weisen nach unseren Untersuchungen eine deutliche expressionelle 

Abhängigkeit auf. Wenn beide Proteine den Aβ-Efflux durch Hirnendothelzellen gemeinsam 

vermitteln, wäre eine direkte Bindung zwischen P-gp und LRP1 oder eine indirekte Interaktion 

über gemeinsam genutzte intrazelluläre Vesikel denkbar. 

Um eine räumliche Beziehung von P-gp und LRP1 in Endothelzellen zu überprüfen, wurden 

bEnd.3-Zellen mit dem Lysepuffer CHAPS lysiert. CHAPS ist ein zwitterionisches Detergens 

(160), das sehr effektiv Protein-Protein-Interaktionen und Proteinkomplexe aufbricht, ohne die 

Sekundär- oder Tertiärstrukturen der Proteine zu verändern. Bei Verwendung mit reinen 

Lipidmembranen wird CHAPS als „schwaches“ Detergens charakterisiert, welches die 

Membrananordnung weitestgehend erhält, wodurch größere Membranfragmente entstehen 

(161).  Für Proteine aus Immunpräzipitationen mit Lysaten, die mithilfe von CHAPS-Lysepuffer 

gewonnen wurden, wurde daher angenommen, dass sie mit den co-präzipitierten Proteinen in 

räumlicher Nachbarschaft zueinanderstehen. 

Im Gegensatz hierzu wird das bereits zuvor verwendete Nonidet P40, ein nicht-ionisches 

Detergens (160), hinsichtlich seines Verhaltens gegenüber reinen Lipidmembranen als 

„starkes“ Detergens mit einer störenden Wirkung auf die Membrananordnung beschrieben und 

bewirkt somit eine Fragmentierung der Membran (161). Im Vergleich zu CHAPS scheint es 

weniger effektiv im Aufbrechen von Protein-Protein-Interaktionen zu sein (162). Für 

Immunpräzipitationen mit Lysaten, die unter Gebrauch von NP40-Lysepuffer gewonnen 

wurden, wurde daher angenommen, dass die co-präzipitierten Proteine in einem direkten 

Komplex miteinander vorliegen. 

Mittels beider P-gp-Immunpräzipitationsverfahren konnte LRP1 co-präzipitiert werden 

(Abbildung 6B und Abbildung A.4). Diese Versuche weisen darauf hin, dass eine räumliche 

Co-Lokalisation (bspw. innerhalb von Vesikeln) stattfinden, sowie eine direkte Bindung 

vorliegen könnte. Im direkten Vergleich ist die LRP1-Bande bei der Immunpräzipitation mit 

dem NP40-Lysepuffer schwächer ausgeprägt (Abbildung A.4), was darauf hindeuten könnte, 

dass eine direkte Interaktion seltener stattfindet oder von kürzerer Dauer ist als die räumliche 

Co-Lokalisation in einer Lipidmembran. 



Diskussion 

43 

In zwei der drei LRP1-Immunpräzipitationsversuche mit CHAPS-Lysepuffer (Abbildung 

6A + B) konnte ein Signal für P-gp im Co-Präzipitat nachgewiesen werden, während dies für 

einen Versuchsdurchlauf nicht gelang (Abbildung A.4A). Zusätzlich konnte weder LRP1 noch 

P-gp in der LRP1-Immunpräzipitation mit NP40-Lysepuffer präzipitiert werden (Abbildung 

A.4B). Da nicht einmal das Zielprotein LRP1 immunpräzipitiert werden konnte, ist 

anzunehmen, dass die LRP1-Immunpräzipitation in diesem Versuchsaufbau nicht funktioniert 

hat. Es ist zu berücksichtigen, dass die Aussagekraft der Immunpräzipitationen mit NP40-

Lysepuffer aufgrund der geringen Versuchsdurchläufe (n = 1) als eingeschränkt zu bewerten 

ist und das Experiment zur Überprüfung der Daten wiederholt werden sollten. 

Die Daten der Immunpräzipitationen können erstmalig zeigen, dass beide Proteine nicht nur 

gemeinsam innerhalb einer Endothelzelle vorliegen, sondern direkt miteinander in Interaktion 

treten könnten. Da sich beide Proteine an verschiedenen Bereichen der Endothelzellmembran 

zu befinden scheinen (119, 120, 122–124), liegt die Vermutung nahe, dass die Interaktion der 

Proteine intrazellulär stattfindet und womöglich der Aβ-Transzytose dienen könnte. Es bleibt 

jedoch anzumerken, dass im Widerspruch zu einer Vielzahl an Studien eine Arbeit besagt, 

dass P-gp in Hirnendothelzellen von Ratten nicht ausschließlich auf der apikalen, sondern 

auch an der basolateralen Membran exprimiert wird (163) und es wird zudem spekuliert, dass 

auch LRP1 in geringen Mengen auf der luminalen Seite exprimiert werden könnte (73). 

Außerdem ist zu berücksichtigen, dass diverse Umgebungsfaktoren Endothelzellen in ihren 

Eigenschaften beeinflussen und die typischen Merkmale der BHS verändern können (48). So 

können selbst kleinere Abweichungen im Versuchsaufbau zu unterschiedlichen Resultaten in 

Studien führen. Dies kann unter anderem die Transportbarriere betreffen und zu 

Veränderungen der Expression und polarisierten Lokalisation von Transportern, einschließlich 

P-gp und LRP1 führen (48). So gibt es unter anderem Hinweise, dass in Zellkulturschalen 

kultivierte bEnd.3-Zellen nicht die klar definierte Polarisation ausbilden können (164). 

Eine definitive Erklärung der Zellmembranlokalisation der beiden Proteine und somit der 

Ausschluss der Co-Lokalisation der beiden Proteine an der Zellmembran, könnte durch 

Oberflächenbiotinylierungsassays oder hoch-auflösende Immunfluoreszenzfärbungen (vgl. 

4.4.3) erzielt werden. 

Da jedoch die Mehrheit der Studien darauf hindeutet, dass die beiden Proteine an getrennten 

Zellmembranbereichen vorkommen, wird im Folgenden angenommen, dass es sich um eine 

intrazelluläre Interaktion der beiden Proteine handelt. P-gp und LRP1 konnten in 

Endothelzellen in einer Vielzahl von Zellorganellen nachgewiesen werden (124, 165), wodurch 

genauer bestimmt werden sollte, in welchem Zellkompartiment die Interaktion stattfinden 

könnte. Unter anderem sind beide in Organellen der Proteinbiosynthese zu finden (166, 167). 

Die Prozessierung der LRP1-Vorläufervariante (600 kDa) in α- (515 kDa) und β-Kette (85 kDa) 
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und die nicht-kovalente Verbindung der beiden Ketten (68), erfolgt erst unmittelbar vor der 

Distribution an die Zellmembran im trans-Golgi-Kompartiment (168). Da der in den LRP1-

Immunpräzipitationen verwendete 1704-Antikörper spezifisch an den C-Terminus von LRP1 – 

im Bereich der β-Kette – bindet (131), könnte P-gp sowohl unprozessiertem (600 kDa) als 

auch der β-Kette des prozessierten LRP1 (85 kDa) co-präzipitiert worden sein. Es lässt sich 

zu diesem Zeitpunkt somit nicht feststellen, ob die Interaktion erst nach dem trans-Golgi-

Kompartiment stattfindet. 

Zur genaueren subzellulären Lokalisationsbestimmung der Interaktion von P-gp und LRP1 

wurde ihre Assoziation mit Rab-Proteinen untersucht. Anhand von Rab-Proteinen lassen sich 

die verschiedenen Kompartimente des endosomalen-lysosomalen Systems eindeutig 

strukturell und funktionell unterscheiden (94, 100).  

Hierbei konnten die Immunpräzipitationsversuche zeigen, dass die Co-Lokalisation von P-gp 

und LRP1 nicht in Rab 7-positiven späten Endosomen und somit entlang des darauffolgenden 

lysosomalen Abbaupfades stattfindet (Abbildung 6B). Während das native Kontrolllysat im 

Immunoblot ebenso keine Rab 7-Bande aufwies (Abbildung 6B), konnte jedoch das bEnd.3-

Kontrolllysat mit einer erhöhten Gesamtproteinkonzentration in einem anderen Versuch ein 

spezifisches Signal widergeben (Abbildung 8 und Abbildung 9A). Dies belegt somit die 

Nachweisbarkeit von Rab 7 in bEnd.3-Zellen sowie die Funktionsfähigkeit des Rab 7-

Antikörpers. 

Rab 11-positive Sorting-Endosomen hingegen konnten als Kompartiment identifiziert werden, 

in dem P-gp und LRP1 gemeinsam vorliegen und möglicherweise miteinander interagieren 

(Abbildung 6B). Analog zu Rab 7 zeigte das bEnd.3-Kontrolllysat erst nach Erhöhung der 

Gesamtproteinmenge ein Rab 11-Signal (Abbildung 8 und Abbildung 9A). Bereits zuvor konnte 

gezeigt werden, dass eine Assoziation zwischen P-gp und Rab 11 in polarisierten Zellen 

existiert (124). Obwohl die Rab 11-Immunpräzipitation kein Signal für LRP1 ergeben hat 

(Abbildung 7A), ist dennoch aufgrund zuvor erhobener Daten (Abbildung 6B) sowie anderen 

Studien davon auszugehen, dass LRP1 in Rab 11-Vesikeln vorliegt (169, 170). Unsere 

Experimente weisen demnach auf eine Co-Lokalisation von prozessiertem LRP1 und P-gp in 

Rab 11-positiven Sorting-Endosomen hin. Einem im basolateral nach apikal gerichteten 

Transzytoseprozess essentiellen Kompartiment (109). 

 

5.3 Zellmembranständiges P-gp und LRP1 unterliegen Clathrin-vermittelter 

Endozytose 

Clathrin ist ein Mantelprotein, welches als essentieller Bestandteil der CME die Aufnahme 

vieler Substanzen in die Zelle vermittelt (91, 171). Da LRP1 nach Bindung von Aβ über CME 
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internalisiert wird (74, 76, 77) und auch für P-gp die CME als Transportmechanismus in das 

Zellinnere beschrieben wurde (140), wurde Clathrin als Indikator genutzt, um zu verifizieren, 

dass von der Zelloberfläche internalisiertes LRP1 und P-gp intrazellulär co-lokalisieren. In 

Übereinstimmung mit weiteren Studiendaten konnten die Ergebnisse der Clathrin-

Immunpräzipitation (Abbildung 7B) zeigen, dass sowohl P-gp als auch LRP1 mit Clathrin 

assoziiert sind (74, 76, 77, 140). Um jedoch zu klären, ob P-gp im Rahmen des Aβ-Transports 

durch Clathrin in Sorting-Endosomen gelangt, bedarf es weiterer Untersuchungen. 

Während die Rolle von Clathrin in der Endozytose von zellmembranständigen Substanzen 

bereits ausführlich beschrieben wurde (91, 171), konnten neuere Studien die Rolle von 

Clathrin in der Abschnürung von Vesikeln als clathrin coated vesicles (dt. Clathrin ummantelte 

Vesikel) aus anderen Organellen, wie dem Mitochondrium, zeigen (172). Bis heute ist jedoch 

noch unklar welchen Gesamtanteil die intrazelluläre Vesikelformation im Vergleich zur CME 

an der Zelloberfläche einnimmt. Nichtsdestotrotz könnte dies für unsere Beobachtungen 

bedeuten, dass zumindest ein kleiner Anteil von P-gp und LRP1 mit Clathrin co-lokalisiert, 

welcher nicht von der Zellmembran stammt. 

Es ist beschrieben, dass nach Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes und 

Maturation des Endozytosevesikels Clathrin mithilfe anderer Proteine von der 

Vesikelmembran gelöst wird (173). Interessanterweise konnte nach der initialen Ablösung des 

Clathrinmantels eine dynamische Balance aus Clathrin-Polymerisation und -Depolarisation an 

der Vesikeloberfläche beobachtet werden, was darauf hinweist, dass der Clathrinmantel 

während der Vesikelformation weiterhin zumindest teilweise bestehen bleibt (91). Die 

vorgestellten Ergebnisse zeigen erstmalig eine Assoziation der schweren Kette von Clathrin 

mit Rab 11 und sprechen für eine Clathrinbindung entlang des Endozytosepfades bis hin zum 

Rab 11-positiven Sorting-Endosom oder für die Assemblierung eines Clathrinmantels am 

Sorting-Endosom zur Abschnürung eines Membranabschnittes als clathrin coated vesicle (91). 

 

5.4 PICALM - Mediator der P-gp/LRP1-Interaktion im endothelialen Aβ-

Transport 

Ein weiterer wichtiger Regulator des Aβ-Effluxes über die BHS ist das zytosolische Protein 

PICALM. Bereits zuvor wurde gezeigt, dass PICALM eine zentrale Rolle in der endothelialen 

Aβ-Transzytose der BHS übernimmt: PICALM-Mangel führte bei Mäusen zu einem 

verminderten Aβ-Abtransport aus dem Gehirn über die BHS und beschleunigte die Aβ-

Akkumulation bzw. -Pathologie in einer Weise, die durch eine endotheliale PICALM-

Reexpression wiederhergestellt werden konnte (74). Darüber hinaus zeigte dieselbe 

Arbeitsgruppe unter Verwendung von primären menschlichen Hirnendothelzellen, dass die 
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PICALM/Clathrin-vermittelte Internalisierung von LRP1-gebundenem Aβ sowie der 

intrazelluläre Weitertransport von Aβ in Rab 11-positive Endosomen durch PICALM reguliert 

wird.  Während die Rolle von PICALM im LRP1-Transport durch die Endothelzelle bereits 

ausführlich beschrieben wurde (74), zeigen unsere Ergebnisse (Abbildung 8) erstmalig, dass 

PICALM ebenfalls mit P-gp co-lokalisiert vorliegt. Die Ergebnisse dieser 

Immunpräzipitationsversuche stehen im Einklang mit unseren vorherigen Daten (Abbildung 

6B) und der Literatur (74), dass PICALM P-gp nach der Internalisierung zum Weitertransport 

in Rab 11-positive Sorting-Endosomen, und nicht zum Abbau in Rab 7-positive späte 

Endosomen leitet. 

So wie P-gp und LRP1, wird PICALM stark in Hirngefäßendothel exprimiert (74), was darauf 

hindeutet, dass PICALM eine zentrale Rolle im Protein-Transport durch Endothelzellen spielt. 

PICALM könnte hierbei als intrazelluläres Bindeglied zwischen beiden Proteinen fungieren und 

in seiner Funktion als Endozytose-Regulator LRP1 und P-gp zum gemeinsamen 

Interaktionsort dirigieren. 

Unsere Ergebnisse weisen auf eine direkte Interaktion von P-gp und LRP1 mit PICLAM als 

Vermittler hin. Da bereits bekannt ist, dass Aβ ein Substrat beider Proteine ist (13, 75, 111–

113, 127), wollten wir die funktionelle Beziehung von P-gp und LRP1 im Hinblick auf den 

Transport von Aβ durch Endothelzellen untersuchen. Zu diesem Zweck wurden 

Immunpräzipitationen von PICALM unter pathophysiologischer Aβ-Exposition durchgeführt 

(Abbildung 9A). Als Kontrolle dienten sowohl Immunpräzipitationen von PICALM ohne 

vorherige Aβ-Stimulation als auch native und Aβ-stimulierte bEnd.3-Zelllysate. 

In APP-überexprimierenden Mäusen konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Aβ-

Konzentration die PICALM-Expression weder steigert noch vermindert (74). Wenn wir 

annehmen, dass die PICALM-Expression nicht von der Aβ-Applikation beeinflusst wird, erlaubt 

uns dies die Normalisierung der co-präzipitierten Proteinmengen auf PICALM und somit eine 

quantitative Auswertung. 

Die vermehrte Verfügbarkeit von Aβ führt zu einer vermehrten Co-Lokalisation von PICALM 

mit P-gp um etwa 80 %, mit LRP1 um etwa 20 % und mit Rab 11 um etwa 50 % (Abbildung 

9B). Eine Assoziation von PICALM mit Rab 7 konnte weder in der nativen Immunpräzipitation 

noch nach Aβ-Stimulation festgestellt werden, sodass davon auszugehen ist, dass die 

pathophysiologische Konzentration von Aβ nicht zu einem verstärkten PICALM-Abbau führt. 
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Basierend auf unseren Ergebnissen mutmaßen wir, dass das erhöhte Aβ-Angebot zu einer 

gesteigerten Bindung von Aβ an LRP1 führt. Die häufiger stattfindende PICALM-vermittelte 

Endozytose resultiert in einem vermehrten intrazellulären Weitertransport des Aβ-LRP1-

Komplexes in Rab 11-positive Endosomen. Gleichzeitig kommt es über eine zunehmende 

Assoziation von PICALM mit P-gp zu einer gesteigerten Distribution von P-gp in Sorting-

Endosomen, wo anschließend die Übergabe des Liganden Aβ von LRP1 an P-gp vermittelt 

wird. P-gp vollführt seinerseits im Anschluss die Exozytose von Aβ auf der luminalen Seite der 

Endothelzelle (Abbildung 11). 

 

 

Spekuliert werden könnte auch, dass das erhöhte Aβ-Angebot lediglich die PICALM-

vermittelte Endozytoserate der Proteine, unabhängig vom spezifischen Aβ-Transport, 

beeinflusst. Andere Studien zeigten jedoch bereits, dass eine Exposition von Aβ zu einer 

Abbildung 11: Schematisches Modell der potentiellen Transzytose von Aβ durch die 

Endothelzellschicht der BHS. Das Zusammenspiel des abluminalen Partners LRP1 und des luminalen 

Gegenübers P-gp im transendothelialen Transport von Aβ wird von PICALM geleitet. Nach der Bindung 

von Aβ an LRP1, dirigiert PICALM den Rezeptor-Liganden-Komplex in das Rab 11-positive Sorting-

Endosom. Der gleichzeitig im Vesikel vorliegende Transporter P-gp vermittelt anschließend die luminale 

Abgabe von Aβ in das vaskuläre System. Abbildung modifiziert nach: (61). 
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Zunahme des PICALM-vermittelten Aβ-Transports durch LRP1 führt und nicht nur die 

Endozytoserate der Zellen erhöht (74). 

Aufbauend auf diesen Ergebnissen haben wir in vitro Transportversuche mit radioaktiv-

markiertem Aβ in pathophysiologischen Konzentrationen durch primäre Endothelzellen von 

LRP1-/-- und Kontrollmäusen durchgeführt, um das funktionelle Zusammenspiel von P-gp und 

LRP1 im Aβ-Transport zu verifizieren. Für die hierbei verwendeten permeablen Trägersysteme 

(Transwell®) konnte bei Kultivierung von bEnd.3-Zellen eine klare Polarisierung der Zellen in 

einen basolateralen und einen apikalen Zellmembrananteil sowie eine spezifische Zuordnung 

von P-gp und LRP1 zu der jeweiligen Seite und somit eine gerichtete Aβ-Transzytose von 

basolateral nach apikal gezeigt werden (164). In diesem Versuchsaufbau konnte eine 

Reduktion des Aβ-Transports im Vergleich zu wildtypischen Endothelzellen gezeigt werden. 

Darüber hinaus führte die Inhibition von P-gp durch PSC833, einem P-gp-spezifischen 

Inhibitor, zu einem reduzierten Aβ-Transport in den Kontrollen, jedoch zu keiner zusätzlichen 

Verminderung des Aβ-Transports in LRP1-/--Endothelzellen. Die Inhibition von P-gp mit 

Ciclosporin A, einem P-gp-Substrat und -Inhibitor zeigte vergleichbare Resultate (63). Diese 

Beobachtungen deuten darauf hin, dass LRP1 den von abluminal nach luminal gerichteten 

transendothelialen Aβ-Transport im Zusammenspiel mit P-gp vermittelt. 

Weitere Studien geben zu bedenken, dass eine Aβ-Exposition von Ratten-Hirnkapillaren 

jedoch zur Ubiquitinierung, Internalisierung und konsekutiv zum Abbau von P-gp durch das 

Proteasom führen kann (143). Darüber hinaus existiert eine Vielzahl von Studien zum P-gp-

vermittelten Aβ-Transport, welche unterschiedlichste Ergebnissen erbracht haben (174). In 

Anbetracht dessen, dass diese Studien mit uneinheitlichen Rahmenbedingungen, wie 

verschiedenen Zelllinien und Tiermodellen durchgeführt wurden, wäre es sinnvoll die Rolle 

von P-gp im Aβ-Transport mithilfe einheitlicherer Modelle genauer zu untersuchen. 

Um den exakten Mechanismus der endothelialen Aβ-Transzytose durch P-gp und LRP1 zu 

verstehen – insbesondere den Schritt der Übergabe von Aβ zwischen LRP1 und P-gp – sowie 

zur Klärung der Frage wie genau P-gp dazu in der Lage ist Aβ zu binden, bedarf es weiterer 

Untersuchungen. 

Neben der beschriebenen Transzytose von Aβ durch das LRP1-P-gp-System, existieren 

weitere transendotheliale Aβ-Clearance-Mechanismen. So wurde beispielsweise gezeigt, 

dass an Apolipoprotein J (APO J) gebundenes Aβ durch den abluminalen Rezeptor Low 

density lipoprotein receptor-related protein 2 (LRP2) – ein weiteres Mitglied der LDLR-Familie 

– abtransportiert wird (175). Neben P-gp tragen auch andere ABC-Transporter nachweislich 

zum Aβ-Efflux aus dem Gehirn bei (176, 177). Ob LRP2 im Rahmen der endothelialen Aβ-

Clearance ebenfalls einen Partner, wie beispielsweise einen ABC-Transporter, auf der 

luminalen Seite nach dem Vorbild der LRP1-P-gp-Interaktion benötigt, bleibt noch zu 
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untersuchen. In zukünftigen Studien wäre es interessant zu untersuchen, ob diese 

Membrantransporter in Endothelzellen ebenfalls einen Interaktionspartner auf der 

gegensätzlichen Zellmembranseite oder sogar einen gemeinsamen funktionellen Mediator wie 

PICALM besitzen. 

 

5.5 Immunzytochemie bestätigt die intrazelluläre Co-Lokalisation von P-gp 

und LRP1 in primären zerebralen Kapillaren der Maus 

Mit den immunfluoreszierenden Färbungen konnte die flächendeckende und gleichmäßig 

verteilte Expression von P-gp und LRP1 in bEnd.3-Zellen visualisiert werden (Abbildung 

10B + D). Bei der zur Verfügung stehenden Auflösung konnte hierbei nicht zwischen 

abluminaler und luminaler Membranseite unterschieden werden. 

Im Rahmen der immunzytochemischen Versuche wurde, abweichend von zuvor 

durchgeführten Experimenten, der B411E2-LRP1-Antikörper aus der Spezies Maus anstelle 

des 1704-LRP1-Antikörpers aus der Spezies Kaninchen verwendet. Da die dargestellten 

Einzelfärbungen der Methodenetablierung für folgende Co-Färbungen dienten und die 

Durchführung von Co-Färbungen die Verwendung von Primärantikörpern aus verschiedenen 

Spezies erfordert, wurde der B411E2-Antikörper als Alternative etabliert. Der B411E2-

Antikörper richtet sich, im Gegensatz zum 1704-Antikörper, gegen die extrazelluläre bzw. 

intravesikuläre α-Kette von LRP1. 

Um die subzelluläre Lokalisation der P-gp-LRP1-Interaktion einzugrenzen und zu verifizieren, 

dass es sich um eine funktionelle Interaktion beider Proteine im Kontext der endothelialen 

Transzytose von Aβ handelt, hat die Arbeitsgruppe aufbauend auf den Einzelfärbungen, 

immunzytochemische Co-Färbungen nach Aβ Stimulation durchgeführt. Die Resultate zeigen 

eine starke Expression von P-gp sowie LRP1 an der Zelloberfläche, sowie eine intrazelluläre 

Co-Lokalisation in der Nähe des Zellkerns. Bei der Detektion von PICALM wird ein 

punktuelleres Signal deutlich, welches auf das vordringliche Vorhandensein in 

Endozytosevesikeln hinweisen könnte. Zusammen mit P-gp lässt sich eine Co-Lokalisation 

der beiden Proteine in diesen vesikulären Strukturen nachweisen. Signale von Rab 11 konnten 

in Strukturen, die wie kleine Vesikel imponieren dargestellt werden. Die Überlagerung der 

Signale von P-gp und Rab 11 zeigt eine Co-Lokalisation in perinukleären Bereichen der Zelle 

(63). Diese Ergebnisse bestätigen somit, dass eine intrazelluläre Co-Lokalisation von P-gp und 

LRP1 sowie von P-gp mit weiteren am Aβ-Transport beteiligten Proteinen wie PICALM und 

Rab 11 infolge einer Exposition der Zellen mit Aβ stattfindet.  
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6 Zusammenfassung 

Die Akkumulation des neurotoxischen Aβ ist ein Hauptcharakteristikum der 

Demenzerkrankung Morbus Alzheimer. Die BHS hat sich als einer der wichtigsten 

Abtransportwege von Aβ aus dem Gehirn erwiesen. Sowohl der luminal exprimierte ABC-

Transporter P-gp als auch der abluminale Rezeptor LRP1 nehmen eine entscheidende Rolle 

im Aβ-Efflux aus dem Gehirn ein. 

In dieser Arbeit wurde mittels Transfektions- und Immupräzipitationsexperimenten sowie 

immunzytochemischen Färbungen die Beziehung zwischen P-gp und LRP1 auf verschiedenen 

Ebenen untersucht. 

Mithilfe transienter Transfektionen konnte gezeigt werden, dass eine signifikante positive 

Korrelation zwischen dem Expressionslevel von P-gp und der Proteinmenge von LRP1 

besteht. Demnach erhöht sich die Proteinmenge beider Proteine durch eine Steigerung der 

P-gp-Expression. 

Weiterhin wurde die strukturelle Beziehung der beiden Proteine in Endothelzellen untersucht. 

Anhand von Immunpräzipitationsversuchen ließ sich erstmalig zeigen, dass P-gp und LRP1 

nicht nur in unmittelbarer räumlicher Nähe zueinander vorliegen, sondern auch eine direkte 

Protein-Protein-Wechselwirkung miteinander eingehen können. Zudem wurde eine Co-

Lokalisation der beiden Proteine mit Rab 11 festgestellt, was die Vermutung zulässt, dass P-gp 

und LRP1 gemeinsam in Rab 11-positiven Sorting-Endosomen vorliegen und eine Interaktion 

in diesem Vesikel stattfinden könnte. Zusätzlich konnten P-gp, LRP1 und Rab 11 mit Clathrin 

co-präzipitiert werden, was darauf hindeutet, dass LRP1 und P-gp Zelloberfläche mittels CME 

internalisiert und entlang des endosomalen Systems in Sorting-Endosomen geleitet werden. 

Die funktionelle Zusammenarbeit der beiden Aβ-transportierenden Proteine in Endothelzellen 

wurde ebenfalls mittels Immunpräzipitationen evaluiert. Die Experimente ergaben eine 

Assoziation von PICALM mit P-gp, LRP1 und Rab 11, welche sich durch eine Exposition der 

Zellen mit pathophysiologischen Konzentrationen Aβ verstärken ließ. Daraus wurde 

geschlussfolgert, dass eine Erhöhung der Aβ-Konzentration den transendothelialen 

Abtransportmechanismus stimuliert, wodurch die hierbei involvierten Proteine vermehrt co-

lokalisieren und interagieren. Daran angeschlossene in vitro Transzytosestudien bestätigten 

die gemeinsame Vermittlung des Aβ-Transports durch P-gp und LRP1. 

Immunzytochemische Färbungen bestätigten die flächendeckende Expression von P-gp und 

LRP1 in Endothelzellen und bildeten die methodische Grundlage für folgende Co-Färbungen, 

bei denen der vermutete transendotheliale Transportmechanismus von Aβ, beginnend bei 

LRP1 über Rab 11-positive Sorting-Endosomen zu P-gp unter Vermittlung von PICALM, 

visualisiert werden konnte. 
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Die Resultate dieser Arbeit – bestätigt durch Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe – deuten 

darauf hin, dass die Transzytose von Aβ durch die Endothelzellen der BHS ein zweischrittiger 

Prozess ist, der mit der LRP1-vermittelten Aufnahme von Aβ an der abluminalen Oberfläche 

der Zelle beginnt. Der zweite Schritt umfasst den aktiven Transfer zur luminalen Seite der 

Endothelzelle und die Abgabe von Aβ in das vaskuläre System durch P-gp. Die Interaktion von 

P-gp und LRP1 sowie der Transfer von Aβ zwischen beiden Proteinen könnte in Rab 11-

positiven Sorting-Endosomen stattfinden, während PICALM hierbei den intrazellulären 

Transport sowie die funktionelle Zusammenarbeit von P-gp und LRP1 zu koordinieren scheint. 

Obwohl die dargestellten Resultate einen weiteren Schritt im Mechanismus des zerebralen 

Aβ-Effluxes über das Endothel der BHS erläutert haben könnte, bleibt die vollständige 

Aufklärung der Aβ-Clearance und somit das Verständnis der pathophysiologischen 

Grundlagen der Alzheimer-Erkankung weiterhin eine große wissenschaftliche 

Herausforderung. 

Abschließend ist zu sagen, dass die Alzheimer-Demenz eine schwere neurodegenerative 

Erkrankung ist, unter der eine zunehmende Zahl von Menschen weltweit leidet. Nach 

jahrzehntelanger Forschung sind noch etliche Fragen unbeantwortet, die Ätiologie und die 

zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse noch nicht ausreichend geklärt, und auch 

eine kausale Therapie ist noch nicht gelassen worden. Wie diese Arbeit jedoch gezeigt hat, 

spielt jedes der drei Proteine P-gp, LRP1 und PICALM seine eigene entscheidende Rolle in 

der Pathologie der Alzheimer-Erkrankung. Eine vollständigere Erforschung der Interaktion der 

drei Proteine in der Aβ-Transzytose, sowie die Identifikation der Faktoren, die diese 

Maschinerie regulieren, könnten einen wichtigen Beitrag zu unserem Verständnis von Morbus 

Alzheimer leisten. Darüber hinaus sollte die Entwicklung zukünftiger therapeutischer 

Strategien, die auf die Elimination von übermäßigem zerebralem Aβ abzielen, das funktionelle 

Zusammenspiel der verschiedenen Transzytose-Komponenten sowie die Verknüpfung der 

P-gp- und LRP1-Expression für die Therapie oder Prävention der Pathologie von Morbus 

Alzheimer berücksichtigen. 
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8 Anhang 

 

8.1 Vektorkarten 

Die folgenden Vektorkarten wurden mithilfe der Software SnapGene (Insightful Science, 

Version 4.1) erstellt. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung A.1: Vektorkarte pcDNA3.1(+)/myc-His A. 
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Abbildung A.2: Vektorkarte pcDNA-P-gp. 
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Abbildung A.3: Vektorkarte pcDNA-P-gp-myc. 
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8.2 Immunoblots der Immunpräzipitationen von P-gp und LRP1 aus bEnd.3-

Zelllysaten mit CHAPS- und NP40-Lysepuffer 

 

 

Abbildung A.4: Immunpräzipitationen von P-gp und LRP1 in bEnd.3-Zellen. A + B Immunoblots 

von Immunpräzipitationen von P-gp (IP: P-gp) und LRP1 (IP: LRP1) aus bEnd.3-Zelllysat, hergestellt 

unter Verwendung von A CHAPS- und B NP40-Lysepuffer. Zur Immunpräzipitation wurde Zelllysat mit 

einer Proteinmenge von 1 mg eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde Zelllysat von transient mit pcDNA-

P-gp-myc transfizierten HEK 293T-Zellen verwendet. Als weitere Kontrollen dienten native Zelllysate 

der Zelllinien CHO-K1 und bEnd.3. Die aufgetragene Proteinmenge der Kontrollen entspricht jeweils 

40 µg. A und B zeigen jeweils einen Immunoblot aus einem Experiment. 


