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1. Einleitung

1.1. Die Alzheimer’sche Erkrankung

Die Alzheimer’sche Erkrankung (Alzheimer Disease, AD) ist eine degenerative und fortschreitende
Gehirnstorung, bei der Zellen bestimmter Gehirnregionen zunachst Fehlfunktionen aufweisen und
anschlieRend absterben. Sie wurde bereits 1906 von dem Psychiater und Neuropathologen Alois
Alzheimer beschrieben. Die AD ist die haufigste Form der irreversiblen Demenz und endet immer
letal. Zu den Symptomen der AD gehoren neben Amnesie, Desorientierung und Verwirrtheit auch
Veranderung des Wesens, Wechsel zwischen Depressionen und Euphorie und der Verlust der
Sprachfdhigkeit (Rabinowicz et al., 2000). Die genauen Ursachen der Erkrankungen sind aktuell noch
unbekannt. Bisherige Untersuchungen deuten an, dass eine Reihe von miteinander verbundenen

Stérungen der zelluldaren Prozesse zur Krankheit fihren.

Weltweit wird die Zahl der Demenzerkrankungen auf ca. 35 Millionen Menschen geschatzt, davon
leiden ca. 80 % an der AD. In Deutschland geht man von 1,2 Millionen erkrankten Menschen aus, mit

einem prognostizierten Anstieg auf 2,3 Millionen Patienten bis 2030 (Prince et al., 2013).

Im Allgemeinen verlauft die AD mit einer langsamen Verschlechterung des Gesundheitszustandes. In
seltenen Fallen kann ein wechselhafter Verlauf mit Verschlechterungen und Verbesserungen
beobachtet werden. Alzheimer ist nur bedingt therapier- und unheilbar, aulerdem erfordern die
Patienten eine kosten- und zeitintensive Pflege (Ferri et al., 2005). Dies und die relativ hohe
Pravalenz im demografischen Wandel, einhergehend mit einem hohen Leidensdruck bei Betroffenen

und Angehorigen, haben zu einer intensiven Erforschung dieser Krankheit gefiihrt.

Symptome und Krankheitsverlauf

Die Krankheitssymptome von AD sind eine progressive Abnahme der Gedachtnisfunktion,
einhergehend mit Personlichkeitsveranderungen. Zu Beginn der Krankheit treten Storung des
Kurzzeitgedachtnis zusammen mit Schwierigkeiten der zeitlichen und rdumlichen Orientierung auf.
Im weiteren Verlauf sind Sprachstorungen und psychosomatische Veranderungen wie Aggressionen,
Depressionen, Angste und Halluzinationen zu beobachten. Neben Stérungen des
Kurzzeitgedachtnisses sind Schwierigkeiten mit Sprache, Denkvermégen sowie der 6rtlichen und
zeitlichen Orientierung zu beobachten. In einem spaten Stadium der Krankheit treten zudem auch
Stérungen des Langzeitgedachtnisses auf, welche zur vollstandigen Amnesie fiihren (Rabinowicz et
al., 2000). Durchschnittlich sterben AD Patienten nach 6 bis 12 Jahren, oft durch sekundéare

Erkrankungen.



Risikofaktoren der Alzheimer’schen Erkrankung

Mit zunehmenden Alter steigt das Risiko an AD zu erkranken. So sind ca. 1 % der 65 jahrigen und
30 % der 85-jahrigen Menschen von dieser Krankheit betroffen (Kern and Behl, 2009; Lobo et al.,
2000). Durch den demographischen Wandeln und die dadurch steigende Lebenserwartung in den
Industrieldndern ist eine steigende Zahl an AD Patienten zu verzeichnen (Ferri et al.,, 2005). Die
genauen molekularen Zusammenhange zwischen dem Alterungsprozess und der Erkrankung sind

noch nicht geklart.

Bisher wurde eine Reihe von Faktoren identifiziert, die eine Rolle bei der Entstehung und Entwicklung
der Krankheit spielen. Mogliche Ursachen und Risikofaktoren fiir AD sind neben genetischen und
epigenetischen Faktoren (Lahiri and Maloney, 2010; Lahiri et al., 2009), Alter, Bildung (Sando et al.,
2008), Schwermetallbelastung (Wu et al., 2008), Erndahrung und physische Aktivitat (Scarmeas et al.,
2009). Auch Faktoren wie Bluthochdruck, hohe Cholesterinspiegel und Diabetes steigern das Risiko

an AD zu erkranken (Ferri et al., 2005; Kalaria et al., 2008).

Bei der AD wird zwischen der friih auftretenden Form der familidaren AD (familial AD, fAD), die
genetisch bedingt ist und der sporadisch auftretenden spat beginnenden AD (late onset AD; loAD)
differenziert. Auf die fAD, die meist vor dem 65. Lebensjahr auftritt, sind weniger als 5 % der Falle
zurlickzufihren (Kern and Behl, 2009; Selkoe, 2001). Bei dieser treten Mutationen im Amyloid-beta-
Vorlduferprotein (APP), Presenilin 1 (PS1) und Presenilin 2 (PS2) Gen auf (Selkoe, 2001).

Bei der loAD wurde bislang keine eindeutige genetische Ursache gefunden, aber einige genetische
Risikofaktoren wurden analysiert. Ein Faktor ist eine Isoform des Apolipoprotein E, die dazu fihrt,
dass Menschen mit einer 15-fach hoheren Wahrscheinlichkeit an AD erkranken (Corder et al., 1993,
1994; Strittmatter et al., 1993). Durch Genom-Analysen seit 2009 konnten weitere genetische
Risikofaktoren wie clu, abca7 und binl gefunden werden, deren genaue Funktion und Rolle in AD

muss aber noch weiter untersucht werden (Bettens et al., 2013).

1.1.1. Histopathologie von Alzheimer

Bereits Alois Alzheimer beschrieb das Krankheitsbild der AD als Erkrankung des Zentralen
Nervensystems (ZNS) mit geschadigten Nervenzellen und der Abnahme der Gehirnmasse. AuRerdem
beschrieb er mikroskopische Proteinablagerung in Form von extrazellullaren amyloiden Plaques und
neurofibrillaren Bindeln (neurofibrilary tangles; NFT), die er im Gehirn seiner Patientin Auguste D.

fand (Alzheimer, 1907; Maurer et al.,, 1997). Diese Proteinablagerungen sind noch heute



Hauptbestandteil der post-mortem Diagnose und treten vorwiegend in den Gehirnregionen

Neokortex, Hippocampus und im limbischen System auf (Thal et al., 2005).

A

Abbildung 1.1.1. (A) Auguste D., die erste Patientin von A. Alzheimer (B) Neurofibrillare
Blindel von A. Alzheimer gezeichnet (Maurer et al., 1997)

Neurofibrilldre Biindel

NFT’s bestehen aus hyperphosphoryliertem Tau, einem Protein, das in seiner physiologischen Rolle
wichtig fiir den Transport von Proteinen durch die Axone in neuronalen Zellen ist. Tau stabilisiert das
fir den Transport verantwortliche Mikrotubuli-System. Durch Veranderungen von Kinasen und
Phosphatasen kommt es zur Hyperphosphorylierung von Tau, wodurch dieses von den Mikrotubuli
dissoziiert. Diese Dissoziation fiihrt zu Stérungen des Transportsystems (Mandelkow and
Mandelkow, 1998), die wiederum den axonalen Transport und die Signalweiterleitung beeinflussen,

wodurch der Zelltod ausgel6st wird.

Die AD wurde von Braak und Braak anhand des Auftretens von NFT’s in den unterschiedlichen
Gehirnregion in Stadien unterteilt. Zu Beginn der Krankheit (Braak Stadium | und Il) treten die NFT's

im transentorhinalen Kortex auf. Im weiteren Verlauf befinden sie sich auch im entorhinalen Kortex

und im Hippocampus (Stadium Il und IV) (Braak and Braak, 1997).

Abbildung 1.1.2. (A) Abbildung eines amyloid Plaques (B) Elektronen Mikroskop Aufnahme von neurofibrillaren Biindeln
bestehend aus hyperphosphorylierten Tau (Sisodia and St George-Hyslop, 2002)



NFT’s werden in den Gehirnen von AD Patienten in hoher Anzahl gefunden. Allerdings ist die Rolle
von Tau in AD umstritten, da Mutation in Tau nicht mit AD assoziiert sind, sondern eine Klasse von
Frontotemporaler Demenz beschreiben (Clark et al., 1998). Tau Aggregate spielen auch in anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson eine Rolle (Riederer et al., 2011). Zudem
konnten auch bei Menschen ohne Demenz NFT’s gefunden werden, ab 85 Jahre hat nahezu jeder

Mensch NFT’s (Kern and Behl, 2009).

Amyloid Plaques

Die extrazellularen amyloiden Plagues bestehen zum GroRteil aus aggregierendem Amyloid-B Protein
(AB), einem Spaltprodukt des APP, das auf Chromosom 21 lokalisiert ist (siehe Kapitel 1.1.2.1). Bei
der Prozessierung des APPs kdnnen verschieden lange AB-Proteine entstehen. Die haufigsten Langen
stellen das ABs mit 40 und das AB;, mit 42 Aminosauren dar. Im gesunden Gehirn treten diese
Formen im Verhaltnis 10:1 auf. In Alzheimer Patienten hingegen kann haufig eine Verschiebung zu
AB4; beobachtet werden (Murakami et al.,, 2003; Selkoe and Wolfe, 2007). Dieses ist stabiler
gegenliber Degradation, hat eine hohere Aggregations-Tendenz und wirkt somit eher neurotoxisch

(lwatsubo et al., 1994).

Braak und Braak haben nicht nur die Krankheit anhand des Auftretens von NFT’s charakterisiert,
sondern auch anhand der amyloiden Plaques. Zu Beginn der Erkrankung (Braak Stadium A) sind vor
allem die schwach myeliniserten Bereiche des basalen Neokortex betroffen. Wahrend der
Krankheitsentwicklung ergibt sich ein graduelles Fortschreiten der Verteilung von amyloiden Plaques
Uber die angrenzenden Neokortikalen Bereiche und den Hippocampus (Braak Stadium B) bis der

gesamte Kortex betroffen ist (Braak Stadium C) (Braak and Braak, 1997).

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese besagt, dass durch steigende Akkumulation von amyloiden Plaques
Neuronen geschadigt werden und die Aktivitat von Kinasen und Phosphatasen zur
Hyperphosphorylierung von Tau fihrt. Dieses wiederum fiihrt durch Zelltod zum Beginn der Demenz
(Hardy and Selkoe, 2002). Die Hypothese ist nicht unumstritten, da die Bedeutung und Rolle von AB
ungeklart bleibt. Unterstitzung findet die Hypothese durch die Untersuchung der fAD. Durch die
Mutationen in APP, PS1 und PS2, welche in der fAD auftreten, konnte eine erhdhte Produktion von
AB beobachtet werden (Selkoe, 2001). Weitere Studien haben eine Korrelation zwischen amyloiden
Plagues und neuronalem Zelltod gezeigt (Crews and Masliah, 2010). Gegen die Hypothese spricht
jedoch, dass auch bei gesunden Menschen geh&uft amyloide Plaques auftreten konnen (Josephs et

al., 2008; Neve and Robakis, 1998) und bei einer Studie mit Personen, die in einer dhnlichen



Lebenssituation lebten, konnte kein Zusammenhang zwischen post-mortem analysierten amyloiden

Plagues und den kognitiven Fahigkeiten festgestellt werden (Riley et al., 2005).

Neuere Studien konzentrieren sich auf die Analyse lGslicher intrazellularer AR Oligomere. Diese
|6slichen AB Oligomere verbleiben langer im Stoffwechsel der Zelle und storen verschiedene zelluldre

Mechanismen, die zum Zelltod fihren konnen (Crews and Masliah, 2010; Wirths et al., 2004).

1.1.2. Das Amyloid-beta-Vorlduferprotein (APP)

Das APP ist ein Vorlaufer von AB, dem Hauptbestandteil der extrazellularen amyloiden Plaques in AD.
Das Protein gehort zu einer Familie von konservierten Genen, zu denen unter anderem die in
Sadugetieren vorkommende Amyloid Vorlaufer dhnlichen Proteine 1 (APLP1, Amyloid precursor like
protein 1) und 2 (APLP2) zdhlen. Weitere Mitglieder der APP Genfamilie sind das APPL von Drosophila

melanogaster (D. melanogaster) und APL-1 von Caenorhabditis elegans (C. elegans) (Thinakaran and

Koo, 2008).
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Abbildung 1.1.3. (A) Darstellung der Doméanen-Struktur von APP;;,, APLP1 und APLP2. AuRerdem ist die Struktur von APL-1
aus C. elegans und APPL aus D. melanogaster gezeigt (Jacobsen and Iverfeldt, 2009). (B) Illustration der drei Splice-
Varianten von APP (Fukuchi et al., 1998).

Der Aufbau von APP

Das humane app ist auf Chromosom 21 lokalisiert und besteht aus 19 Exons und besitzt drei
Isoformen, diese entstehen durch alternatives SpleiRen von Exon 7 (Kunitz Protease Inhibitor, KPI)
und Exon 8 (ox-2-Antigen Homolog) (Sandbrink et al., 1996). APP und APLP2 werden ubiquitar im
Korper exprimiert, wobei die kurze Form des APPs (APPggs) hauptsachlich in Neuronen und die langen
Formen (APP;70 und APP;s,) in peripheren Geweben und Astrozyten vorkommen (Rohan de Silva et

al., 1997). APLP1 hingegen wird nur im ZNS exprimiert.



APP ist ein Typ 1 Integral Membran Protein, mit einer groRen ektoplasmatischen amino (N)-
terminalen Domane, einer einzelnen Membran durchspannenden Domane und einer kurzen
zytoplasmatischen carboxy (C)-terminalen Domé&ne (Dyrks et al.,, 1988; Kang et al., 1987).
Posttranslational erfolgt eine Modifikation durch N- und O-Glykolisierung sowie eine

Phosphorylierung der Ektodomane und des zytoplasmatischen Teils (Jacobsen and Iverfeldt, 2009).

Die Ektodomdne wird unterteilt in die E1 Domdne am N-Terminus und die E2 Domdne. Die E1
Domane besteht aus einer Heparan-Sulfat-Proteoglykan Domane (HSPG), die auch als Growth Factor
like domain (GFLD) bezeichnet wird und einer Kupfer- und Zink-Bindedomane (Reinhard et al., 2005;
Storey and Cappai, 1999). Zwischen der E1 und E2 Domane liegt eine saure Region bestehend aus
Aspartat und Glutamat. In den langen APP-Isoformen liegt zwischen den beiden Doméanen auflerdem
die KPI (Hynes et al., 1990). Die E2-Doméne besteht aus einer konservierten HSPG und eine RERMS
Pentapeptid Sequenz (Jacobsen and lverfeldt, 2009). An die E2 Doméne schlielt sich die AB-Region

und die zytoplasmatische C-terminale Region.

1.1.2.1. Proteolytische Prozessierung von APP

Bei der proteolytischen Spaltung von APP unterscheidet man zwischen der amyloidogenen und der
nicht-amyloidogenen Spaltung. Hauptunterschied zwischen den beiden Spaltungen ist, dass bei der
amyloidogenen Spaltung AB entsteht, wohingegen bei der nicht-amyloidogenen Spaltung kein AB
entsteht. Durch den proteolytischen Abbau von APP durch die nicht-amyloidogene Spaltung entsteht
das l6sliche und als neuroprotektiv beschriebene APP Fragment alpha (sAPPa) (siehe Kapitel 1.1.2.2).
In gesunden jungen Zellen wird APP meist lGber den nicht-amyloidogenen-Weg gespalten. Im Laufe
der Alterung wird APP zunehmend Uber den amyloidogenen-Weg gespalten (Kern et al.,, 2006).
Hierdurch entsteht vermehrt AB, der Hauptbestandteil der amyloiden Plaques. Aus diesem Grund
wurden in der Alzheimer Forschung auf der Suche nach Therapiewegen Schwerpunkte auf die
Analyse der Prozessierungswege, der Regulierungsmoglichkeiten, der darin vorkommenden

Proteasen und auch auf die genauen Funktionen des zytoprotektiven sAPPa gesetzt.
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Abbildung 1.1.4. Proteolytische Prozessierung von APP. Auf der linken Seite ist der nicht amyloidogene Weg dargestellt und
auf der rechten Seite der amyloidogene Weg. Modifiziert nach (Kogel et al., 2012).

Bei dem amyloidogenen Weg spaltet die B-Sekretase, auch BACE (B-site APP Cleaving Enzyme)
genannt, APP am N-Terminus der AB-Domane. Bei dieser Spaltung entsteht losliches APP beta
(sAPPB), das in den extrazellular Raum freigesetzt wird, und das membranstdndige C99 Fragment,
auch beta C-terminales Fragment (BCTF) genannt (Vassar et al., 1999). Die BCTF wird durch die y-
Sekretase weiter in das 4 kDA grofRe AP und die APP intrazelluldre Domane (AICD) gespalten. Die y-
Sekretase besteht aus einem Proteinkomplex, aufgebaut aus PS1, PS2, Nicastrin, Aph-1 (anterior
pharynx defective 1) und pen-2 (presenilin enhancer 2) (lwatsubo, 2004). Durch mehrere
Spaltungsmoglichkeiten der y-Sekretase kommt es zur Varianz der Lange von AB zwischen 38 und 42
Aminosduren (Selkoe and Wolfe, 2007). Das sAPPB kann weiter prozessiert werden, wobei das N-APP

entsteht, das an den Rezeptor DR-6 (Death Rezeptor 6) binden kann (Nikolaev et al., 2009).

Die weitaus haufigere Prozessierung des APP ist der nicht-amyloidogene Weg. Dabei spaltet zunachst
die a-Sekretase innerhalb der AB-Domane. Durch diese Spaltung entsteht sAPPa und das
membranstandige C83, das auch aCTF genannt wird. Bei der Spaltung der aCTF durch die y-Sekretase
entsteht danach das 3 kDa grofRe p3 und die AICD (Allinson et al., 2003).

Die drei Proteine ADAM10 (A Disintegrin And Metalloproteinase 10), ADAM9 und ADAM17 besitzen
a-Sekretase Aktivitdat. Da die Prozessierung von APP durch die a-Sekretasen die Entstehung von

amyloiden Plaques verhindert, sind diese ein wichtiges Ziel der AD Forschung (Allinson et al., 2003).



1.1.2.2. Die Funktionen von APP und seinen Spaltprodukten
Die Funktionen von APP, APLP1 und APLP2

Die Eigenschaften von APP und seiner Familienmitglieder wurden zunachst anhand von Knockout
(KO) Mé&usen untersucht. Dabei zeigte sich, dass sowohl APP” M3use als auch die einzelnen KOs von
APLP1 und APLP2 nicht letal sind (Heber et al., 2000; Magara et al., 1999). In den Studien wurden
sehr unterschiedliche Phanotypen fir APP” Miuse beschrieben. Heber und Li zeigten, dass diese
Mause keine erhohte Sensitivitdt gegeniber Zelltod haben (Heber et al.,, 2000; Li et al., 1996),
wohingegen andere ein reduziertes Gewicht, sinkendes Uberleben, steigende Apoptose, gemindertes
Neuritenwachstum und Defizite im spatialen Lernen zeigten (Anliker and Miiller, 2006; Dawson et al.,
1999). Die Doppel-KOs von APP + APLP2 und APLP1 + APLP2 sowie die Triple-KOs von allen drei

Genen sind postnatal letal (Heber et al., 2000; Herms et al., 2004).

APP ist wichtig flir die Gehirnentwicklung und ist die Hauptferroxidase in kortikalen Zellen (Duce et
al., 2010; Salbaum and Ruddle, 1994). Sowohl APP als auch die beiden APLPs bilden Homo- und
Heterodimere, die als Trans-Dimer die intrazelluldre Adhésion fordern (Soba et al., 2005). Durch die
Cis-Dimerisierung von APP wird der JNK-Kinase Weg aktiviert, welcher zur Apoptose fiihrt (Bouron et

al., 2004; Mbebi et al., 2002).

Umstritten ist, ob das Transmembranprotein APP selbst als Rezeptor fungieren kann. Die
extrazellulaire Domane kann Matrixproteine wie Heparin, Kollagen und Laminin binden und der C-
Terminus besitzt eine G-Protein Bindedomane, mit der APP als G-Protein gekoppelter Rezeptor

fungieren kénnte (Ho and Sidhof, 2004).

APLP1 und APLP2 zeigen strukturell groRe Ahnlichkeit zu APP. Hauptunterschied ist das Fehlen der
AB Domane (Jacobsen and lverfeldt, 2009). Die Eigenschaften von den beiden Proteinen sind nur

wenig untersucht.
Die Funktionen der AICD

Durch die Bindung der AICD an Transkriptionsfaktoren (Cao and Siidhof, 2001; Mduller et al., 2008),
kann diese als Transkriptionsregulator Einfluss auf die Zellmigration, die Zell-Zell-Kommunikation,
apoptotische Signalwege und den axonalen Transport nehmen (Beckett et al., 2012; Zheng and Koo,
2006). AICD (lberexprimierende Mause zeigen eine AD-dhnliche Charakteristik mit
hyperphosphorylierten Tau, AB Plaques, Neurodegeneration und Erinnerungsdefiziten (Ghosal et al.,

2009).



Die Funktionen von AR

Wie bereits in Kapitel 1.1.1 beschrieben spielt AB als Hauptbestandteil der amyloidogenen Plaques
eine wichtige Rolle bei den Prozessen, die zu AD fihren. AB4, kann toxische Effekte induzieren,
oxidativen Stress steigern und funktionelle Synapsen reduzieren (Catalano et al., 2006; Evans et al.,
2008; Hayashi et al., 2004; Recuero et al., 2010). Die Aufnahme von AB Oligomeren in die Zelle fuhrt

zu einer gesteigerten Neurotoxizitdt (Chasseigneaux and Allinquant, 2012).

In der Literatur wird AB4, aber nicht nur als neurotoxisch beschrieben, sondern scheint in geringen
Konzentrationen neurotrophisch zu sein. AB ist in der Gehirnembryogenese wichtig fiir die normale
Gehirnentwicklung und kann auRerdem das Uberleben von sich entwickelnden Neuronen unter
Mangel an neurotrophen Faktoren induzieren und reife Neuronen vor dem exzitotoxischen Zelltod

schiitzen (Chasseigneaux and Allinquant, 2012).

Zusammengefasst ist AP als Monomer wichtig fiir die Gehirnentwicklung und fiir Neurone. Lediglich
als Oligomer besitzt es negativen Einfluss auf die Zellen. Die AD Forschung sollte in Bezug auf AB
einen Schwerpunkt auf die Oligomer Bildung und die Inhibition dieser bzw. auf den Abbau der

Oligomere legen.

Die Funktionen von sAPPa und sAPPB

Bei der nicht-amyloidogene Spaltung von APP entsteht das I6sliche Prozessierungsprodukt sAPPa.
Dieses ist neuroprotektiv und kann die synaptische Plastizitdt, das Neuritenwachstum und die
Synaptogenese steigern (siehe Tabelle 1.1.1) (zur Ubersicht Kégel et al., 2012). AuBerdem kann sAPPa
in neuronalen Stammzellen die Differenzierung in Astrozyten stimulieren (Kwak et al., 2006) und
durch Stérung der Dimerisierung des APP neuroprotektiv wirken (Gralle et al., 2009). In embryonalen
kortikalen Neuronen konnte die Zelladhasion und das Dendritenwachstum durch sAPPa gesenkt und

gleichzeitig das axonale Wachstum gesteigert werden (Chasseigneaux et al., 2011).

Die zwei HSPGs des sAPPa sind fiir die Neuroprotektion wichtig, wobei es in der Literatur umstritten
ist, welches der beiden HSPGs wirksamer ist (Corrigan et al., 2011, 2014; Furukawa et al., 1996; Small
et al., 1994). Durch die Bindung von Zink kann die Affinitat der HSPG um das 2- bis 5-fache erhoht

werden (Multhaup et al., 1994).



Tabelle 1.1.1. Funktionen von sAPPa

Publikation

Funktion von sAPPa

Mattson et al., 1993

Schubert and Behl, 1993

Goodman and Mattson, 1994
Roch et al., 1994
Smith-Swintosky et al., 1994

Mattson et al., 1999

Caillé et al., 2004
Kogel et al., 2005

Hornsten et al., 2007

Ikin et al., 2007

Ring et al., 2007

Gakhar-Koppole et al., 2008

Gralle et al., 2009

Chasseigneaux et al., 2011

Copanaki et al., 2010

In der Literatur werden verschiedene mogliche Rezeptoren fiir sSAPPa diskutiert. Eine Moglichkeit ist,
dass sAPPa Uber den IGF-1 Rezeptor und den Insulin-Rezeptor wirkt (Jimenez et al., 2011). Auch das
nicht proteolytisch gespaltene APP wird als moglicher Rezeptor analysiert. Studien zeigten, dass eine
verlangerte Lebensspanne durch sAPPa nur in Zellen mit nicht prozessierten APP beobachtet werden
kann (Gralle et al., 2009). Indirekt konnte die Abhangigkeit auch in einem Mausmodell, das sAPPa
Uberexprimiert, aber weder das komplette APP noch APLP2 hat, gezeigt werden. Diese sAPPa-
Doppelmutanten Mause, weisen im Gegensatz zu Mausen mit APP muskuldare Schwachen, eine

reduzierte Vesikelfreisetzung und Defizite

Protektive Wirkung gegen hypoglykdmische Schaden und Glutamat-
Toxizitat in Neuronen

Gesteigertes Neuritenwachstum und Neuroprotektion gegen AB und
Glutamat-Toxizitat

Protektion vor AR induzierten oxidativen Schaden
Gesteigerte synaptische Dichte und Retention durch sAPPa
Protektive Wirkung bei ischamischen Gehirnverletzungen

Zunahme des basalen Glukose und Glutamat Transportes und
Verhinderung oxidativer Schaden

Erhohte Proliferation von Vorlduferzellen der adulten Subventrikularzone
sAPPa reduziert die Stress-induzierte Aktivierung des JNK Signalweges

Das C. elegans ortholog von sAPPa verhindert die larvale Letalitat von
Nematoden mit APL-1 Mutation

Gesteigertes axonales Wachstum in friihen Stadien der Embryogenese

sAPPa reduziert die anatomischen, elektrophysiologischen und
Verhaltens-Abnormalitdten von APP Knockout Mausen

Gesteigertes Neuritenwachstum durch Depolarisation ist abhdngig von
sAPPa

Verhinderung der APP-Dimerbildung und Schutz vor Hunger-induzierten
Zelltod in Neuroblastomzellen

Verminderte Zelladhdsion und gesteigertes axonales Wachstum

Protektive Wirkung gegen Dendriten-Degeneration und neuronalen
Zelltod durch proteasomalen Stress

Erinnerungsvermogen auf (Weyer et al., 2011).
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Der genaue molekulare Mechanismus Uber den sAPPa wirkt, konnte noch nicht gezeigt werden
(Kogel et al., 2012). Bislang ist bekannt, dass die PI3K, AKT und ERK involviert sind. So wird durch
sAPPa der PI3K Weg aktiviert, welcher (ber AKT GSK3B inhibiert, wodurch wiederum pro-
apoptotische Gene gehemmt werden (Jimenez et al., 2011). Andererseits erfordert die Senkung der

Zelladhasion und Erhohung des axonalen Wachstums den MAPK/ERK Weg.

Auf Grund der protektiven Eigenschaften von sAPPa wurde in der Alzheimer Forschung ein
Schwerpunkt auf die Regulierung der a-Sekretase gesetzt, die APP innerhalb der AB-Sequenz
prozessiert, sodass sAPPa entsteht. Es konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte Aktivitat der
Haupt-a-Sekretase ADAM10 zu einer hoheren Konzentration an sAPPa und verringerten AB-Spiegeln
flhrt (Endres and Fahrenholz, 2012). Durch die Aktivitatssteigerung kommt es zu einer Induktion der
kortikalen Synaptogenese und zu einer Reduzierung von Kainat-induzierten Krampfanfallen in APP
Mausen (Bell et al., 2008; Clement et al., 2008). In AD-Mausmodellen konnte beobachtet werden,
dass eine moderate Uberexpression von ADAM10 die kongnitiven Defizite verringert (Postina et al.,
2004). Studien haben gezeigt, dass die Promotorregion der a-Sekretase ADAM10 eine Retinoid-
Rezeptor-Bindestelle besitzt und durch Retinoide wie Acitretin die Proteinexpression von ADAM10
gesteigert werden kann (Prinzen et al.,, 2005; Tippmann et al., 2009). Acitretin ist bereits als
Medikament gegen Schuppenflechte zugelassen und gilt als ungefahrlich in der Langzeittherapie. Auf
Grund dieser Tatsachen wird Acitretin zur Zeit in einer klinischen Studie an der Universitatsmedizin in

Mainz als mogliches Medikament gegen AD erforscht (Endres and Fahrenholz, 2012).

Im Gegensatz zu sAPPa wurden die Eigenschaften von sAPPB bislang nur wenig untersucht
(Chasseigneaux and Allinquant, 2012). Obwohl sich die beiden l6slichen Prozessierungsprodukte
sAPPa und sAPPB nur in 16 Aminosauren unterscheiden, wurde in der Studie von Furukawa et al.
gezeigt, dass sAPPB im Vergleich zu sAPPa eine 100-fach niedrigere Protektion vor Exzitotoxizitat
aufweist (Furukawa et al., 1996) und keinen protektiven Effekt auf die durch den Proteasom-Inhibitor
Epoxomicin ausgelGste Toxizitat besitzt (Copanaki et al., 2010). Neuere Studien weisen darauf hin,
dass sAPPa und sAPPB ahnliche Funktionen besitzen. Die beiden |6slichen Prozessierungsprodukte
von APP senken die Zelladhdsion und steigern das axonale Wachstum bei gleichen eingesetzten
Konzentrationen (Chasseigneaux et al., 2011). Das sAPPB kann wie auch das sAPPa Mikroglia
stimulieren und die neuronale Differenzierung wird durch sAPPB starker stimuliert als durch sAPPa
(Barger and Harmon, 1997; Freude et al., 2011). Brinkmalm et al. entdeckten in ihrer Studie mehrere
Prozessierungsstellen fiir die a- und die B-Sekretase. Das sAPPa kann demnach bei Q686 oder bei

K687 (bei APP,70) enden, sAPPB bei M671 und Y681 (Brinkmalm et al., 2013).
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1.2. Der Einfluss der Alterung auf neurodegenerative Erkrankungen

Die Alterung spielt eine sehr grolRe Rolle bei AD und anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie

Morbus Parkinson, Morbus Huntington und die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) (Kikis et al., 2010).

Alterung ist ein Prozess, der Organsimen ein Leben lang begleitet, mit nicht umkehrbaren
biologischen Veranderungen einhergeht und im Tod endet. Zu den Griinden der Alterung gibt es
zahlreiche Theorien. Unter anderem werden die Inflammation, die replikative Seneszenz, die
Telomer-Theorie und die freien Radikale als mogliche Griinde diskutiert (Behl, 2012; Behl and
Ziegler, 2013). Die Inflammation spielt insbesondere eine Rolle bei der Alterung des Nervensystems.
In jungen Jahren sind Entziindungen hilfreich und verbessern die Gegenwehr gegen Pathogene, im
Gegensatz fiihrt die Inflammation im Alter zu chronischen Erkrankungen (Cheney and Walford, 1974;

Sergio, 2008).

Erstmals 1961 wurde von Hayflick die replikative Seneszenz beschrieben. Er stellte fest, dass
Saugetierzellen in Kultur nur eine definierte Anzahl von Teilungen durchfiihren kdnnen, die durch die
Aktivitat bestimmter Genprodukte begrenzt wird (Hayflick and Moorhead, 1961). Weiterhin wird die
Telomer-Theorie als einer der moglichen Griinde der Alterung diskutiert. Diese besagt, dass mit jeder
Zellteilung sich die Lange der Telomere an den Chromosomen verkiirzt. Ab einer bestimmten Lange
der Telomere kann sich die Zelle nicht mehr teilen und wird seneszent (Allsopp and Harley, 1995). Die
Theorie der freien Radikale wurde erstmals in den 60iger Jahren beschrieben. In den Zellen werden
kontinuierlich reaktive Sauerstoffspezies und Stickstoffspezies gebildet. Diese Spezies sind wichtig fir
die physiologische Funktion der Zellen, jedoch fiihrt ein Ungleichgewicht zwischen Entstehung und
Detoxifizierung zu einem Uberschuss an freien Radikalen, die verschiedene Molekiile wie Fette

oxidieren und zu Zellschaden fiihren (Harman, 1965).

In altersbedingten Krankheiten treten haufig Fehlfaltung, Aggregation und Akkumulation von
Proteinen auf. Diese fehlgefalteten Oligomere und Aggregate haben zytotoxische Eigenschaften und
flihren zu Zelltod und Gewebeschdden (Cuanalo-Contreras et al., 2013). In gesunden Zellen werden
die Proteine durch die Protein-Qualitdtskontrolle (PQC) (siehe Kapitel 1.3) in die natirlich
Konformation gefaltet oder abgebaut, wodurch eine Akkumulation oder Aggregation von
fehlgefalteten Proteinen verhindert wird. Der Abbau von Proteinen kann lber das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) oder die Autophagie erfolgen (siehe Kapitel 1.3). Bei der
Proteinhomoostase ist im Laufe der Alterung eine veranderte Aktivitat zu beobachten. In jungen
Organismen werden Proteine hauptsachliche tber das UPS abgebaut. Im Alter nimmt die Kapazitat
der Proteinriickfaltung und die Aktivitdit des UPS ab, wohingegen die Aktivitat der Autophagie

zunimmt (Cuervo and Dice, 2000). Die Steigerung der Autophagie im Alter stellt einen adaptiven
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Prozess der PQC auf die sinkende UPS Aktivitdt dar (Gamerdinger et al., 2009). Trotz dieses adaptiven
Prozesses kommt es zu einer erhohter Bildung von Proteinaggregaten, die zu altersbedingten

Krankheit fihren kann (Cuervo and Dice, 2000).

Eine stabilisierte Proteinhomdostase wirkt sich vorteilhaft auf altersabhangige Krankheiten wie AD
und im Allgemeinen auch auf die Lebensspanne aus (Komatsu et al., 2006). Die Steigerung der
Autophagie fuhrt zu weniger Huntingtin Aggregaten in D. melanogaster und Mus musculus (M.
musculus) und in einem AD-Mausmodell zu einer reduzierten Pathologie. Durch kalorische
Restriktion konnte die Lebensspanne verschiedener Organismen verlangert werden. Die kalorische
Restriktion aktiviert hierbei die Autophagie und bewirkt somit die Lebensverlangerung. Auch durch
eine Erhohung der UPS Aktivitdat kann eine Verlangerung der Lebensspanne erreicht werden.
Beispielsweise hat der Nacktmul eine Lebensspanne von 30 Jahren, die auf die 3- bis 6-fach hohere
UPS Aktivitat zurtickgefluhrt wird. Hingegen fiihrte eine Inhibition des UPS in Ratten zu Parkinson

dhnlichen Symptomen (Cuanalo-Contreras et al., 2013).

1.3. Die Proteinhomdostase

Fir die korrekte Funktion und das Uberleben einer Zelle ist eine permanente Uberpriifung der
korrekten Konformation und Faltung von Proteinen notwendig. Missgefaltete und irreversibel
geschadigte Proteine missen erkannt und entfernt werden (Broadley and Hartl, 2009). Im Fall von

AD fuhrt die Aggregation von AB und NFT’s zu einer Fehlfunktion der Zelle, die zum Zelltod fiihrt.

Substrat-

Vi TRP-Proteine
NEFs N & CHIP
BAG1-6 HIP
H5P110

HOP

Abbildung 1.3.1. Abbildung des Hsp70-System und seine Co-Chaperone. Modifiziert nach (Gamerdinger et al., 2011a)

Die Kontrolle der korrekten Konformation wird auch als PQC bezeichnet, dabei spielen molekulare

Chaperone eine wichtige Rolle (Balch et al., 2008). Chaperone sind Proteine, welche bei der
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Proteinfaltung und Ruckfaltung durch Interaktion fiir die korrekte physiologische Konformation
sorgen (Ellis, 2007). Hitzeschockproteine (Hsp) sind molekulare Chaperone, die unter
Stressbedingungen hochreguliert werden und bei der Proteinfaltung helfen (Balch et al., 2008). HSPs
benotigen sogenannte Co-Chaperone, die ihre Aktivitdt beeinflussen. Das Chaperon Hsp70 ist ein
sehr wichtiger Faktor bei der PQC, dessen erhdhte Spiegel eine Proteinaggregation verhindern. Fir
Hsp70 ist eine groBe Gruppe an Co-Chaperonen bekannt, die entweder die Proteinfaltung
begiinstigen oder die Chaperon Aktivitat von Hsp70 inhibieren und das gebundene Substrat einem
Proteinabbauweg zufiihren (Chang et al., 2007; Tang et al., 2007). Beispielsweise sind die Bag
Proteine als Co-Chaperone wichtige Mediatoren, diese verbinden Hsp70 durch Bagl mit dem UPS

und durch Bag3 mit der Autophagie (Gamerdinger et al., 2011a; Takayama and Reed, 2001).

1.3.1. Der proteasomale Abbauweg

Das UPS ist das vorrangige System in der Zelle fir den Abbau von kurzlebigen, beschadigten und
fehlgefalteten Proteinen. Fiir den Abbau muss das Substrat poly-ubiquitiniert werden, hierbei wird
zunachst das C-terminale Ende des Ubiquitins durch ATP-abhangige Phosphorylierung aktiviert, an
das aktivierende Enzym E1 gebunden und anschlieBend auf E2 lbertragen. Die E3 Ligase transferiert
das Ubiquitin dann von E2 auf das Substrat (Hershko et al., 1983; Meiners et al., 2008; Powell, 2006).

Die weitere Ubiquitinierung erfolgt Gber die Lysine K48 oder K63 (Komander, 2009).

195 Proteasom

205 Proteasom— . .
0 o Untereinheit

0 B Untereinheit
© Basis Untereinheit
o ATPase

@ Deckel
@ Ubiguitin

195 Proteasom —

Abbildung 1.3.2. Aufbau des 26S Proteasoms modifiziert nach (Sullivan et al., 2003). Details siehe Text.

Der Abbau der Proteine findet am 26S Proteasom statt. Dieses ist ein Multi-Untereinheiten-Komplex,
welcher sich aus dem 19S und 20S Proteasom zusammensetzt. Das 20S Proteasom ist die katalytische
Untereinheit und besteht aus vier Heptamerringen, die jeweils aus zwei Klassen von sieben nicht-

identischen aber homologen Untereinheiten aufgebaut sind. Die dulReren Ringe enthalten die a-
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Untereinheit und sind funktionell fir den Substrateingang verantwortlich, die inneren Ringe
bestehen aus der B-Untereinheit und haben Peptid-hydrolisierende Aktivitdt (Zouambia et al., 2008).
Insgesamt hat das 20S Proteasom sechs proteolytische Stellen, zwei Chymotrypsin-dhnliche, zwei
Trypsin-dhnliche und zwei Caspase-dhnliche Stellen (Lee and Goldberg, 1998). Das 19S Proteasom ist
die regulatorische Untereinheit des 26S Proteasoms. Es besteht aus einer Bindestelle fiir poly-
ubiquitinierte Proteine, einem Enzym, das die Proteine deubiquitiniert und sechs ATPasen, die einen
Ring bilden und eine Chaperon-dhnliche Funktion besitzen. Die Chaperon-dhnliche Funktion des 19S
Proteasom entfaltet die Proteine, so dass sie im 20S Proteasom das katalytische Zentrum erreichen
kénnen. Das 19S Proteasom bindet in flexibler Art an das 20S Proteasom (Zouambia et al., 2008). Die
Entfaltung der Substrate kann auch ATP-unabhé&ngig durch das 11S Proteasom erfolgen (Coux et al.,
1996; Kloetzel, 2001). Polypeptide werden durch das UPS in zwei bis 20 Aminosduren lange Peptide
gespaltet, die dann durch andere Peptidasen weiter in einzelne Aminosauren prozessiert werden

(Lee and Goldberg, 1998).

Inhibitoren des Proteasoms

Die Aktivitdt des Proteasoms kann durch verschiedene Inhibitoren moduliert werden. Wobei die
meisten Inhibitoren die Chymotrypsin-ahnliche Aktivitdat des 20S Proteasoms beeinflussen. So auch
das haufig verwendete MG-132. Hierbei handelt es sich um ein Peptidaldehyd, welches reversibel
durch Modifikation der katalytischen Hydroxylgruppe der Threonine die Chymotrypsin-dhnliche
Aktivitdt des Proteasoms inhibiert (Chitra et al., 2012). Peptidaldehyde inhibieren zusatzlich zum
Proteasom auch lysosomale Cystein-Proteasen und Calpaine (Lee and Goldberg, 1998). Ein weiterer
Inhibitor ist das Epoxomicin, das zur Gruppe der Epoxyketone gehort. Diese wirken lGber einen zwei

Schritt Mechanismus auf das Proteasom (Chitra et al., 2012).

Die Inhibition des Proteasoms filihrt zu einer Ansammlung von ubiquitinierten und fehlgefalteten
Proteinen sowie reaktiven Sauerstoffspezies (Huber and Groll, 2012). Als Ausgleich wird die Bag3
Expression erhoht und die Autophagie aktiviert, um die fehlgefalteten Proteine abzubauen

(Gamerdinger et al., 2009).

1.3.2. Die Autophagie

Der zweite Proteindegradations-Weg der Zelle ist die Autophagie. Das Wort Autophagie kommt aus
dem Griechischen und bedeutet so viel wie ,,sich selbst essen”. Unter Stressbedingungen wie Hunger
ist die Autophagie aktiv und liefert durch ihre Prozesse Nihrstoffe und fordert das Uberleben der
Zelle. Auch in der Entwicklung ist die Autophagie ein wichtiger Prozess. Durch autophagische

Prozesse wird die Oozyte nach der Fertilisation bis zur Verbindung mit dem maternalen Blutsystem
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mit Ndhrstoffen versorgt (Rabinowitz and White, 2010). Im Zusammenhang mit neurodegenerativen
Erkrankungen ist zu beobachten, dass ein Defekt in den autophagischen Prozessen zu einer starkeren

Auspragung der Symptome fiihrt (Fleming et al., 2011).

Die Autophagie baut nicht nur Proteine sondern auch ganze Organellen wie Mitochondrien
(Mitophagie), das Endoplasmatische Retikulum (Retikulophagie) und Peroxisomen (Pexophagie) ab
(Mathew et al., 2009). Die Autophagie wird bislang in drei verschiedene Wege unterteilt: die

Makroautophagie, die Chaperon-vermittelte Autophagie und die Mikroautophagie (Choi et al., 2013).
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Abbildung 1.3.3. Die verschiedenen Wege der Autophagie: die Makroautophagie (siehe Kapitel 1.2.2.1) und die Chaperon-

—
-
ERQ

vermittelte Autophagie (siehe Kapitel 1.2.2.2), modifiziert nach (Morawe et al., 2012).

Die Makroautophagie

Die Makroautophagie ist ein Prozess, der in vier Schritte unterteilt wird: Initiation, Elongation,
Einschluss und Fusion (He and Klionsky, 2009; Mizushima et al., 2011). Dabei wird zuné&chst
zytosolisches Material von einer Doppelmembran umschlossen. Das so entstandene Autophagosom
verschmilzt anschlieRend mit Lysosomen (Kuma and Mizushima, 2010). Eine Reihe von
Proteinkomplexen bestehend aus atg-Genprodukten reguliert die Autophagie. Am Anfang des
Prozesses spielt der negative Regulator der Autophagie mTOR (mammalian target of rapamycin

complex 1) eine wichtige Rolle. In seiner aktiven Form inhibiert mTOR die Autophagie, indem der
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ULK1-Atg13-Fip200 Komplex gebunden wird. Bei Hunger oder unter Stressbedingungen wird mTOR
inhibiert und der ULK1-Atg13-Fip200 Komplex l6st sich und aktiviert die Autophagie. Die Initiation
wird auBerdem durch den Beclin1-Atg14-PI3K Komplex reguliert. Fiir die Elongation der Phagophore
ist der Atg12-Atg5-Atg16L1 Komplex wichtig (Rabinowitz and White, 2010).
Das Protein LC3 (microtubuli associated proteinl light chain 3) wird gewoéhnlich als Marker der
Autophagie verwendet. Durch E1 dhnliche Aktivitat spaltet Atg7 das zytoplasmatische LC3-l in
membrangebundenes LC3-Il. Dieses ist an die innere und daulRere Membran der Autophagosomen
gebunden und kann LC3 interagierende Proteine wie p62 und Nbrl binden. Diese beiden Proteine
werden oft auch als Ubiquitin-Rezeptoren bezeichnet, da sie simultan poly-ubiquitinierte Proteine
und LC3 binden kénnen (Kirkin et al., 2009). Durch Bag3 werden Hsp70-Substrate aktiv entlang der
Mikrotubuli zu den Rezeptoren p62 und Nbrl transportiert (Gamerdinger et al., 2011b).
In Sdugerzellen werden fehlgefaltete Proteine und autophagische Vakuolen zum Mikrotubuli-
organisierenden Zentrum gebracht. Bei intensiver Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen, die
nicht sofort abgebaut werden kdnnen, bilden sich dort so genannte Aggresomen. Aggresomen sind
zytoplasmatische Einschlusskorper, die aggregierende Proteine beinhalten. Die Bildung von
Aggresomen verhindert die Interaktion von fehlgefalteten Proteinen mit intakten Proteinen und ist
somit zytoprotektiv (Cuanalo-Contreras et al., 2013).
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Abbildung 1.3.4. Der Prozess der Makroautophagie, Details siehe Text (modifiziert nach Cell Signaling, 2013).
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Chaperon-vermittelte Autophagie und Mikroautophagie

Die Chaperon-vermittelte Autophagie ist ein hoch-selektiver Abbauprozess. Hierbei werden Proteine
mit KFERQ-Aminosduren-Sequenz durch Hsp70 erkannt, durch Co-Chaperone entfaltet und zum
Lysosomen transportiert. Der Hsp70-Substrat-Komplex bindet an Lamp2a und wird in das Innere der

Lysosomen transportiert (Kaushik and Cuervo, 2012).

Bei der Mikroautophagie gelangen kleine Teile des Zytoplasma direkt (ber Invagination der
Lysosomenmembran und anschlieRender Abschnirung ins Innere der Lysosomen (Mijaljica et al.,

2011).

1.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Mehr als 95 % der Alzheimer Erkrankungen treten sporadisch auf, deren groRter Risikofaktor das
Altern ist (Kikis et al., 2010; Selkoe, 2001). Dabei spielt die Proteinhom&ostase und damit der Abbau
von schadlichen AB Plaques und NFT’s eine grolRe Rolle. So kénnen durch die Verdanderung im
Proteinabbau im Alter Proteinaggregate akkumulieren (Cuervo and Dice, 2000). Das APP kann auf
zwei Wegen prozessiert werden. Bei dem amyloidogenen Weg entsteht AB, bei dem nicht
amyloidogenen Weg entsteht das sAPPa. Dieses wird als zytoprotektiv beschrieben und haufig als
Therapieansatz fur AD untersucht (Kogel et al.,, 2012). Der Zusammenhang zwischen der
Zytoprotektion und einem moglichen Einfluss auf die Proteinhomo&ostase wurde bislang noch nicht
untersucht, konnte aber von Bedeutung fir die Behandlung von Alzheimer sein. In der vorliegenden

Arbeit wurde aus diesem Grund der Einfluss von sAPPa auf die Proteinhomoostase untersucht.

Fir die Analysen wurden primare humane Lungenfibroblasten (IMR90) als zelluldres Alterungsmodell
charakterisiert. Bereits 1961 wurde entdeckt, dass humane Fibroblasten nur eine eingeschrankte
Proliferationskapazitat besitzen und sich durch ihre definierte Lebensspanne als zellulares
Alterungsmodell eignen (Hayflick and Moorhead, 1961). Junge und alte IMR90 Kulturen wurden mit
|6slichem rekombinanten sAPPa behandelt und die Expression wichtiger Proteine der Autophagie
und des UPS untersucht. Zusatzlich wurde auch analysiert, inwiefern die N-terminale Domane APP E1
Einfluss auf die Proteinhomdostase hat. In weiteren Versuchen wurde analysiert, ob sAPPa und APP
E1l die Autophagie unter proteasomalen Stressbedingungen reguliert. Hierbei wurde neben
Proteinspiegeln und Zelliberleben, auch die Anzahl bzw. Bildung von Aggresomen und die Verteilung
eines Autophagie-Substrates betrachtet. Darauf aufbauend wurde der Abbau eines Proteasom-
Substrates, die Aktivitdat des UPS und die Expression von proteasomalen Genen bestimmt. Einige
dieser Versuche wurden im Anschluss mit sAPPB wiederholt, um festzustellen, ob sAPP(B einen

dhnlichen Einfluss auf die Proteinhomdostase hat wie sAPPa.
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Immer wieder wird postuliert, dass APP der Rezeptor von sAPPa ist (Ho and Stidhof, 2004). Diese

Hypothese wurde mittels transientem Knockout von APP und/oder APLP2 in den IMR90 Zellen

untersucht.

Zur Uberpriifung der in vivo Relevanz von sAPPa wurden Ma3usen mit Knockout von APP und/oder
APLP2 und Mause die nur sAPPa, aber kein komplettes APP exprimieren, analysiert. Dabei wurden

die Proteinkonzentrationen wichtiger Marker der Proteinhomdostase betrachtet.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Zellkultur

Inkubatoren

Sterilbanke

Absaug-System VacuSafe
Axiovert Fluoreszenz-Mikroskop
Zentrifuge Multifuge 3 S-R
Nucleofector

Axiovert 200

Binokular Stemi 2000-C
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD

Proteinbiochemie

Mikrotiterplatten-Lesegerat Multiskan SR
Brutschranke

UltrasonicProcessor UP50H

Power Pack 300

Mini-Protean Ill Western Blotting System
Chemilumineszenzsystem Fusion-SL, 3500-WL
Homogenisator Potter S

Konfokales Laser-scanning-Mikroskop LSM710
Victor’V 1420 Multilabel Counter
Spektrophotometer

pH-Meter C6825

Biologic Duo Flow
BiologicBioFracFractionCollector

Biologic Optics Module UV-Detektor

DU 800 Spectrophotometer

Molekularbiologie

Thermozykler T Professional basic

iQ Real-Time-PCR Thermozykler

Binder, Tuttlingen

Heraeus/Thermo Scientific, Waltham
Integra Biosciences, Zizers

Zeiss, Gottingen

Heraeus/Thermo Scientific, Waltham
Lonza, Basel

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Schott, Mainz

Thermo Scientific, Waltham
Binder, Tuttlingen
Hielscher, Teltow

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Peqglab, Erlangen

Sartorius, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Perkin Elmer/Wallac, Rodgau
Beckmann, Miinchen
inoLab, Weilheim

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Beckmann Coulter, Krefeld

Biometra, Gottingen

Bio-Rad, Minchen
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Heizblock, Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Perfect Spin Peqglab, Erlangen

Nano Drop 1000 Peqglab, Erlangen

Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Scientific, Waltham
Mikrobiologie

Zentrifuge RC-5B Sorvall/Thermo Scientific, Waltham
Zentrifuge Universal 32R Hettich, Tuttlingen

Certomat H Sartorius, Gottingen

Certomat S 1l Sartorius, Gottingen

2.1.2. Chemikalien und Kits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Kits wurden, soweit nicht anders angegeben, von
den Firmen Abbott (Wiesbaden), AppliChem (Darmstadt), BD (Franklin Lakes), BioLine (London), Bio-
Rad (Minchen), Enzo (Lorrach), Expedeon (Harston), Invitrogen (Carlsbad), LC Laboratories
(Woburn), Macherey-Nagel (Diuren), Merck (Darmstadt), New England BiolLabs (Ipswich), Peqlab
(Erlangen), Promega (Madison), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
oder Thermo Scientific (Waltham) erworben und jeweils nach Angaben des Herstellers aufbewahrt

und verwendet.

2.1.3. Losungen und Puffer

2.1.3.1. Zellkultur

Zellkulturmedium

IMR90 DMEM ( 1 g/l Glucose; Natriumpyruvat; L-Glutamin)
1% Antibiotika, Antimykotika
10% inaktives fetales Kalber Serum (FCS)

Hek 293 DMEM ( 4,5 g/| Glucose; L-Glutamin)
1% Natriumpyruvat
1% Antibiotika, Antimykotika

10% inaktives FCS

Primaére Zellen Neurobasalmedium
50x B27-Supplement
0,5% Gentamicin

1mM Glutamax
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Elektroporationspuffer

135 mM KCl

0,2 mM CaCl,

2mM MgCl,

5mM EDTA

10 mM HEPES pH 7,5

25% inaktives FCS

MTT-L6sung

5 mg/ml Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
in PBS

Solubilisierungslésung

1% Essigsaure

40 % Dimethylformamid

10% Natriumdodecylsulfat (SDS)
2> pH4,0

2.1.3.2. Proteinbiochemie
Lysispuffer

50 mM Tris-HCI

2% SDS

10 % Saccharose

> pH 6,8

4x Trenngelpuffer

1,5M Tris-Base
0,4% SDS
- pH 8,8

1x Laufpuffer
2,5mM Tris-Base

25 mM Glycin
0,01 % SDS

4x Sammelgelpuffer

0,6 M Tris-Base
0,4% SDS
- pH 6,8

1x Transferpuffer

2,5mM Tris-Base
25 mM Glycin
20% Methanol
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5x Auftragspuffer

40 ml 1,25 M Tris-HCl pH 6,8
50 ml 100 % Glycerol

0,01 % Bromphenolblau

8% SDS

25 % B-Mercaptoethanol

PonceauS-Losung

0,01 % Essigsaure
0,005 % Ponceau$S

1x PBS

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO4 + 2 H,0
1,8 mM KH,PO,

2> pH7,4

Blockierungspuffer 1

4% Milchpulver
in PBST

ECL-LOsungen
Lésung A
0,1M Tris-HCl pH 8,6

0,025 % Luminol

FPLC-Waschpuffer 1

300 mM KCI

50 mM KH,PO,
5mM Imidazol
- pH 8,0

1x PBST

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO4 + 2 H,0
1,8 mM KH,PO,

0,05 % Tween20

2> pH7,4

Blockierungspuffer 2

3% BSA

0,5% Triton X-100
in PBS

L6ésung B

0,11 % Para-Hydroxycoumarinsaure
in DMSO

FPLC-Waschpuffer 2

300 mM KCI

50 mM KH,PO,
10 mM Imidazol
2> pH 8,0
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FPLC-Elutionspuffer

300 mM KCI

50 mM KH,PO,
250 mM Imidazol
- pH 8,0

Eindeckmedium

10 % Polyvinylalkohol
70 % PBS

30% Glycerol

0,1% p-Phenyldiamin
- pH 8,0

Suc-Puffer 1
10 mM HEPES
10 mM Kaliumacetat

1,45 mM Magnesiumacetat

1mM Dithiothreitol (DTT)
> pH7,6
2.1.3.3. Mikrobiologie

Kaliumphosphatpuffer

132 ml 1M K;HPO,
868 ml 1M KH,PO,
2> pH 6,0

BMGY Medium

1% Hefeextrakt
2% Pepton

100 mM Kaliumphosphatpuffer
1,34 % Hefe Nitrogen Base
0,0004 %  Biotin

1% Glycerol

Suc-Puffer 2

15 mM HEPES

130 mM Kaliumacetat

1,5 mM Magnesiumacetat

1,5 mM CaCl,

2mM DTT

> pH7,6

BMMY Medium

1% Hefeextrakt
2% Pepton

100 mM Kaliumphosphatpuffer
1,34 % Hefe Nitrogen Base
0,0004 %  Biotin

1% Methanol
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2.1.4. Modelle

2.1.4.1. Zellkulturmodelle

IMR90

Hek 293
d2eGFP Hek 293
Primare Hippocampuszellen

Priméare Kortexzellen

2.1.4.2. Tiermodelle

Ratten
Sprague-Dawley Ratten

Mause

Humane embryonale Lungenfibroblasten (Nichols et al., 1977)
Coriell Institut for Medical Research, Camden

Humane embryonale Nierenzellen (Graham et al., 1977)
Stabil transfizierte Hek 293 Zellen (Gamerdinger et al., 2009)
entnommen aus Rattenembryonen (siehe Kapitel 2.2.1.6)

entnommen aus Rattenembryonen (siehe Kapitel 2.2.1.6)

Bestellt bei JANVIER LABS (St Berthevin)

Die verwendeten Mauslinien stammen aus dem Labor von Prof. Ulrike Mdller (Institut fir Pharmazie

und molekulare Biotechnologie, Universitit Heidelberg) und basieren alle auf dem C57/BL6

Inzuchtmausstamm.

wt Mause
APP”" Miause
sAPPa”* Miuse
APLP27" Miuse

sAPPa’*-DM Miuse

Hefen

Wildtyp Mause

Mause mit APP Knockout (KO), (Li et al., 1996)

Mause mit APP KO und sAPPa Knockin (KI), (Ring et al., 2007)
Mause mit APLP2 KO (von Koch et al., 1997)

Mause mit APP- und APLP2 KO und sAPPa KI (Aydin et al., 2011)

Es wurden Hefen vom Stamm Pichia pastoris verwendet. Die hier verwendeten Hefen stammen aus

dem Labor von Prof. Stefan Kins (Institut fir Humanbiologie und Humangenetik, Technische

Universitat Kaiserslautern). Die zugehorigen Vektorkarten sind im Anhang unter Kapitel 7.3 zu finden.

P.pastoris-sAPPa Hefe mit pBLHIS-SX-sAPP695alpha Vektor; die Hefen exprimieren in

Anwesenheit von Methanol sAPPa und sekretieren dieses in das Hefemedium

Hefe mit pBLHIS-SX-APP E1 Vektor; die Hefen exprimieren in Anwesenheit von

P.pastoris-APP-E1 ~ Methanol das APP E1 Fragment und sekretieren dieses in das Hefemedium
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2.1.5. Statistische Auswertung

Zu jedem Experiment wurden mindestens drei unabhangige Versuche durchgefiihrt. Die Anzahl der
durchgefiihrten Experimente ist in der jeweiligen Abbildungsunterschrift angegeben. In den
Abbildungen wird der Mittelwert der durchgefiihrten Experimente dargestellt. Der Fehlerbalken
entspricht der Standardabweichung der entsprechenden Mittelwerte. Die statistische Signifikanz
wurde unter der Verwendung von SigmaPlot 12.0 (Systat Software) mittels einfacher ANOVA gefolgt
von einem Tukey’s Mehrfachvergleichstest ermittelt. Die statistische Signifikanz wurde in den

Abbildungen folgendermalen gekennzeichnet: * p <0,05; ** p <0,01; *** p< 0,001.

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturtechniken
2.2.1.1. Kultivierung der Zelllinien

Kryokonservierte Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in 10 ml DMEM resuspendiert.
Die Suspension wurde bei Raumtemperatur flir 4 Minuten (min) bei 800 g zentrifugiert. AnschlieRend
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem DMEM resuspendiert. Die Zellen
wurden auf 10 cm Schalen ausgesat und unter Standardkulturbedingungen (37°C, 5 % CO,) kultiviert.

Am nachsten Tag wurde das Medium durch frisches DMEM-Kulturmedium ersetzt.

Die Zellen wurden zweimal woéchentlich passagiert. Dazu wurden die IMR90 Zellen mit erwarmten
dPBS (Invitrogen) gewaschen und mit 3 %iger Trypsin-Losung (Invitrogen) in dPBS fir 5 min bei 37°C
inkubiert. Die Hek 293 Zellen wurden mit 1 %iger Trypsin-Losung bei Raumtemperatur kurz inkubiert.
Die Reaktion wurde mit serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zellen mechanisch durch auf-
und abpipettieren vereinzelt. Die Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur fiir 4 min bei 800 g
sedimentiert und anschliefend in frischem DMEM resuspendiert. Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe

einer Neubauerzahlkammer bestimmt (siehe Kapitel 2.2.1.2).

Die IMR90 Zellen wurden fiir die Versuche (siehe Kapitel 2.2.1.8) in 96 oder 24 Well Platten bzw. in 6
oder 10 cm Schalen mit einer Dichte von 1,5 x 10%/cm? ausgesat. Die Hek 293 Zellen wurden in 24

Well Platten oder 6 cm Schalen in einer Dichte von 1 x 10%/cm? fiir Versuche ausplattiert.

Fir die Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Zellen auf Glas kultiviert. Daflir wurden
Deckglaschen (@ 12 mm, VWR) in die Vertiefungen einer 24 Well Platte gelegt und fiir 30 min bei

Raumtemperatur mit 0,1 mg/ml Polyornithin (Sigma-Aldrich) in dPBS beschichtet. AnschlieRend
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wurden die Deckglaschen erst mit dPBS und dann mit Zellkulturmedium gewaschen, bevor die Zellen

auf den Platten ausgesat wurden.

2.2.1.2. Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden tote und lebende Zellen mittels 1:1 Farbung mit
Trypanblau (Sigma-Aldrich) in einer Neubauerzahlkammer unterschieden. Trypanblau diffundiert in
tote Zellen und ermoglicht somit durch die Blaufarbung die Unterscheidung von toten und lebenden

Zellen.
Die Anzahl der lebenden Zellen pro Milliliter wurde mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl Y lebende Zellen
= *
ml 4

f*10*

f =Verdinnungsfaktor der Zellsuspension mit Trypanblau

2.2.1.3. Bestimmung von Populationsverdopplungen

Mit der Populationsverdopplung (PDL) kann das aktuelle Alter der IMR90 Zellen bestimmt werden.

Die PDL wurde bei jeder Passage ermittelt und mit folgender Formel berechnet:

logC,, — logC
PDL = o0glp 0gLs
log(2)

Dabei ist C,, die Lebendzellzahl geernteter Zell und C; die Lebendzellzahl ausgesater Zellen.

2.2.1.4. Zelluléire Dauerkulturen

Fiir die Erhaltung der Zelllinien wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff kryokonserviert. Dazu
wurden subkonfluente Zellen von den 10 cm Schalen durch Trypsin geldst. Nach der Zentrifugation
wurden die Zellen in DMEM-Zellkulturmedium mit 10 % DMSO (Roth) resuspendiert und in ein

KryogefaR (VWR) Gberfihrt.

Die Zellen wurden zundachst in einer mit Isopropanol (Roth) gefillten Kryobox (Nalgene Cryo Freezing
Container, VWR) bei -80°C fiir 24 bis 48 Stunden (h) eingefroren und dann in flussigen Stickstoff

transferiert.
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2.2.1.5. Seneszenz-assoziierte f-Galaktosidase Fdrbung

Die zelluldare Seneszenz der IMR90 Zellen wurde mit der Seneszenz-assoziierten P-Galaktosidase
Farbung (Sigma-Aldrich) bestimmt. Dazu wurden subkonfluente Zellen in einer 24 Well Platte mit

4 %iger PFA-LOsung fixiert und die Farbung wie im Herstellerprotokoll angegeben durchgefiihrt.

2.2.1.6. Prédparation und Kultivierung neuronaler primdérer Zellen

Fiir die Gewinnung von primaren neuronalen Vorlauferzellen wurden aus einer schwangeren Ratten
am Tag 17 der Embryonalentwicklung (E17) die Embryonen gewonnen. Nach Betdubung der Ratte
mit dem Inhalationsnarkotikum Forene (Wirkstoff: Isofluran; Abbott AG), wurde diese mittels
Guillotine enthauptet und die Embryonen entnommen. Nach der Dekaptierung der Embryonen

wurden die Kopfe in eiskaltem dPBS gesammelt und die Gehirne vorsichtig isoliert.

Die Praparation des Hippocampus- und des Kortex-Gewebe erfolgte in eiskaltem dPBS unter einem
Stereomikroskop. Das Gewebe wurde fiir die Zeit der Praparation auf Eis in 1x Ca**- und Mg”*- freier

Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen) aufbewahrt.

Um das Gewebe zu dissoziieren wurde es fiir 20 min in 10 ml 1x Trypsin-Losung inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml HBSS mit 10 % inaktivem FCS abgestoppt. Die
Zellsuspension wurde anschlieRend durch eine sterile Gaze mit 50 um Porenweite (Nybolt Gaze;
Eckardt) filtriert und in 7 ml HBSS aufgenommen. Nach Zentrifugation der Zellsuspension fiir 4 min
bei 1200 rpm und Raumtemperatur wurde das Zellpellet in Neurobasalmedium resuspendiert. Die
Lebendzellzahl wurde mittels einer Neubauerzdhlkammer (siehe Kapitel 2.2.1.2) bestimmt. Die Zellen
des Hippocampus und des Kortex wurden in einer Zelldichte von 3,5 x 10° Zellen pro Kulturplatte auf
beschichteten Kulturplatten (TPP) ausgesat. Dafur wurden Kulturplatten mit 0,1 mg/ml Polyornithin
in dPBS fiir mindestens 30 min beschichtet. Die Platten wurden vor dem Aussden der Zellen mit dPBS

gewaschen. Die primaren Zellen wurden unter Standardbedingungen bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.
2.2.1.7. Transiente Transfektion

Plasmide

Die Karten der aufgefiihrten Plasmide sind dem Anhang zu entnehmen (siehe Kapitel 7.3).

pSOD1-G85R-eGFP-N1  Superoxiddismutase 1 (SOD1) G85R gekoppelt mit GFP
pSOD1-G93A-eGFP-N1  SOD1 G93A gekoppelt mit GFP
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Small interfering RNAs (siRNA)

Die siRNA wurde bei MWG Eurofins (Ebersberg) entworfen und bestellt.

APP-hu GACGGAGGAGAUCUCUGAA (dTdT)
APLP2-hu AUAUGCAUGUGAACAUUCA (dTdT)
nonsense AUUCUCCGAACGUGUCACG (dTdT)

2.2.1.7.1. Elektroporation

Die Elektroporation wurde genutzt um Zellen transient mit siRNA zu transfizieren. Die siRNA wurde in

1x siMAX Universal Puffer (Eurofins MWG) gel6st und bei -80°C gelagert.

Fir die Elektroporation wurden die IMR90 Zellen wie unter Kapitel 2.2.1.1 beschrieben trypsiniert
und nach der Zentrifugation in Elektroporationspuffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in
Elektroporationskiivetten (4 mm, Sigma-Aldrich) pipettiert. Zu der Suspension wurden 20 ug siRNA
zugegeben. Die Elektroporation wurde mit einem Elektroporator (Lonza) durchgefiihrt. Nach einer
kurzen Ruhepause wurden die Zellen auf 6 cm Schalen ausgesat. Die Zellen wurden 48 h nach der

Transfektion (siehe Kapitel 2.2.1.8) behandelt.

2.2.1.7.2. FuGene

Fir die Transfektion wurden Zellen auf Deckglaschen ausgesat (siehe Kapitel 2.2.1.1) und nach 24 h
mit Hilfe von FuGene (Promega) transfiziert. Die verwendete Menge an FuGene wurde mit folgender
Regel bestimmt: 1,2x Plasmid [ug] = FuGene [ul]. Zunachst wurden die Plasmide mit DMEM ohne
Zusatze verdiinnt und anschlieBend das FuGene-Reagenz langsam hinzugefiigt. Die Losung wurde
vorsichtig invertiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde die Losung ins
Nahrmedium der Zellen gegeben. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion wie in Kapitel 2.2.1.8

beschrieben behandelt.

2.2.1.8. Behandlung der in vitro Kulturen

Die Behandlung der Zellen fand nach einem Tag Ruhephase bei den IMR90 und Hek 293 Zellen bzw.
nach einer Differenzierungsphase von sieben Tagen bei der Primarzellkultur statt. Dabei wurden die
Zellen 15 h vor der Toxin-Zugabe mit verschiedenen Konzentrationen sAPPa, sAPPB (Sigma-Aldrich)

oder dem APP-E1 Fragment inkubiert.

Anschliefend wurden die Zellen fiir 24 h mit 0,5 uM MG-132 (Enzo) bzw. 100 nM Epoxomicin (Sigma-

Aldrich) behandelt. Fiir das Aggresomen-Assay wurde eine Konzentration von 10 uM MG-132 fir 8 h
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verwendet. Auf Grund der Loslichkeit der Substanzen in DMSO wurden zu den Kontrollen eine

entsprechenden Menge an DMSO als Vehikelkontrolle gegeben.

Fiir die Ermittlung des autophagischen Flux wurden die Zellen 15 h vor dem Ernten mit 500 nM

Bafilomycin A1l (BafA, LC Laboratories) behandelt.

2.2.1.9. Zelliiberleben mittels MTT-Assay

Anhand der metabolischen Aktivitat der Zelle wurde das Zelliiberleben mit Hilfe des Tetrazoliumsalz

MTT quantifiziert (Gerlier and Thomasset, 1986).

Die IMR90 Zellen wurden fiir diesen Versuch in 96 Well Platten kultiviert und zu den angegebenen
Zeitpunkten (siehe Kapitel 3.3.1 und 3.4.2) mit 0,5 mg/ml MTT fur 2 h inkubiert. Die gebildeten
Formazan-Kristalle als reduzierte Form von MTT wurden anschlieBend mit Solubilisierungslosung

gel6st und bei 560 nm im Multiscan RC (Thermo Scientific) photometrisch gemessen.

2.2.2. Proteinbiochemie

2.2.2.1. Gesamtproteinisolierung aus Zellen

Die Zellen wurden nach der entsprechenden Behandlungszeit mit PBS gewaschen und nach Zugabe
von Lysispuffer mechanisch von den Zellkulturschalen abgeschabt. Zu dem Lysispuffer wurden kurz
vorher ein Protease- (Roche) und ein Phosphatase-Inhibitor (Roche) gegeben. Die Zelllysate wurden
anschlieBend kurz mit einem Ultraschall-Sonifizierstab (Hielscher) sonifiziert und die
Proteinkonzentration mittels BCA-Test (siehe Kapitel 2.2.2.3) bestimmt. Die Proben wurden bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.2.2. Gesamtproteinisolierung aus Gewebe

Firr die Isolierung von Protein aus Gewebe wurden die Mause zundchst mit Forene (Abbott AG)
betdubt und dekapiert. Aus dem Gehirn wurden Kortex und Hippocampus prapariert. AuBerdem
wurden noch Lebergewebe entnommen. Die Gewebe wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und

anschlieBend bei -80°C gelagert.

Die Gewebe wurden mit Lysispuffer versetzt und mit Hilfe des Homogenisators Potter S (Sartorius)
zerkleinert. Danach wurden die Proben 3x 10 Sekunden (sec) sonifiziert und der Proteingehalt mit

einem BCA-Test bestimmt. Die Proteinlysate wurden bei -20°C gelagert.
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2.2.2.3. Proteinquantifizierung

Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Test (Bio-Rad) bestimmt und wie vom Hersteller
beschrieben durchgefiihrt. Die Proteinproben wurden hierbei mit BCA-Reagenz versetzt und bei 60°C
fir 30 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben bei 560 nm im Multiscan RC (Thermo
Scientific) photometrisch gemessen und die Konzentration mit Hilfe einer Rinderserumalbumin

(bovine serum albumin, BSA)-Standardkurve bestimmt.

2.2.2.4. Western Blot Analyse

2.2.2.4.1. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht im
denaturierten Zustand nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Dazu wurden
Protean-3-Elektrophoresekammern fir Minigele (Bio-Rad) benutzt. Flir das Polyacrylamidgel (PAA-
Gel) wurde zunachst das Trenngel gegossen und mit Isopropanol (Roth) liberschichtet und erst nach
erfolgter Polymerisation wurde das Sammelgel gegossen.

Zusammensetzung der PAA-Gele (die Volumina entsprechen zwei 1,5 mm dicken Gelen):

12 % Trenngel Sammelgel

9 ml H,0 6,5 ml H,0

5 ml 4x Trenngelpuffer 2,5ml  4x Sammelgelpuffer
6 ml Acrylamid 750 ul  Acrylamid

200 ul  APS 100l APS

20 pl TEMED 10 ul TEMED

Es wurden 20 pg Proteinprobe mit 5x Auftragspuffer versetzt und auf das PAA-Gel aufgetragen. Als
GroRenmarker wurde der Prestained PageRuler (Peglab) verwendet. Der Sammelgellauf erfolgte bei

90V, der Trenngellauf bei 120 V im SDS-Laufpuffer.

2.2.2.4.2. Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert (geblottet). Der Blot wurde in folgender Reihenfolge aufgebaut: Pluspol, Schwamm,
Transferpapier, Nitrocellulose-Membran, PAA-Gel, Transferpapier, Schwamm, Minuspol. Der Transfer
wurde in Mini-Trans-Blot-Zellen fir Minigele (Bio-Rad) bei Raumtemperatur und 30 V Uber Nacht

oder bei 4°Cund 80 V fiir 3 h in 1x Transferpuffer durchgefiihrt.
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Um die erfolgreiche Ubertragung und die Qualitat des Blots zu tberpriifen wurde anschlieBend die

Nitrocellulose-Membran mit PonceauS-Losung gefarbt.

2.2.2.4.3. Immunologischer Nachweis der Proteine

Die Nitrocellulose-Membran wurde zundchst fir 30 min mit Blockierungspuffer 1 inkubiert um

unspezifische Bindungsstellen abzudecken. AnschlieRend wurde die Membran mit PBST gewaschen

und bei 4°C iber Nacht mit dem primaren Antikorper in geeigneter Konzentration in PBST mit 0,1 %

Natriumazid (Sigma-Aldrich) inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran mehrfach mit PBST

gewaschen und anschlieRend fiir 1- 2 h mit einem geeigneten sekundaren, Meerettich-Peroxidase-

gekoppelten Antikérper bei Raumtemperatur inkubiert.

Fiir Western Blot verwendete primare Antikérper:

AKT

AKT (phospho Ser473)
APLP2

APP 6E10

Bag3

ERK 1/2

ERK 1/2 (phospho)
GSK3p

GSK3p (phospho)
Hsp70

Hsp90

Lamp?2

LC3b (I+11)

Nrf2

p62
Proteasom 19S S4
Proteasom 20Salpha 1
SAPK/JNK

SAPK/INK (phospho)
Tubulin

Ubiquitin

Cell Signaling

Cell Signaling
Calbiochem
Covance
Proteintech Group
Cell Signaling

Cell Signaling

BD Transduction Laboratories
Cell Signaling
Stressgen
Stressgen

Abcam
Sigma-Aldrich
Abcam

Progen

Abcam

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling

Cell Signaling
Sigma-Aldrich
Dako
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Im Anschluss wurde die Membran mit ECL-L6sung (1 ml Losung A; 0,1 ml Lésung B und 0,5 ul H,0,)
benetzt und es wurden mit dem Chemilumineszenssystem Fusion-SL (Peqlab) die immunreaktiven
Proteinbanden fotografiert. Die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mit der Software Image)

(NIH).

Fiir Western Blot verwendete sekundare Antikorper:

Peroxidase-AffiniPureDnk Anti-Guinea Pig I1gG Jackson ImmunoResearch
Peroxidase-AffiniPureDnk Anti-Mouse IgG Jackson ImmunoResearch
Peroxidase-AffiniPureDnk Anti-Rabbit IgG Jackson ImmunoResearch

2.2.2.5. Aufreinigung von sAPPa und APP E1
2.2.2.5.1. Flussigkeitschromatografie-FPLC

Die Aufreinigung von sAPPa und dem APP E1 Fragment aus dem Hefe Medium (siehe Kapitel 2.2.4.1)
erfolgte liber eine Flussigkeitschromatografie (FPLC). Dazu wurde die Biologic Duo Flow Maschine
(Bio-Rad) und Bio-Scale™ Mini Profinity™ IMAC Saulen (5 ml, Bio-Rad) verwendet. Zunichst wurde
der Hefe-Uberstand auf einen Dynaloop 90 (Bio-Rad) geladen und anschlieRend das
Aufreinigungsprogramm gestartet. Dabei wurde zunachst die Sdule mit FPLC-Puffer 1 gewaschen und
der Hefe-Uberstand vom Loop auf die Siule iibertragen, gefolgt von einem weiteren Waschschritt
mit FPLC-Puffer 1. Nach einem Waschschritt mit FPLC-Puffer 2 wurden die Proteine mit dem FPLC-
Elutionspuffer eluiert. Die Eluate wurden mit Hilfe des Biologic BioFrac Fraction Collector (Bio-Rad) in
Aliguots mit jeweils 3 ml Volumen gesammelt. Anhand der Extinktionskurve, gemessen durch das
BioLogicOptics Module (Bio-Rad) bei 280 nm, wurden die Aliquots ausgewadhlt, die das Eluat

enthielten.

Das Eluat wurde anschlieRend in Zentrikon-Réhrchen (Ultra 10 k, Millipore) pipettiert und durch
Zentrifugation bei 4000 x g und 4°C aufkonzentriert. Nach der Aufkonzentrierung wurde mittels PD10
Entsalzungssdulen (GE Healthcare Lifesciences) der FPLC-Elutionspuffer gegen 1x PBS ausgetauscht.
Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe Konzentrationsbestimmung von sAPPa)
wurden 10 % Glycerol (Merck) zugesetzt und die sAPPa- bzw. APP E1- Lésung in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.2.5.2. Konzentrationsbestimmung von sAPPa und APP E1

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe des Pierce® 660 nm Protein Assay Kit (Thermo

Scientific) durchgefihrt. Zu den Proteinproben wurde im Verhéltnis 1:15 das Pierce 660 Reagent

34



zugegeben und kurz invertiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Extinktion bei 660 nm
im Photometer (Beckmann Coulter) gemessen. Mit Hilfe einer BSA-Standardkurve konnte die

Konzentration der Proben in pg/ul bestimmt werden. Diese wurde anschlieRend mit Hilfe der

Molekilmasse von sAPPa (110 kDa) und APP E1 (22,4 kDa) in die Stoffmengenkonzentration [m—Ol]

Liter

umgerechnet.

2.2.2.6. Coomassie Férbung

Mit Hilfe von Coomassie-Brillant-Blau kdnnen Proteine unspezifisch angefarbt werden. Dazu wurden
Proteine in PAA-Gelen (siehe Kapitel 2.2.2.4.1) aufgetrennt und in 10 ml InstantBlue™ (Expedeon) fiir

15 min inkubiert. Anschliefend wurde das Gel mit Wasser gewaschen und fotografiert.

2.2.2.7. Immunozytochemie

Fiir die immunochemischen Fluoreszenzfarbungen wurden die Hek 293 Zellen auf beschichteten
Deckgldschen ausgesat (siehe Kapitel 2.2.1.1) und behandelt (siehe Kapitel 2.2.1.8). Nach der
erfolgten Behandlung wurden die Deckglaschen mit dPBS gewaschen und mit 4 %iger PFA-LOsung fir
15 min fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 3 min mit Blockierungspuffer 2 inkubiert, dadurch
wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert und die Zellen permeabilisiert. Die Inkubation mit

dem primaren Antikorper in 1 % BSA-Losung erfolgte bei 4°C Giber Nacht.

Fiir die Immunozytochemie verwendete primare Antikorper:

Bag3 Proteintech Group

GFAP Dako

MAP2 Sigma-Aldrich

Vimentin Satan Cruz Biotechnology

Anschliefend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit dem sekundaren, Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Antikorper fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und die Zellkerne mit 4,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI, Sigma-Aldrich) fur 15 min gefarbt. Zum Schluss wurden die Zellen in
Eindeckmedium eingebettet und mit Nagellack auf einem Objekttrager fixiert. Nach dem Ausharten

des Nagellacks wurden die Zellen unter dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop (Zeiss) analysiert.

Fiir die Immunozytochemie verwendete sekundare Antikorper:

Alexa Fluor® 647-AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG  Jackson Immuno Research

Cy3-AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG Jackson Immuno Research
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2.2.2.8. Proteasomaler Aktivitéitsassay

Die proteasomale Aktivitat konnte mit Hilfe des Suc-LLVY-AMC-Substrat (N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-
7-amino-4-methylcoumarin, Enzo Life Science) gemessen werden (Stein et al., 1996). Dazu wurden
die behandelten Zellen mit Trypsin von der Schale geldst und fiir 4 min bei 800 g sedimentiert. Das
Zellpellet wurden mit dPBS gewaschen und in Suc-Puffer 1 resuspendiert und 30 min bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension mehrfach mit einer Nadel (Sterican 100 G25, Braun)
aufgezogen. Danach wurde die Konzentration von Kaliumacetat (Sigma-Aldrich) auf 90 mM erhoht
und die Suspension bei 4°C und 10000x g fiir 20 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand
entnommen und damit eine Proteinbestimmung mittels BCA-Test (siehe Kapitel 2.2.2.3)

durchgefihrt.

10 pg gesamt Protein wurden mit Suc-Puffer 2 mit 8 mM ATP (AppliChem) auf 400 pL aufgefillt,
bevor 100 pM Suc-LLVY-AMC-Substrat zugegeben wurden. Fir die Dreifachbestimmung wurden
jeweils 100 ul der Proben in eine Vertiefung einer schwarzen Mikrotiterplatte gegeben. Die Platte
wurde dann im Victor’V Multilabel Counter (Perkin Elmer/Wallak) bei 37 °C inkubiert. Nach 10 min
wurde der Startwert bei einer Anregung von 355 + 20 nm und 460 nm Emission gemessen. Nach

weiteren 60, 120 und 180 min wurde erneut gemessen.
2.2.3. Molekularbiologie
2.2.3.1. Isolierung gesamt RNA

Fir die Isolierung der gesamt RNA wurde das NucleoSpinRNA Il Kit (Machery-Nagel) verwendet. Dazu
wurden die Zellen auf den Kulturschalen zweimal mit dPBS gewaschen und anschliefend abgeschabt.
Die Isolierung der RNA wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Um die Gefahr einer
DNA-Kontamination zu verringern wurde eine Behandlung mit DNase bei 37°C fiir 30 min
durchgefuhrt. Die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde mit dem NanoDrop 1000 (Peqlab)

durchgefiihrt. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.3.2. Reverse Transkription/Synthese cDNA

Die reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgt mit dem Omniscript RT Kit (Qiagen). Zunéachst
wurden die Komponenten des Kits nach Vorgabe im Herstellerprotokoll zusammengefigt.
Anschliefend wurden dquivalente Mengen an RNA mit RNase-freiem H,0 (DEPC, Ambion) auf 10 pl
aufgefillt und bei 65°C fiir 5 min denaturiert. Im Anschluss wurde der Mastermix (2 pl RNase-freies

Wasser (Qiagen), 2 ul 10x RT-Puffer (Qiagen), 2 ul dNTP-Mix (5 mM, Qiagen), 2 pl Oligo-(dT)15-
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Primer (10 uM, Promega), 1 pul RNasin (Promega), 1 pul reverse Transskriptase (Qiagen)) zu den RNA-
Proben gegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert.

2.2.3.3. Quantitative Realtime-PCR

Die Genexpression auf Transkriptionsebene wurde mittels Realtime-PCR quantifiziert. Dazu wurden 1
pul DNA, 12,5 pl SensiMix SYBR & Fluorescein Kit (Bioline), 10,5 ml H,0 und jeweils 0,5 pl Vorwarts-
und Riuckwarts-Primer in eine Vertiefung einer 96 Well Platte pipettiert. Die Amplifikation erfolgte

dann im iCycler (Bio-Rad) nach folgendem Protokoll:

Initiale Aktivierung 15 min 95°C
Amplifikation (35 Zyklen) 20 sec 95°C
20 sec 60°C
30 sec 72°C
Finale Denaturierung 1 min 95°C
Abkiihlung 1 min 55°C
Schmelzkurve (88 Zyklen) 8 sec 55°C (+ 0,5°C/Zyklus)

Fiir die gRT-PCR verwendete Primer:

GAPDH- for ~ 5’- GCA CCA CCA ACT GCT TAG CAC-3’
GAPDH-rev  5°- CAC CACCTT CTT GAT GTC ATC -3’
Bag3- for 5’- TGG GAG ATC AAG ATC GACCC -3’
Bag3- rev 5'- GGG CCATTG GCA GAG GAT G -3’
p62- for 5’- TGC CCA GACTACGACTTG TG -3’
p62-rev 5’- AGT GTC CGT GTT TCA CCT TCC -3’
PSMB5-for  5- AGG TTC TGG CTC TGT GTA TGC -3’
PSMB5-rev  5°- CAT CTC TGT AGG TGG CTT GGT -3’
PSMB6-for  5°- GAG GCA TTC ACT CCA GACTG -3’
PSMB6-rev  5°- CAA ACT GCA CGG CCATGATA -3’
PSMB7-for  5°- TGC AAA GAG GGG ATA CAAGC-3’
PSMB7-rev  5°- ACA ACC ATC CCT TCA GTT GC -3’

Der Zyklus (,Threshold Cycle”, C;) ist der Punkt an dem die Fluoreszenz sich erstmals signifikant von

der Hintergrundfluoreszenz unterscheidet und konnte anhand der gewonnen Amplifikationskurve
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ermittelt werden. Uber die Schmelzkurvenanalyse konnte die Spezifitit der Reaktion iiberprift
werden.

Die Genexpression wurde mit folgender Formel berechnet:

Ratio = ERACP

Hierbei gilt:

ACP = CPzie1gen — CPreferenzgen
AACP = ACPgenanaiung — ACPxontrotte

-1

E=10m

2.2.4. Mikrobiologie
2.2.4.1. Hefeanzucht

BMGY Medium wurde mit Hefen angeimpft und fiir 48 bis 72 h bei 30°C und 300 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension bei 1500 x g fiir 5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Hefen in BMMY Medium resuspendiert und fiir weitere 24 h bei 30°C und 300 rpm
inkubiert. Zum Schluss erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 1500 x g fiir 10 min. Der Uberstand
wurde fir die Aufreinigung mittels FPLC (siehe Kapitel 2.2.2.5.1) weiterverwendet und das Pellet

verworfen.

2.2.4.2. Herstellen von Dauerkulturen

BMGY Medium wurden mit Hefen angeimpft und fir 24 h bei 30°C und 300 rpm inkubiert. Im
Anschluss wurde zum Medium Glycerol (Merck) in einer finalen Konzentration von 15 % zugegeben.
Die Hefen wurden aliquotiert und in fllssigen Stickstoff eingefroren. Die Lagerung fand bei -80°C

statt.
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse von sAPPa und APP E1

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von sAPPa und APP E1 auf die Proteinhomdostase
untersucht, dazu wurde zunachst rekombinantes sAPPa und APP E1 in Hefen produziert und mittels
FPLC aufgereinigt. AnschlieRend wurde Uber SDS-PAGE mit nachfolgender Coomassie-Farbung die
GrofRe der erhaltenen Proteine Uberpriift und mittels Western Blot mit einem APP Antikorper

festgestellt, ob es sich bei den Proteinen um ein APP Produkt handelt.

Das aufgereinigte sAPPa sowie das APP E1 Fragment zeigten im Coomassie-Gel die zu erwartende
ProteingrofRe von ~23 kDa flir APP E1 und ~100 kDa fiir sAPPa (Abbildung 3.1.1. A). Fir das instabile
sAPPa Protein sind Spaltprodukte im Gel erkennbar. Mit fortschreitender Lagerzeit war eine erhohte
Menge an Spaltprodukten im Gel zu erkennen, daher war eine regelmaRige Herstellung von sAPPa
notwendig. Mittels Western Blot Analyse wurde anschlieBend mit einem Antikérper gegen APP

gezeigt, dass es sich um sAPPa und das APP E1 Fragment handelt (Abbildung 3.1.1. B).

Insgesamt konnte durch diesen Versuch gezeigt werden, dass es sich bei den in Hefen produzierten

Proteinen um sAPPa und APP E1 handelt.

1 2 1 2
A B (-
~100kDa — sAPPa ~100kDa —
~25 kDa ~25 kDa
— APP E1
~15 kDa ~15 kDa

Abbildung 3.1.1. Coomassie-Gel und Western Blot Analyse der rekombinanten Proteine sAPPa und APP E1. (A) Mit Hilfe
einer Coomassie-Farbung wurde die molekulare GroRe der aufgereinigten Proteine APP E1 (1) und sAPPa (2) Giberprift. (B)
Der Western Blot der aufgereinigten Proteine zeigte, dass es sich um APP handelt.

3.2. Das Alterungsmodel IMR90

Die Alterung ist der Hauptrisikofaktor bei der Alzheimer’schen Erkrankung (AD). Aus diesem Grund
wurde fur die Versuche ein zelluldares Alterungsmodel die IMR90 Zellen ausgewahlt, um auch

Veranderungen zwischen jungen und alten Zellen untersuchen zu kénnen. Zu Beginn wurden diese
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Zellen charakterisiert, indem eine Alterungskurve erstellt und wichtige zellulare Altersmarker Gber
einen Western Blot analysiert wurden. AuRerdem wurde eine B-Galaktosidase Farbung mit jungen

und alten IMR90 Zellen durchgefiihrt, um auch diesen Alterungsmarker zu analysieren.

Die IMR90 Zellen wurden regelmafRlig passagiert und die Populationsverdopplung bestimmt. Die
Teilungsrate der Zellen nahm mit steigendem Alter ab bis es bei einer PDL von 47 zu einem

Teilungsstopp kam (Abbildung 3.2.1. A)
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Abbildung 3.2.1. Das Alterungsmodel IMR90. (A) Alterung der Fibroblastenkultur. Die Teilungsaktivitdit nahm mit
steigender Alterung ab, bis sie bei einem Alter von PDL 47 einen Teilungsarrest aufwies. (B) Western Blot mit Caveolin 1
Antikorper und densitometrische Auswertung. Die Proteinmenge von Caveolin 1 stieg mit zunehmender PDL. (C) B-
Galaktosidase Farbung von jungen und seneszenten IMR90. Ungefdhr 50 Zellen pro Kulturschale wurden auf eine
Blaufarbung analysiert und prozentual gegen die Gesamtzahl der Zellen aufgetragen. Bei den seneszenten IMR90 Zellen ist
der GroRteil der Zellen (ungefahr 80 %) B-Galaktosidase positiv, wohingegen bei den jungen IMR90 Zellen weniger als 20 %
positiv sind. Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n= 3).

Die Fibroblasten wurden mittels Western Blot auf den Alterungsmarker Caveolin 1 untersucht. Dieser
war in jungen Zellen nur in sehr geringen Mengen vorhanden. Im Laufe der Alterung stieg die

Proteinmenge von Caveolin 1 an (Abbildung 3.2.1. B).
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Zusatzlich wurde die Zellalterung durch eine B-Galaktosidase Farbung Uberprift. Seneszente Zellen
weisen eine erhohte B-Galaktosidase Aktivitat auf (Dimri et al., 1995). So waren bei jungen Zellen nur
ca. 20 % der gesamten Zellen B-Galaktosidase positiv, wahrend bei den gealterten Zellen tber 80 %
eine Farbung aufwiesen. Aullerdem veranderte sich die Morphologie der IMR90 Zellen. Junge IMR90
Zellen wiesen eine langliche Form auf und die Zellen lagen meist parallel angeordnet. Alte Zellen
zeigten eine vergrolRerte Zelloberflaiche, mit geringerem Zell-Zell-Kontakt und lagen nicht mehr

parallel angeordnet vor (Abbildung 3.2.1. C).

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die Teilungsrate der IMR90 Zellen im Laufe der Alterung
abnahm und die seneszenten IMR90 Zellen B-Galaktosidase positiv waren und ein hohes Proteinlevel
an Caveolin 1 hatten. Anhand der Ergebnisse wurde festgelegt das es sich bis PDL 30 um junge Zellen

handelt und ab PDL 42 um seneszenten Zellen.

3.3. Der Einfluss von sAPPa und APP E1 auf die Zellviabilitit und

Proteinhomdoostase
Im Folgenden sollte der Einfluss von sAPPa und APP E1 auf die Lebensspanne und Zellviabilitdt der
IMR90 Zellen untersucht werden. AnschlieRend wurde mittels Western Blot und qRT-PCR der Einfluss

der beiden Proteine auf die Proteinhomdostase analysiert.

3.3.1. Keine Veranderung der Zellviabilitat und Lebensspanne durch sAPPa und APP E1

Zunachst wurde analysiert inwiefern sAPPa und APP E1 die Zellviabilitdt und die Teilungsrate der
alternden IMR90 Zellen beeinflusst. Dazu wurden junge und alte IMR90 Zellen mit fir 24 h mit
verschiedenen Konzentrationen sAPPa und APP E1 behandelt und mit einem MTT-Assay analysiert.
Anschliefend wurde die IMR90 Zellen in Anwesenheit 50 nM sAPPa bzw. APP E1 kultiviert und eine

Alterungskurve anhand der PDL erstellt.

Bei der Analyse der Zellviabilitait mittels MTT-Assay zeigte sich weder bei den jungen Zellen
(Abbildung 3.3.1. A + B) noch bei den seneszenten Fibroblasten (Abbildung 3.3.1. C + D) eine
Veranderung des Zelllberlebens durch sAPPa bzw. APP E1.

Anschliefend wurden IMR90 Zellen unter standiger Behandlung mit sAPPa bzw. APP E1 gealtert und
die Populationsverdopplung aufgezeichnet. Dabei zeigte sich, dass sowohl sAPPa als auch APP E1 die
Alterungskurve nur gering verlangern. Die mit sAPPa behandelten Zellen erreichten eine PDL von
47,8 £ 1,4, die mit APP E1 behandelten Fibroblasten eine PDL von 49,2 + 1,0 und im Vergleich dazu
die Kontrollzellen eine PDL von 45,9 + 1,0. Der Wachstumsarrest trat bei den Kontrollzellen an Tag 83

ein, bei den behandelten Zellen an Tag 97 (Abbildung 3.3.2).
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Abbildung 3.3.1. MTT-Assay von jungen und seneszenten IMR90 Zellen nach Behandlung mit sAPPa und APP E1. (A + B)
Junge IMR90 Zellen wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen von sAPPa (A) und APP E1 (B) behandelt. (C + D)
Seneszente IMR90 Zellen behandelt mit sAPPa (C) und APP E1 (D). Die Zellen wurden mittels MTT-Assay analysiert. Die
Grafik zeigt die prozentual Veranderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Hierbei konnte keine Verdanderung der
Zellviabilitat festgestellt werden. Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von drei unabhangigen
Experimenten (n= 3).
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Die Ergebnisse zeigten insgesamt, dass sAPPa und APP E1 die Zellviabilitdit nach einer kurzen
Behandlungszeit nicht verandern, dass aber durch eine Langzeitbehandlung die Wachstumsrate

erhoht wurde.
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3.3.2. sAPPa und APP E1 beeinflussen die Protein- und mRNA-Level wichtiger Marker der

Proteinhomdéostase in jungen und alten IMR90 Zellen nicht

Der Abbau von fehlgefalteten Proteinen und Aggregaten ist fiir die Zelle sehr wichtig. Gerade im Alter
fihrt die Ansammlung dieser Proteine zum Funktionsverlust von Zellen und verursacht Krankheiten.
Da auch Alzheimer die Ansammlung von Aggregaten bei der Pathogenese der Erkrankung eine Rolle
spielt, wurde der Einfluss von sAPPa auf den Proteinabbau und vorgeschaltete

Signaltransduktionswege untersucht.

Dazu wurden junge und seneszente IMR90 Zellen mit sAPPa und APP E1 behandelt und mittels
Western Blot die Expression wichtiger Regulatoren der Autophagie, des proteasomalen

Abbausystems, Signaltransduktionswege und auf die zwei Hitzeschock Proteine Hsp70 und Hsp90

analysiert.

Junge Zellen Seneszente Zellen
Gen SAPPa APP E1 SAPPa APP E1
Bag3 - - - -
p62 - - - -
LC3 - - - -
Lamp?2 - - - -
Hsp70 - n.t. n.t. n.t.
Hsp90 - n.t. n.t. n.t.
19S Proteasom - - - n.t.
20S Proteasom - - - n.t.
Ubiquitin - - -* n.t.
PERK/ERK - n.t. n.t. n.t.
PIJNK/INK - n.t. n.t. n.t.
PAKT/AKT - n.t. n.t. n.t.
pPGSK3B/GSK3p - n.t. n.t. n.t.

Tabelle 3.3.1. Western Blot Analyse von jungen und seneszenten IMR90 Zellen nach Behandlung mit sAPPa und APP E1.
Junge und alte IMR90 Zellen wurden flr 24 h mit verschiedenen Konzentrationen zwischen 10 und 100 nM sAPPa und APP
E1 behandelt (* es wurde nur mit einer Konzentration von 100 nM behandelt) und anschlieRend mittels Western Blot
analysiert. Dabei konnte bei keinem der Proteine eine veranderte Expression durch sAPPa oder APP E1 festgestellt werden.
- Keine Veranderung; n.t. nicht getestet. Die Daten zeigen die Ergebnisse von vier unabhangigen Experimenten (n=4).

In Tabelle 3.3.1. sind die Ergebnisse der Western Blots (siehe Anhang Abbildung 7.1.1 und Abbildung
7.1.2) zusammengefasst. So ergaben die Analysen, dass weder die Autophagie-relevanten Proteine
(Bag3, p62, LC3 und Lamp2) noch die Proteine des proteasomalen Abbauweges (19S und 20S
Proteasom und Ubiquitin) in den jungen und alten IMR90 Zellen beeinflusst wurden. Auch die
Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp90 und die Faktoren aus Signaltransduktionswegen (ERK, JNK,

AKT und GSK3p) zeigten nach Behandlung mit sAPPa und APP E1 keine verdnderten Proteinspiegel.
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Auch die Analyse der mRNA ergab keine Veranderung in den Spiegeln der Autophagie-Faktoren Bag3
und p62 in jungen und alten IMR90 Zellen. Die wichtigen Faktoren des proteasomalen Abbauweges
die untersucht wurden, waren neben Bagl und Nrf2, die drei Untereinheiten des 20S Proteasoms
PSMB5, PSMB6 und PSMB7. Alle Faktoren zeigten weder nach der Behandlung mit sAPPa, noch mit
APP E1 eine Veranderung der Expressionslevel in jungen und in seneszenten Zellen. Tabelle 3.3.2.

zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse.

Insgesamt haben sowohl sAPPa als auch APP E1 keinen Einfluss auf die Protein- und mRNA-Spiegel

wichtiger Marker der Proteinhomo&ostase und der Signaltransduktionswege.

Junge Zellen Seneszente Zellen

Gen sAPPa APP E1 sAPPa APP E1

Bag3 - - - -

p62 - - - -

Bagl - - - -

PSMB5 - - - -

PSMB6 - - - -

PSMB7 - - - -

Nrf2 - - - -

Tabelle 3.3.2. Analyse der mRNA-Spiegel durch qRT-PCR nach Behandlung mit sAPPa und APP E1 in jungen und
seneszenten IMR90. Junge und alte IMR90 Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM sAPPa oder APP E1 behandelt und
anschlieBend mittels qRT-PCR analysiert. Die Ergebnisse zeigten keine Veranderung in den mRNA-Spiegeln durch sAPPa und
APP E1. - Keine Veranderung der mRNA-Spiegel. Die Daten zeigen die Ergebnisse von vier unabhéngigen Experimenten (n=
4).

3.4. Einfluss von sAPPa und APP E1 auf die Zellviabilitat unter proteasomalen

Stress

3.4.1. Ermittlung einer subtoxischen Stressdosis

Auf Grund der Tatsache, dass sAPPa und APP E1 keinen Einfluss auf die Zellviabilitat und die Protein-
und mRNA-Spiegel der Autophagie- und UPS-Marker hatte, wurde im Folgenden der Einfluss von
sAPPa und APP E1 auf die Protein-Qualitatskontrolle (PQC) unter proteasomalen Stressbedingungen
untersucht. Dazu wurde der proteasomale Inhibitor MG-132 verwendet. Junge und seneszente
IMR90 Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von MG-132 behandelt und anschlieBend die
Zellviabilitat mittels MTT-Assay ermittelt (Abbildung 3.4.1). Die Ergebnisse zeigten sowohl bei den
jungen als auch bei den seneszenten IMR90 Zellen beim 0,5 uM MG-132 ein Zelliberleben von
ungefahr 60 %. Aus diesem Grund wurde fiir die weiteren Versuche die Konzentration von 0,5 uM

MG-132 verwendet.
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Abbildung 3.4.1. Ermittlung einer subtoxischen Stress Dosis. (A) Junge und (B) seneszente IMR90 Zellen wurden fir 24 h
mit steigenden Konzentrationen von MG-132 behandelt und anschlieBend liber einen MTT-Test analysiert. Die Grafik zeigt
die prozentual Veranderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl bei den jungen als
auch bei den seneszenten bei einer Konzentration von 0,5 uM MG-132 60 % der Zellen tGberlebten. Die Daten zeigen den
Mittelwert + die Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten (n=4).

3.4.2. Analyse der Zellviabilitat unter proteasomalen Stress nach Behandlung mit sAPPa

und APP E1 in IMR90 Zellen

Nach der Ermittlung einer subtoxischen Stressdosis wurde analysiert inwiefern sAPPa und APP E1 das

Zelliberleben nach proteasomalen Stress in jungen und seneszenten IMR90 verandern konnte.

Dazu wurden IMR90 Zellen mit sAPPa und APP E1 inkubiert und anschliefend fir 24 Stunden mit
MG-132 behandelt. Die Zellviabilitat wurde iber einen MTT-Assay bestimmt. Bei den jungen IMR90
Zellen kann mit sAPPa (100 nM) das durch MG-132 reduzierte Zelliberleben wieder signifikant
erhoht werden (Abbildung 3.4.2. A). Das APP E1 hatte hingegen keinen Einfluss (Abbildung 3.4.2. B).
In den seneszenten IMR90 Zellen kann sAPPa das Zelliiberleben nur minimal erhéhen (Abbildung

3.4.2. C), auch hier zeigt die Behandlung mit APP E1 keine Effekte (Abbildung 3.4.2. D).

Dieser Versuch zeigte, dass sAPPa in jungen IMR90 Zellen die Viabilitdt unter proteasomalen Stress
verbessern kann. Da die Zellviabilitat erst bei einer Konzentration von 100 nM wieder hergestellt

werden konnte, wurde diese Konzentration bei den weiteren Analysen verwendet.
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Abbildung 3.4.2. Zellviabilitats-Analyse mittels MTT-Assay in IMR90 Zellen unter proteasomalen Stress nach Behandlung
mit sAPPa und APP E1. (A + B) Junge und seneszente (C + D) IMR90 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
sAPPa (A + C) und APP E1 (B + D) fiir 15 h vorbehandelt und anschlieBend mit 0,5 pM MG-132 gestresst. Die Zellen wurden
mittels MTT-Assay analysiert. Die Grafik zeigt die prozentual Verdnderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Dabei
zeigte sich, dass sAPPa die Zellviabilitdt unter proteasomalen Stress in den jungen IMR90 Zellen verbessern konnte. Die
Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n= 3). *p< 0,05; Tuckey Test.

3.5. Der Einfluss von sAPPa und APP E1 auf die Autophagie bei proteasomalen

Stress

3.5.1. Regulierung der Proteinexpression von Autophagie-relevanten Genen

Da gezeigt wurde, dass sAPPa unter proteasomalen Stressbedingungen die Zellviabilitdit wieder
erhdhen konnte, wurde im Anschluss der Einfluss von sAPPa und APP E1 auf Autophagie-relevante
Gene untersucht. Daflir wurden junge Zellen mit sAPPa oder APP E1 behandelt und anschliefend

proteasomalem Stress ausgesetzt. Die Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert.

Die Behandlung mit sAPPa flihrte zu einer reduzierten Expression von Bag3 nach proteasomalen
Stress und auch das Hitzeschockprotein Hsp70 zeigte eine verringerte Expression. Die Expression von

p62 und Lamp2 veranderte sich nicht durch die Behandlung mit sAPPa (Abbildung 3.5.1. A + C).
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Ebenso konnten bei APP E1 keine Regulierung der Expressionslevel von Bag3, p62 und Lamp2
beobachtet werden (Abbildung 3.5.1. B + D), jedoch zeigt Bag3 eine leichte Tendenz zur Abnahme

der Proteinlevel.
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Abbildung 3.5.1 Western Blot Analyse von Autophagie-relevanten Genen in jungen IMR90 Zellen. Junge IMR90 Zellen
wurden mit 100 nM sAPPa (A) oder 100 nM APP E1 (B) fiir 15 h behandelt und anschlieBend fir 24 h mit 0,5 pM MG-132
proteotoxisch gestresst. Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert. // Entfernte Banden mit niedrigeren
Konzentration von sAPPa. (C + D) Densitometrische Auswertung von (A) und (B). Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin
normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Verdanderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Ergebnisse zeigen, dass
sAPPa die Proteinexpression von Bag3 und HSP70 verringert, aber nur geringen Einfluss auf p62 und Lamp2 zeigt. APP E1
verringert die Expression von Bag3 nur geringfligig und hat keinen Einfluss auf die Proteinexpression von p62 und Lamp?2.
Die Daten zeigen den Mittelwert  die Standardabweichung von vier unabhdngigen Experimenten (n= 4). **p< 0,01 ***p<
0,001; Tuckey Test.

Im Anschluss wurde LC3, ein weiteres wichtiges Protein der Autophagie, das auch als Autophagie-
Marker bezeichnet wird, untersucht. LC3-l wird im Rahmen der Autophagie zu LC3-1l gespalten und
dann im Autophagolysosom mit den fehlgefalteten Proteinen abgebaut. Fiir die Untersuchung der
LC3-Il Proteinlevel muss der Abbau der Autophagolysosomen inhibiert werden. Daflir wurde der
Autophagie-Inhibitor Bafilomycin Al (BafA) verwendet, der die Fusion von Autophagosom und
Lysosom verhindert. Die Analyse der LC3-Il Proteinspiegel zeigte eine leichte Abnahme des durch

MG-132 induzierten autophagischen Flux der aber nicht signifikant war (Abbildung 3.5.2).
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Abbildung 3.5.2. Western Blot Analyse der LC3 Proteinexpression in jungen IMR90 Zellen. Junge IMR90 Zellen wurden mit
100 nM sAPPa fiir 15 h behandelt und anschlieBend fiir 24 h mit 0,5 uM MG-132 proteotoxisch gestresst. Zusatzlich wurde
die Autophagie mit 0,5 uM BafA fiir 4 h gehemmt. (A) Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert. Es konnte keine
Veranderung der Proteinexpression durch sAPPa unter proteasomalen Stress festgestellt werden. (B) Densitometrische
Auswertung von A. Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Veranderung der
behandelten Zellen zur Kontrolle. (C) Quantifizierung des autophagischen Flux von dem in (A) dargestellten Western Blot.
Dazu wurden von den LC3-Il Werten -BafA die LC3-Il Werte +BafA subtrahiert. Die Daten zeigen den Mittelwert + die
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n=3).

AuBerdem wurden Gber Western Blot die Proteinlevel des Hitzeschockproteins Hsp90 und Proteine
von Signaltransduktionsketten analysiert. Dabei konnte weder durch sAPPa noch durch APP E1 ein
verandertes Expressionslevel der Proteine nach proteotoxischem Stress beobachtet werden (Tabelle

3.5.1 und Anhang Abbildung 7.1.3).
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Junge Zellen Junge Zellen

Gen sAPPa APP E1 Gen sAPPa APP E1
Bag3 + - PERK/ERK - n.t.
p62 - - pJNK/INK - n.t.
LC3 I - n.t. pPAKT/AKT - n.t.
Lamp2 - - PGSK3B/GSK3p - n.t.
Hsp70 + n.t.

Hsp90 - n.t.

Tabelle 3.5.1 Western Blot Analyse Autophagie-relevanter Gene und Signaltransduktions-Marker nach proteotoxischem
Stress durch sAPPa oder APP E1 in jungen IMR90. Junge IMR90 Zellen wurden fiir 15 h mit 100 nM sAPPa oder APP E1
behandelt und anschlieBend fir 24 h mit 0,5 pM MG-132 gestresst. Die Proteinspiegel wurden mittels Western Blot
analysiert (siehe Abbildung 3.5.1, Abbildung 3.5.2 und im Anhang Abbildung 7.1.3). + signifikante Veranderung der
Proteinspiegel; - keine Verdnderung; n.t. nicht getestet. Die Daten zeigen die Ergebnisse von vier unabhéangigen
Experimenten (n=4).

Die Proteinanalyse der jungen Zellen ergab, dass Bag3 und Hsp70 zwei wichtige Spieler der
Autophagie durch sAPPa, aber nicht durch APP E1 reduziert werden. Die Proteine p62 und LC3, die
erst im spaten Verlauf der Autophagie eine Rolle spielen sind nur geringfligig reguliert. Bei den
restlichen Autophagie-relevanten Genen und Signaltransduktions-Markern konnte keine Regulierung

beobachtet werden.

Die Zellviabilitat der seneszenten IMR90 Zellen konnte durch sAPPa und APP E1 nicht verbessert
werden, das schlieBt aber eine Regulierung der Proteinexpression nicht aus. Aus diesem Grund
wurden die Versuche anschlieBend mit gealterten IMR90 Zellen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass
weder sAPPa (Abbildung 3.5.3. A) noch APP E1 (Abbildung 3.5.3. B) die Autophagie-relevanten Gene
Bag3, p62 und Lamp2 unter proteasomalen Stressbedingungen regulierten. Bei Bag3 und p62 kann
man unter Behandlung mit sAPPa eine Tendenz zur Abnahme sehen, die aber nicht signifikant ist

(Abbildung 3.5.3. C).

Folglich wird in den seneszenten Zellen unter proteotoxischen Stress neben der Zellviabilitat auch die

Proteinexpression Autophagie-relevanter Gene nicht beeinflusst.
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Abbildung 3.5.3 Western Blot Analyse von Autophagie-relevanten Genen in seneszenten IMR90 Zellen. Seneszente IMR90
Zellen wurden mit 100 nM sAPPa (A) oder 100 nM APP E1 (B) fiir 15 h behandelt und anschlieBend fir 24 h mit 0,5 uM MG-
132 proteotoxisch gestresst. Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert. (C + D) Densitometrische Auswertung von
(A) und (B). Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Veranderung der
behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Analyse ergab keine verdnderten Proteinspiegel von Autophagie-relevanten Genen
durch sAPPa und APP E1. Die Daten zeigen den Mittelwert * die Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten
(n=4).

Die reduzierten Proteinspiegel in den jungen IMR90 Zellen kénnen durch unterschiedliche Griinde
zustande kommen. So kann eine veranderte Transkription oder Translation die Regulierung
bewirken, aber auch gesteigerter Proteinabbau kann Ursache fiir verringerte Proteinkonzentrationen
sein. Aus diesem Grund wurden im Anschluss die mRNA-Spiegel wichtiger Autophagie-Gene in den
jungen und seneszenten IMR90 Zellen analysiert. Dazu wurden ahnlich der Western Blot Analyse
IMR90 Zellen zunachst mit sAPPa oder APP E1 inkubiert und anschlieRend mit MG-132 proteotoxisch

gestresst.

Dabei zeigte sich bei den jungen Zellen unter Behandlung, dass die Bag3 und p62 mRNA-Level nach
proteasomalem Stress steigen. Interessanterweise konnte nicht nur bei Bag3 sondern auch bei p62
nach zusatzlicher Behandlung mit sAPPa eine abnehmende mRNA Konzentration beobachtet werden
(Abbildung 3.5.4. A). Bei der Behandlung mit APP E1 unter proteotoxischen Stress ist die Abnahme
von Bag3 und p62 nicht signifikant (Abbildung 3.5.4. B).
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Bei den gealterten IMR90 Zellen konnte wie auch in den Western Blots durch sAPPa und APP E1
keine Veranderung in den mRNA-Spiegeln von Bag3 und p62 nach proteasomalem Stress beobachtet

werden (Abbildung 3.5.4. C + D).
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Abbildung 3.5.4. Analyse der mRNA-Spiegel von Autophagie-relevanten Genen in jungen und alten IMR90 Zellen. Junge
und seneszente IMR90 Zellen wurden mit 100 nM sAPPa (A + C) oder 100 nM APP E1 (B + D) fur 15 h behandelt und
anschlieBend fir 24 h mit 0,5 uM MG-132 proteotoxisch gestresst. AnschlieBend wurde die mRNA aufgereinigt und Uber
eine qRT-PCR analysiert. Die ermittelten Werte wurden auf GAPDH und anschlieBend auf die Kontrolle normiert. Die
Analyse ergab, dass sAPPa die mRNA-Spiegel von Bag3 und p62 in jungen IMR90 Zellen, aber reduziert. APP E1 kann die
mMRNA-Spiegel in jungen Zellen geringfligig verringern. In den seneszenten Zellen waren die mRNA-Spiegel nicht verdndert.
Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten (n= 4). *p< 0,05 ***p<
0,001; Tuckey Test.

Insgesamt konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, dass sAPPa neben der Verbesserung der
Zellviabilitat in jungen IMR90 Zellen auch die Expression Autophagie-relevanter Gene reduziert. Da
die Reduzierung der p62 Spiegel nur auf mRNA-Ebene, aber nicht auf Proteinebene beobachtet
werden konnte, bleibt offen, ob zu einem spateren Zeitpunkt auch eine Regulierung der Proteinlevel

zu sehen ware. In den seneszenten Zellen konnte keine Veranderung festgestellt werden.

51



3.5.2. Der Einfluss von sAPPa auf Autophagie-relevante Gene unter proteasomalen Stress

durch Epoxomicin

Der Proteasom-Inhibitor MG-132 beeinflusst nicht nur das Proteasom, sondern auch lysosomale
Cystein-Proteasen und Calpaine. Um sicherzustellen, dass die bislang beobachten Einflisse von
sAPPa ausschlieRlich durch die Inhibition des Proteasoms verursacht werden, wurden die Versuche
mit Epoxomicin, einem anderen proteasomalen Inhibitor, wiederholt. Die jungen IMR90 Zellen
wurden fiir 15 h mit sAPPa. behandelt und dann fiir 24 h mit Epoxomicin gestresst. Ahnlich wie bei
der Behandlung mit MG-132 konnte bei Bag3, die durch den Stress erhohte Proteinexpression durch

sAPPa wieder gesenkt werden und bei p62 und Lamp2 keine Veranderung beobachtet werden

(Abbildung 3.5.5).

Dieses Ergebnis bestatigt, dass der Einfluss von sAPPa eine Reaktion auf die Inhibition des
Proteasoms ist und nicht durch die Wirkung von MG-132 auf Calpaine und lysosomale Cystein-

Proteasen verursacht wird.
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Abbildung 3.5.5 Western Blot Analyse nach Behandlung mit sAPPa unter proteasomalen Stress durch Epoxomicin. Junge
IMR90 Zellen wurden fiir 15 h mit 100 nM sAPPa behandelt und anschlieBend zuséatzlich fir 24 h mit 100 nM Epoxomicin
gestresst. Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert (A) und densitometrisch ausgewertet (B). Die ermittelten Werte
wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Verdnderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Die
Ergebnisse zeigen, dass auch nach proteotoxischen Stress durch Epoxomicin, die Proteinexpression von Bag3 durch sAPPa
reduziert wird. Die Daten zeigen den Mittelwert * die Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten (n= 4). **
p<0,01; Tuckey Test.

3.5.3. sAPPa verhindert die durch MG-132 induzierte perinukleare Aggresomenformation

Die Inhibierung des Proteasoms fiihrt in Zellen zur Ansammlung von beschadigten und fehlgefalteten
Proteinen. Diese Proteine sammeln sich in der Nahe des Kernes in so genannten perinuklearen
Aggresomen an und werden anschlieBend Uber die Autophagie abgebaut. Bag3 und Vimentin sind

zwei Marker flir Aggresomen, da sie direkt an diesen lokalisiert sind.

52



Da die Proteinexpression von Bag3 nach proteasomalem Stress und der Behandlung mit sAPPa
verringert war, wurde untersucht inwiefern auch die Aggresomenformation sich durch sAPPa
verandert. Dazu wurden Hek 293 Zellen mit sAPPa behandelt und anschlieRend mit MG-132
proteasomal gestresst. Hek 293 Zellen zeichnen sich durch ein kompakte Form aus, die im Gegensatz
zu der langgestreckten Form der IMR90 Zellen besser zu analysieren war. Durch Immunfarbungen

mit Bag3 und Vimentin wurde die Lokalisation und Expressionsmenge analysiert.
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Abbildung 3.5.6 Aggresomen-Assay mit Hek 293 Zellen. Hek 293 Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM sAPPa vorbehandelt
und anschlieBend zuséatzlich mit 10 pM MG-132 behandelt und nach 8 h mit PFA fixiert. Inmunfarbung mit Anti-Bag3 (A)
und mit Anti-Vimentin (B). (C) Densitometrische Auswertung von (A) gegen die Gesamtzellzahl (50 Zellen pro n). (D)
Aufgetragen sind die Zellen bei den Vimentin aggresomal lokalisiert im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl. Die Analyse zeigte,
dass durch sAPPa weniger Aggresomen unter proteasomalen Stressbedingungen vorlagen. Die Daten zeigen den Mittelwert
+ die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n= 3). ** p< 0,01; Tuckey Test; GroRenbalken: 20 um.

Die Immunfarbung mit Bag3 zeigte unter proteotoxischem Stress ein verstarktes Signal in der Nahe
des Zellkerns, die bei den Zellen, die zusatzlich mit sAPPa behandelt wurden, nicht auftrat. sSAPPa
hatte alleine keinen Einfluss auf die Lokalisation von Bag3 (Abbildung 3.5.6. A). Zuséatzlich wurde die

Intensitdt der Fluoreszenz gemessen und gegen die Gesamtzellzahl aufgetragen. Dabei zeigte sich
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dhnlich wie in den Western Blots der jungen IMR90 Zellen eine Abnahme des Bag3 Signals (Abbildung
3.5.6. B).

Die Vimentinfarbung zeigte sehr deutlich, dass nach der Behandlung mit MG-132 Vimentin
gesammelt aggresomal am Kern lokalisiert war, wohingegen durch die zusatzliche Behandlung mit
sAPPa es zu einer zytoplasmatischen Lokalisation kam (Abbildung 3.5.6. C). Fir die Auswertung
wurden alle Zellen mit aggresomaler Lokalisation von Vimentin ausgezahlt und prozentual gegen die
Gesamtzellzahl aufgetragen. Dabei zeigte sich, dass Vimentin bei den Zellen, die proteasomalem
Stress ausgesetzt waren ungefahr zu 60 % aggresomal lokalisiert war. Die Zellen, die mit sAPPa
behandelt wurden und proteasomalen Stress ausgesetzt waren, hatten nur ca. 15 % aggresomale
Lokalisation von Vimentin. Die Kontroll- und nur mit sAPPa behandelten Zellen hatten unter 10 %

aggresomale Zellen (Abbildung 3.5.6. D).

Im Anschluss wurden unter gleichen Behandlungsbedingungen Hek 293 Zellen fiir eine Western Blot
Analyse lysiert und auf die Autophagie-Marker Bag3, p62 und LC3 untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Bag3 Proteinexpression ahnlich wie in den jungen IMR90 Zellen durch den proteotoxischen Stress
mit MG-132 anstieg. Diese Proteinzunahme konnte durch sAPPa reduziert werden. Auf die
Proteinexpression von p62 hatte sAPPa keinen Einfluss (Abbildung 3.5.7). Fiir die Analyse von LC3
wurde erneut mit BafA der Abbau der Autophagolysosomen inhibiert. Dabei zeigte sich, dass sAPPa
auch in den Hek 293 Zellen den autophagischen Flux unter proteasomalen Stressbedingungen nicht

signifikant beeinflussen konnte (Abbildung 3.5.8).
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Abbildung 3.5.7. Western Blot Analyse von Autophagie-relevanten Genen in Hek 293 Zellen. Hek 293 Zellen wurden mit
100 nM sAPPa fir 24 h behandelt und anschlieRend fiir 8 h mit 10 uM MG-132 proteotoxisch gestresst. (A) Zelllysate
wurden mittels Western Blot analysiert. // Entfernte Banden mit niedrigeren Konzentration von sAPPa. (B)
Densitometrische Auswertung von (A). Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual
Veradnderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. (C) Hek 293 Zellen wurden wie in (A) behandelt. Die Ergebnisse zeigten,
dass in der Zelllinie Hek 293 dhnlich wie in den jungen IMR90 Zellen die Proteinexpression von Bag3 unter proteasomalen
Stress durch sAPPa reduziert wird. Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier unabhangigen
Experimenten (n=4). * p< 0,05; Tuckey Test.
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Abbildung 3.5.8. Western Blot Analyse der LC3 Proteinexpression in Hek 293 Zellen. Hek 293 Zellen wurden mit 100 nM
sAPPa fiir 24 h behandelt und anschlieRend fiir 8 h mit 10 pM MG-132 proteotoxisch gestresst. Zusatzlich wurde die
Autophagie mit 0,5 pM BafA fiir 4 h gehemmt. (A) Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert. Es konnte keine
Veranderung der Proteinexpression durch sAPPa unter proteasomalen Stress festgestellt werden. (B) Densitometrische
Auswertung von A. Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Veranderung der
behandelten Zellen zur Kontrolle. (C) Quantifizierung des autophagischen Flux von dem in (A) dargestellten Western Blot.
Dazu wurden von den LC3-ll Werten -BafA die LC3-Il Werte +BafA subtrahiert. Die Daten zeigen den Mittelwert + die
Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten (n=4).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass durch sAPPa die Aggresomenformation unter proteasomalen
Stress reduziert wird. Dies konnte sowohl mit einer Immunfarbung von Bag3 als auch mit einer
Farbung von Vimentin gezeigt werden. AuBerdem ergaben die Ergebnisse, das klonale Zellen in
diesem Versuch ahnliche Ergebnisse wie junge Zellen zeigen, da auch in den Hek 293 Zellen die

Proteinexpression von Bag3 durch sAPPa unter proteasomalen Stress reduziert wurde.

3.5.4. sAPPa verandert die Lokalisation von mutanter SOD1 unter proteasomalen

Stressbedingungen

Ein weiteres Protein, das liber die Autophagie abgebaut wird, ist die Superoxiddismutase 1 (SOD1).
Mutationen in diesem Protein kdnnen zum Ausbruch der neurodegenerativen Krankheit ALS flhren.
Im folgenden Versuch sollte die Lokalisation der SOD1 Mutanten G85R (SOD1%*°%) und G93A

(SOD1°%*") analysiert werden. Firr die Analyse wurden Vektoren verwendet, in denen die mutante
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SOD1 mit GFP gekoppelt wurde. Ahnlich wie bei Vimentin liegen beide Mutanten unter normalen
Bedingungen zytoplasmatisch, bei leichtem Stress pra-aggresomal und unter starkem Stress

aggresomal vor (Abbildung 3.5.9).

A

Abbildung 3.5.9. Die drei Lokalisationen von SoD1%5R

Lokalisation. GroRBenbalken: 20 pm.

: Zytoplasmatische (A), pra-aggresomale (B) und aggresomale (C)

Hek 293 Zellen wurden mit den Vektoren transfiziert und spater mit sAPPa und MG-132 behandelt.
Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und mikroskopisch ausgewertet. Dabei zeigte sich, dass die

Lokalisation von SOD1%%F

in den Kontrollen und den Zellen, die nur mit sAPPa behandelt wurden
grofRtenteils zytoplasmatisch war (~99 %). In den meisten Zellen, die proteotoxisch gestresst wurden
lag SOD1°®® aggresomal vor (71 % + 11). Bei den Zellen, die sowohl mit sAPPa behandelt, als auch
proteasomal gestresst wurden, lag SOD1°®*® nur bei 8 % der Zellen aggresomal lokalisiert vor
(Abbildung 3.5.10. A + B). Dieselben Beobachtungen konnten auch mit dem SOD1°%**-GFP Konstrukt

gemacht werden (Abbildung 3.5.10. C + D).

Durch diesen Versuch konnte das Ergebnis des Aggresomen-Assay bestatigt werden, da in beiden
Ansatzen weniger mutante SOD1 aggresomal vorlag. Stattdessen lag diese zytoplasmatisch, dhnlich

wie in den Kontrollzellen vor.
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Abbildung 3.5.10. Immunozytochemie nach Transfektion mit SOD1-GFP Konstrukten in Hek 293 Zellen. Hek 293 Zellen
wurden mit SOD1°®°*-GFP bzw. SOD1°°**-GFP transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit 100 nM sAPPa behandelt und
nach weiteren 15 h mit 0,5 uM MG-132. 24 h spater wurden die Zellen fixiert und zur Kontrolle eine Immunfarbung mit
Anti-Vimentin durchgefihrt. Mikroskopische Aufnahme mit soD1°®".GFp (A) und SoD1°*A.GFp (C). Auftragung der pra-
aggresomalen und aggresomalen Zellen fir SOD1°®*-GFp (B) und SoD1°*A.GFpP (D) gegen die Gesamtzellzahl von ungefahr
60 Zellen. Die Ergebnisse zeigten, dass SAPPa nach proteasomalen Stress die Anzahl von aggresomalen Zellen verringert.
Die Daten zeigen den Mittelwert = die Standardabweichung von drei unabhdngigen Experimenten (n= 3). *** p< 0,001;
Tuckey Test; GroRenbalken: 20 um.

3.6. Der Einfluss von sAPPa und APP E1 auf das Proteasom

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass sAPPa unter proteasomalen Stress die Zellviabilitat erhoht
und anscheinend die Autophagie reduziert wird. Neben der Autophagie konnen fehlgefaltete und
beschadigte Proteine liber den proteasomalen Weg abgebaut werden. Dabei werden die Proteine

durch Ubiquitin markiert und anschlieend durch das 26S Proteasom abgebaut. Die Aktivitat des
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Proteasoms wurde (iber das proteasomale Substrat d2 und (iber einen Aktivitdtsassay gemessen.

AuBerdem wurden die Protein- und mRNA-Level wichtiger proteasomaler Gene Uberprift.

3.6.1. sAPPa aktiviert den Abbau von d2-GFP unter proteotoxischen Stress

Die Aktivitdat des Proteasoms wurde zunachst Uber ein proteasomales Substrat gemessen. Dazu
wurden Hek 293 Zellen verwendet, die stabil mit einem d2-GFP Vektor transfiziert waren. Das d2-
Protein wird ausschlielich Uber das Proteasom abgebaut und ist in dem Vektor mit einer PEST
Sequenz sowie mit GFP gekoppelt. Die Zellen wurden mit sAPPa inkubiert und im Anschluss mit MG-
132 gestresst. Die Analyse des Substrates erfolgt indirekt mit einem GFP Antikoérper Uber einen

Western Blot.

Durch die Inhibierung des Proteasoms mit MG-132 steigt die Proteinkonzentration von d2-GFP an.
Die Zellen, die zusatzlich mit sAPPa behandelt wurden, zeigten hingegen eine signifikant niedrigere
Konzentration. Die Zellen, die nur mit sAPPa behandelt wurden, besaRen eine &hnliche
Konzentration von d2-GFP wie die Kontrollzellen (Abbildung 3.6.1). Dieses Ergebnis deutet an, dass
sAPPa das Proteasom trotz des Inhibitors MG-132 aktivieren kann, da weniger von dem Proteasom-

Substrat d2 gemessen werden konnte.
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Abbildung 3.6.1. Western Blot Analyse der d2-GFP-Hek Zellen unter proteasomalen Stress. Stabil mit d2-GFP transfizierte
Hek 293 Zellen wurden fiir 15 h mit 100 nM sAPPa behandelt und anschlieBend fiir 24 h mit 0,5 uM MG-132 gestresst. Die
Zellen wurden lysiert und Uber Western-Blot analysiert. (A) Reprasentativer Western Blot. (B) Densitometrische
Auswertung der Western Blots. Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual
Veranderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Ergebnisse zeigten, dass durch sAPPa die Proteinlevel von d2-GFP
nach proteasomalen Stress abnehmen. Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier unabhéangigen
Experimenten (n=4). *p<0,05; Tuckey Test.

3.6.2. Die Aktivitdt des Proteasoms kann durch sAPPa erh6ht werden

Nachdem gezeigt wurde, dass durch sAPPa unter proteasomalen Stressbedingungen weniger von
dem Proteasom-Substrat d2 vorlag, wurde die Aktivitdat des Proteasoms Uber die Spaltung des UPS-

Substrates Suc-LLVY-AMC (N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-4-methylcoumarin) nachgewiesen,
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das durch das 20S Proteasom gespalten wird. Dabei entsteht AMC, das bei einer Wellenlange von
360 nm angeregt wird und somit Uiber eine Fluoreszenzmessung die Aktivitdit des Proteasoms
gemessen werden kann. Junge und seneszente IMR90 Zellen, sowie Hek 293 Zellen wurden fiir die
Analyse mit sAPPa bzw. APP E1 und dem Proteasom-Inhibitor MG-132 behandelt. AnschlieBend

wurden die Zellen aufgearbeitet und das Assay durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.2.8).

Bei den jungen Zellen sieht man eine deutlich reduzierte proteasomale Aktivitat durch den
Proteasom-Inhibitor MG-132. Die Aktivitat der Zellen, die zusatzlich mit sAPPa behandelt wurden ist
nach 60 und 120 min leicht erhoht. Nach 180 min Inkubationszeit kann eine signifikant hohere
Aktivitat gegeniber den nur mit MG-132 behandelten Zellen feststellt werden. Die Zellen, die nur mit
sAPPa behandelt wurden, zeigten eine dhnlich Aktivitdt wie die Kontrollzellen (Abbildung 3.6.2. A).
Bei den seneszenten IMR90 Zellen ist die Aktivitat des Proteasoms durch MG-132 ebenfalls reduziert,

diese kann aber nicht durch sAPPa erh6ht werden (Abbildung 3.6.2. B).
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Abbildung 3.6.2. Proteasom-Aktivitatsassay in jungen und alten IMR90 Zellen. Junge (A) und alte (B) IMR90 Zellen wurden
fir 15 h mit 100nM sAPPa inkubiert und anschlieBend fir 24 h mit 0,5 uM MG-132 behandelt. Zelllysate wurden mit Suc-
LLVY-AMC bei 37 °C inkubiert und alle 60 min wurde das Lysat bei 360 nm angeregt und die Emission von 460 nm
gemessen. Die Daten wurden auf den Startwert normiert und aufgetragen. Die Analyse zeigte, dass sAPPa die proteasomale
Aktivitat unter proteotoxischen Stress in jungen IMR90 Zellen, jedoch nicht in seneszenten Zellen, steigern kann. Die Daten
zeigen den Mittelwert £ die Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten (n=4). ** p< 0,01; Tukey Test.

Im Weiteren wurde der Einfluss von APP E1 auf die jungen und alten IMR90 Zellen untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass APP E1 die durch MG-132 reduzierte proteasomale Aktivitdat weder in den
jungen (Abbildung 3.6.3. A) noch in den alten Zellen (Abbildung 3.6.3. B) erhéhen konnte. In Hek 293
Zellen konnte sAPPa dhnlich wie in den jungen IMR90 Zellen die durch MG-132 reduzierte Aktivitat
wieder erhéhen (Abbildung 3.6.3. C). APP E1 hatte auch in diesen Zellen keinen Einfluss auf die

Aktivitat (Abbildung 3.6.3. D).
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Abbildung 3.6.3. Proteasom-Aktivitatsassay in jungen und seneszenten IMR90 und Hek 293 Zellen. Junge (A) und
seneszente (B) IMR90 Zellen wurden fir 15 h mit 100 nM APP E1 inkubiert und anschlieBend fiir 24 h mit 0,5 pM MG-132
inkubiert. Hek 293 Zellen wurden ebenfalls fiir 15 h mit 100 nM sAPPa (C) oder APP E1 (D) vorbehandelt und mit 0,5 uM
MG-132 proteotoxisch gestresst. Zelllysate wurden mit Suc-LLVY-AMC bei 37 °C inkubiert und alle 60 min wurde das Lysat
bei 360 nm angeregt und die Emission von 460 nm gemessen. Die Ergebnisse wurden auf den Startwert normiert und
aufgetragen. Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten (n= 4).
**p<0,01; Tuckey Test.

Diese Ergebnisse bestatigen, dass sAPPa, aber nicht APP E1 die proteasomale Aktivitdt in jungen
IMR90 Zellen und in Hek 293 Zellen unter proteasomalen Stress steigern kann. Da das Proteasom im
aktiven Zustand die Autophagie inhibiert, bestatigen diese Ergebnis auch die Reduktion der Bag3 und
p62 Spiegel. AuBerdem konnte keine gesteigerte Aktivitdit des Proteasoms in den alten Zellen

festgestellt werden.
3.6.3. Der Einfluss von sAPPa auf die Expression proteasomal wichtiger Faktoren

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass sAPPa die Aktivitat des Proteasoms
unter proteasomalen Stress steigert. Dieser Stress wurde durch einen Inhibitor verursacht, der die
Aktivitat des 20S Proteasoms inhibiert. Daher lag die Vermutung nahe, dass sAPPa Uber eine
Erhohung der Proteinexpression wichtiger proteasomaler Gene die Aktivitat steigert. Aus diesem

Grund wurde anschlieRend die Expression dieser Gene mittels Western Blot und qRT-PCR analysiert.
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Abbildung 3.6.4. Western Blot Analyse von Faktoren des proteasomalen Abbauweges. Junge und alte MR90 Zellen
wurden fiir 15 h mit 100 nM sAPPa und anschliefend fiir 24 h mit 0,5 uM MG-132 inkubiert und mittels Western Blot
analysiert. Reprasentative Blots von Zelllysaten junger (A) und alter (B) IMR90 Zellen. Densitometrische Auswertung von
Ubiquitin von jungen (C) und alten (D) IMR90 Zellen, durch die sehr geringen Expressionslevel in den Kontrollen, wurde auf
die proteasomal gestressten Lysate normiert. (E + F) Densitometrische Auswertung von Nrf2, 19S und 20S Proteasom. Die
ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Veranderung der behandelten Zellen zur
Kontrolle. Diese Analysen zeigten, dass durch sAPPa unter proteasomalen Stress, die Ubiquitin-Spiegel reduziert werden.
Die anderen proteasomal-relevanten Gene zeigten keine Veranderung in der Expression. Die Daten zeigen den Mittelwert +
die Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten (n=4). * p< 0,05; Tukey Test.

In der Western Blot Analyse wurden neben Ubiquitin, das fehlgefaltete und beschadigte Proteine fiir
den Abbau markiert das 19S und das 20S Proteasom sowie Nrf2 analysiert. In den Kontrollen und den
nur mit sAPPa behandelten jungen IMR90 Zellen konnten nur sehr geringe Proteinmengen an
Ubiquitin festgestellt werden. Durch die Inhibition des Proteasoms steigt die Konzentration von
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Ubiquitin, die zusatzliche Inkubation mit sAPPa fihrt zu verringerten Ubiquitin Konzentrationen
(Abbildung 3.6.4. A + C). Bei den alten Zellen kann sAPPa die durch MG-132 erhohten Level an
Ubiquitin nicht reduzieren (Abbildung 3.6.4. B + D). Die Proteinexpressions-Level von Nrf2 und dem
19S und 20S Proteasom bleiben in den jungen und alten IMR90 sowohl nach proteasomalen Stress

als auch nach Inkubation mit sAPPa unverandert (Abbildung 3.6.4).

Im Anschluss wurden die mRNA-Level der drei 20S Proteasom Untereinheiten PSMB5, PSMB6 und
PSMB7 untersucht. PSMB5 und PSMB6 zeigen weder in den jungen (Abbildung 3.6.5. A) noch in den
alten IMR90 Zellen (Abbildung 3.6.5. B) eine Regulierung durch sAPPa. PSMB7 ist sowohl bei den
jungen als auch in den alten Zellen nach Behandlung mit MG-132 erhoht. Durch zusatzliche
Behandlung mit sAPPa ist eine Tendenz zu geringeren mRNA-Leveln erkennbar, die aber nicht

signifikant ist (Abbildung 3.6.5).
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Abbildung 3.6.5. Unverdnderte mRNA-Level der 20S Proteasom Untereinheiten. Junge (A) und seneszente (B) IMR90
Zellen wurden mit 100 nM sAPPa fiir 15 h behandelt und anschlieBend fir 24 h mit 0,5 uM MG-132 proteotoxisch gestresst.
Im Anschluss wurde die mRNA aufgereinigt und tber eine qRT-PCR analysiert. Die ermittelten Werte wurden auf GAPDH
und anschlieRend auf die Kontrolle normiert. Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier
unabhdngigen Experimenten (n=4).

Des Weiteren wurden auch die mRNA-Level von Bagl und Nrf2 untersucht. Auch bei diesen beiden
Genen konnte keine Regulierung der mRNA durch sAPPa festgestellt werden. Ebenso hatte APP E1
keinen Einfluss auf die Konzentration der mRNA von den drei 20S Proteasom Untereinheiten, Nrf2

und Bagl (Tabelle 3.6.1).

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass sAPPa nicht wie vermutet die Protein- und mRNA-
Spiegel der proteasomal-relevanten Gene verandert. Lediglich Ubiquitin wies eine veranderte
Proteinspiegel auf, da durch die erhohte Aktivitat des Proteasoms vermutlich weniger fehlgefaltete
Proteine vorlagen, die fiir den Abbau markiert werden mussten. Die Aktivierung des Proteasoms

durch sAPPa erfolgt folglich nicht durch erhéhte Proteinexpression proteasomaler Proteine.
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Junge Zellen Alte Zellen

Gen sAPPa APP E1 sAPPa APP E1

Bagl - - - -

PSMB5 - - - -

PSMB5 - - - -

PSMB7 - - - -

Nrf2 - - - -

Tabelle 3.6.1. Keine Verdnderung in den mRNA-Leveln nach Behandlung mit sAPPa und APP E1 in jungen und
seneszenten IMR90 Zellen. Junge und alte IMR90 Zellen wurden fir 15 h mit 100 nM sAPPa oder APP E1 behandelt und
anschlieBend mit 0,5 uM MG-132 proteotoxisch gestresst. Die Zelllysate wurden mittels qRT-PCR analysiert. - Keine
Verdnderung; Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten (n=4).

3.7. Der Einfluss von sAPPa auf die Proteinhomdéostase in primaren Neuronen

In den vorangegangen Versuchen wurde der Effekt von sAPPa und APP E1 in Lungenfibroblasten
(IMR90) und Nierenzellen (Hek 293) gezeigt. Da APP ein wichtiger Faktor in der AD, einer
neurodegenerativen Erkrankung ist, wurde im folgenden Abschnitt der Einfluss von sAPPa auf die

PQC in primaren neuronalen Zellen aus dem Hippocampus und dem Kortex analysiert.

A

-
N
o

=N
(=3
(=]

(<]
o

2]
o

»
o

gesamt Zellen [%]

N
o

Anzahl fluoreszierende Zellen/ w

MAP2 GFAP

Abbildung 3.7.1. Immunfarbung der primaren Zellen. (A) Kortikale Zellen wurden nach einer Ausdifferenzierungszeit von 7
Tagen mit MAP2 (neuronaler Marker) und GFAP (Gliazell-Marker) immunhistochemisch gefarbt. (B) Auftragung der
neuronalen (MAP2 positiven) und glialen (GFAP positiven) Zellen gegen die Gesamtzellzahl von 224. Die Daten zeigen den
Mittelwert + die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n=3). GroRenbalken: 50 um

Bei der Praparation von primaren Zellen aus dem Gehirn, gewinnt man neben den gewiinschten
neuronalen Zellen auch Gliazellen. Im Idealfall sollte der Anteil an Gliazellen moglichst gering sein.
Fiir die Analyse der gewonnen Zellen wurde eine Immunfarbung mit GFAP und MAP2 durchgefiihrt.
GFAP ist ein Hauptbestandteil der Intermediarfilamente im Zytoplasma von Gliazellen. MAP2 ist ein
Protein, das die Mikrotubuli in post-mitotischen Neuronen stabilisiert. Die Immunfarbung zeigte,

dass ungefahr 95 % der Zellen in der Kultur neuronal und 5 % glial waren (Abbildung 3.7.1).

Anschliefend wurde die Proteinexpression von Bag3, p62 und Ubiquitin in diesen Zellen untersucht.
Sowohl in kortikalen als auch in hippocampalen Zellen konnten die Effekte, die fiir die jungen IMR90

Zellen gezeigt wurden, bestatigt werden. So stieg die Konzentration der drei Proteine unter
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proteasomalen Stress an und konnte bei Bag3 und Ubiquitin durch sAPPa, nicht aber durch APP E1

signifikant reduziert werden. p62 war auch in diesen Zellen nicht reguliert (Abbildung 3.7.2).
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Abbildung 3.7.2. Western Blot Analyse von primare Neuronen unter proteasomalen Stress. Primare neuronale Zellen
wurden aus Hippocampi und Korti von Rattenembryonen E17 prapariert. Nach einer Ausdifferenzierungsphase von 7 Tagen
wurden die Zellen mit 100 nM sAPPa bzw. APP E1 fir 15 h und anschlieend fiir 24 h mit 0,5 uM MG-132 behandelt. (A + B)
Reprasentative Western Blots der kortikalen (A) und hippocampalen (B) Neurone. (C + D) Densitometrische Auswertung von
(A) und (B). Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Verdnderung der
behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Analyse ergab, dass dhnlich wie in den jungen IMR90 Zellen die Expression von Bag3
und Ubiquitin durch sAPPa unter proteasomalen Stress reduziert wird. Die Daten zeigen den Mittelwert + die
Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten (n=4). *p< 0,05 ** p< 0,01; Tukey Test.

Insgesamt konnte in diesen Versuchen gezeigt werden, dass sAPPa auch in neuronalen Zellen die
Proteinexpression von Bag3 und die Level an poly-ubiquitinierten Proteinen nach proteotoxischen

Stress reduziert.

3.8. Der Einfluss des loslichen sAPPB auf die Proteinhomdostase
Das l6sliche Prozessierungsprodukt sAPPB ist nur wenige Aminosauren kirzer als sAPPa, dennoch
wird in der Literatur oft von unterschiedlichen Funktionen der beiden Proteine berichtet. Im

folgenden Abschnitt wurde analysiert inwiefern sAPPB die PQC unter proteasomalen Stress

beeinflussen kann.
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Zunachst wurde die Proteinlevel von Bag3, p62 und Ubiquitin unter proteasomalen Stress
untersucht. Dabei zeigte sich, dass sAPPB, dhnlich wie sAPPa die durch MG-132 induzierten
Expressionslevel von Bag3 und Ubiquitin reduziert. Bei p62 konnte keine veranderte

Proteinexpression festgestellt werden (Abbildung 3.8.1).
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Abbildung 3.8.1. Western Blot Analyse von jungen IMR90 Zellen unter proteotoxischen Stress. Junge IMR90 Zellen
wurden fir 15 h mit 100 nM sAPPB behandelt und anschlieRend zusatzlich fir 24 h mit 0,5 uM MG-132 gestresst. Zelllysate
wurden mittels Western Blot analysiert (A) und densitometrisch ausgewertet (B). Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin
normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Verdnderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Analyse ergab, dass sAPPB
dhnlich wie sAPPa die Expression von Bag3 und Ubiquitin unter proteasomalen Stress verringert. Die Daten zeigen den
Mittelwert + die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n=3). * p< 0,05; Tuckey Test.

Da die Expressionslevel von Bag3 und Ubiquitin erniedrigt waren, wurde zusatzlich die

Aggresomenformation untersucht (siehe Kapitel 3.5.3).

Die Farbung mit Bag3 zeigt nach proteotoxischem Stress ein verstarktes Signal in der Nahe des
Zellkerns. Bei zusatzlicher Behandlung mit sAPPB konnte eine signifikant verringerte Intensitat von
Bag3 beobachtet werden (Abbildung 3.8.2. A). Zusatzlich wurde die Intensitdt der Fluoreszenz
gemessen und gegen die Gesamtzellzahl aufgetragen. Dabei zeigte sich dhnlich wie bei der Analyse

von sAPPa eine Abnahme des Bag3 Signals (Abbildung 3.8.2. C).

Die Farbung mit Vimentin zeigte, dass durch sAPPB eher eine zytoplasmatische Lokalisation von
Vimentin vorliegt. Zellen unter proteasomalen Stress, die mit SAPPB behandelt wurden hatten zu 20
% eine aggresomale Lokalisation von Vimentin. Ohne sAPPB hatten ca. 60 % der gestressten Zellen
eine aggresomale Lokalisation (Abbildung 3.8.2. B + D), somit wird durch sAPPB die Anzahl von Zellen

bei denen Vimentin aggresomal vorliegt, verringert.

Diese Versuche haben gezeigt, dass nicht nur sAPPa die Proteinlevel von Bag3 und die Level an poly-
ubiquitinierten Proteinen reduziert, sondern auch das wenige Aminosauren kiirzere sAPPB. Auch die

reduzierte Anzahl an Aggresomen bestatigt, dass sAPPPB eine dhnliche Wirkung zeigt.
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Abbildung 3.8.2. Aggresomen-Assay in Hek 293 Zellen mit sAPPB. Hek 293 Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM sAPPB
vorbehandelt, anschliefend zusatzlich mit 10 uM MG-132 inkubiert und nach 8 h mit PFA fixiert. (A) Immunfarbung mit
Anti-Bag3. (B) Immunfarbung mit Anti-Vimentin. (C) Densitometrische Auswertung von (A) gegen die Gesamtzellzahl (50
Zellen pro n). (D) Aufgetragen sind die Zellen bei den Vimentin aggresomal lokalisiert war im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl.
Die Ergebnisse bestatigen, dass sAPPB eine dhnliche Wirkung wie sAPPa zeigt. Die Daten zeigen den Mittelwert + die
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n=3). ** p< 0,01; Tuckey Test. GroRenbalken: 20 um

3.9. Knockdown von APP und APLP2 und der Einfluss auf die Wirksamkeit von

sAPPa

Schon seit langem wird untersucht auf welche Art und lber welche Rezeptoren sAPPa wirkt. Dabei
wird das komplette APP als Rezeptor von sAPPa diskutiert. Durch den transienten Knockdown von
APP und/oder APLP2 wurde analysiert, inwiefern sAPPa noch einen Einfluss auf die Expression von

Bag3 und p62 nach proteasomalen Stress zeigt.
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Abbildung 3.9.1. Western Blot Analyse von IMR90 Zellen nach Knockdown von APP bzw. APLP2. In jungen IMR90 Zellen
wurde zunachst durch Elektroporation von siRNA die Proteinexpression von APP und/oder APLP2 reduziert. 48 Stunden
spater wurde mit 100 nM sAPPa fiir 15 h behandelt und anschlieBend fiir 24 h mit 0,5 uM MG-132 proteotoxisch gestresst.
(A) Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert. (B) Densitometrische Auswertung von (A). Die ermittelten Werte
wurden auf Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Verdnderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Der
Knockdown von APP und APLP2 zeigte, dass sAPPa nur die Expression von Bag3 reduziert, wenn APP oder APLP2 vorhanden
waren. Die Daten zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten (n=4). ** p< 0,01

*** p< 0,001; Tuckey Test.
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In den IMR90 Zellen wurde mit Hilfe von siRNA zunachst die Proteinexpression von APP oder APLP2
gesenkt und in einem zusatzlichen Ansatz die Expression von beiden Proteinen gehemmt. Das
Ausschalten eines der beiden Proteine zeigte keinen Effekt auf die Wirksamkeit von sAPPa, so konnte
weiterhin beobachtet werden, dass sAPPa die durch MG-132 erhohte Expression von Bag3 senkt. Die
Zellen, die weder APP noch APLP2 haben, zeigen tendenziell eine Abnahme von Bag3, die aber nicht
signifikant ist. Die Expression von p62 wird auch in diesem Versuch nicht durch sAPPa beeinflusst

(Abbildung 3.9.1).

Dieses Ergebnis bestatigt die Vermutung, dass APP als eine Art Rezeptor fiir sSAPPa dienen kdnnte.
Zumindest muss APP oder das APP dhnliche Protein APLP2 vorhanden sein, damit die Expression von

Bag3 unter proteotoxischen Stress durch sAPPa reduziert wird.

3.10. Analyse wichtiger Protein-Qualitatskontroll-Gene in Mausen

Zellmodelle sind eine gute Moglichkeit Prozesse zu studieren, da sie leicht zu kultivieren sind.
Allerdings fehlen in der Zellkultur die Interaktionen zwischen verschiedenen Geweben und der
Einfluss des Immunsystems. Aus diesem Grund wurde abschlielRend die Proteinexpression

verschiedener PQC-Gene in verschiedene Mausmodellen untersucht.

Fiir die Proteinanalyse wichtiger PQC-Gene standen vier verschiedene Mausmodelle zur Verfligung.
Neben einer Mauslinie in der das APP-Gen ausgeschaltet wurde (APP'/’) und einer Linie ohne APLP2
(APLP2'/'), wurde eine Linie verwendet, die statt eines kompletten APP nur das sAPPa

+/+

Proteinfragment exprimiert (sAPPa™"). Das vierte Mausmodell ist die Doppelmutante aus APLP27
und sAPPa** (sAPPoF“-DM). Neben den Gehirnarealen Kortex und Hippocampus, wurde auch

Lebergewebe liber Western Blots analysiert.

Zunachst wurde die Expression von Bag3 und p62 in jungen Mausen untersucht. Im Kortex der
sAPPa*”* M3use konnte eine reduzierte Expression von Bag3 und p62 beobachtet werden (Abbildung
3.10.1. A + B), wohingegen im Hippocampus Bag3 in APP'/', APLP2”" und sAPPa** Mausen leicht
erhoht und in den sAPPa”*-DM Méusen gesenkt war (Abbildung 3.10.1. C + D). In der Leber konnte

keine veranderte Expression beobachtet werden (Abbildung 3.10.1. E + F).
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Abbildung 3.10.1. Western Blot Analyse von Bag3 und p62 in verschiedenen Geweben von jungen Mausen. Analysiert
wurden neben wt Mausen, APP'/', APLPZ'/’, sAPPa”* und sAPPa**-DM Mause. Western Blots und densitometrische
Auswertung von Kortex (A + B), Hippocampus (C + D) und Leber (E + F). Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert.
Die Grafik zeigt die prozentual Veranderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Daten zeigen den Mittelwert * die
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n= 3). Bag3: * p< 0,05 ** p< 0,01; p62: # p< 0,05; Tuckey Test.
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Abbildung 3.10.2. Proteinexpressions-Analysen von wichtigen PQC-Genen in verschiedenen Geweben von seneszenten
Mausen. Analysiert wurden neben wt Mausen, APP'/', APLPZ’/', sAPPa’™* und sAPPa*’*-DM Mause. Western Blots und
densitometrische Auswertung von Kortex (A + B), Hippocampus (C + D) und Leber (E + F). Die ermittelten Werte wurden auf
Tubulin normiert. Die Grafik zeigt die prozentual Verdanderung der behandelten Zellen zur Kontrolle. Die Daten zeigen den
Mittelwert + die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n= 3). Bag3: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001;
p62: # p<0,05 ### p<0,001; Hsp70: + p<0,05; Ubiquitin: - p<0,05 -- p<0,01; Tuckey Test.

In den gealterten Tieren wurde zusatzlich auch Hsp70 und Ubiquitin untersucht. Im Kortex war Bag3
in den APP”" und APLP2” Tieren leicht erhéht und in sAPPa™* Miusen deutlich auf die doppelte

+/+

Expressionshdhe gesteigert. In den sAPPa™"-DM jedoch war die Expression von Bag3 im Vergleich zu
den wt Mdusen leicht erniedrigt. Die Expression von p62 war in den APLP2”" und den sAPPa**-DM
Mausen leicht gesenkt. Hsp70 und Ubiquitin waren im Kortex nicht reguliert (Abbildung 3.10.2. A +

B).
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Die Expression von Bag3 war im Hippocampus in den APLP2”" und sAPPa**-DM Miusen geringfligig

+/+

niedriger und in den sAPPa™" leicht erh6ht. Wohingegen p62 in allen vier veranderten Mauslinien
niedriger exprimiert wurde als in der wt Linie. Die Expression von Hsp70 war in allen Linien konstant,

Ubiquitin zeigte eine Expressionsabnahme in APLP2”" und sAPPa™* Miusen (Abbildung 3.10.2. C + D).

+

In der Leber war in den APLP27 die Expression von p62 und Ubiquitin erniedrigt. In den SAPPa*’
Mausen waren die Proteinlevel aller vier Gene gesenkt und in den sAPPa”*-DM die Spiegel von Bag3

und p62 (Abbildung 3.10.2. E + F).

Insgesamt haben die in vivo Analysen gezeigt, dass sich in den jungen Mausen die Proteinexpression
der Autophagie-Marker nur geringfligig verringert im Vergleich zu den wt Mausen, wohingegen in
den seneszenten Mause eine niedrigere Expression von Bag3 und p62 in den sAPPa”*-DM

beobachtet werden konnte.
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4, Diskussion

4.1. Der Einfluss von sAPPa und sAPPf auf die Proteinhomadostase
Die Alzheimer’schen Krankheit (AD) ist eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen und ist
bislang unheilbar. Der Hauptrisikofaktor von der AD ist das Alter und durch den demographischen

Wandel erkranken immer mehr Menschen an der Demenz (Ferri et al., 2005; Kern and Behl, 2009).

In der Histopathologie von AD kénnen Ablagerungen in Form von NFT’s aus hyperphosphorylierten
Tau und amyloiden Plaques gefunden werden (Alzheimer, 1907; Maurer et al.,, 1997). Ein
Hauptbestandteil dieser Plaques ist AB, ein Spaltprodukt des APP. Die physiologische Rolle von APP
im Organismus ist bislang nicht verstanden, bekannt ist aber, dass APP proteolytisch auf zwei Wegen
gespalten werden kann. Auf dem einen Weg entsteht das AB, auf dem anderen das l6sliche Fragment
sAPPa, dem zytoprotektive Eigenschaften zugesprochen werden (Kogel et al., 2012; Vassar et al.,

1999).

Als mogliche Therapieansatze von der AD wurden Inhibitoren fiir die Sekretasen des amyloidogenen
Prozessierungsweges untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Inhibition der B- und y-Sekretasen zu
teils schwerwiegenden Nebenwirkungen fiihrte, so dass eine Zulassung der Inhibitoren nicht erfolgte

(Doody et al., 2013; Schenk et al., 2012).

Eine weitere Strategie ist die Aktivierung der a-Sekretase. Durch Acitretin, einem Retinoid, wird die
Aktivitat der a-Sekretase gesteigert (Tippmann et al., 2009). Da diese APP im Bereich der AB-Domane
spaltet, entsteht kein AB, wodurch keine amyloiden Plaques sich bilden kdnnen. Zusatzlich entsteht
bei diesem Spaltungsweg das sAPPa, dass durch seine zytoprotektive Eigenschaften auch als
moglicher Therapieansatz fiir AD diskutiert wird (Kogel et al., 2012; Tippmann et al.,, 2009). Das
sAPPa wird in Bezug auf viele zelluldre Prozesse genannt, so soll es neben neuroprotektiven
Eigenschaften auch eine Rolle bei der Stressantwort spielen. AuRerdem wurde in einem Mausmodell
gezeigt, dass die Expression von sAPPa die Defizite einer APP” Maus wieder aufheben kann (Ring et
al., 2007) und die Sekretion von sAPPa im Alter abnimmt (Kern et al., 2006). Dadurch ergab sich die
Hypothese, dass nicht nur die Akkumulation von AR, sondern auch das Fehlen von sAPPa zu AD
fihren kann. In diesem Zusammenhang wird aber auch diskutiert, inwiefern das sAPPJ, das bei der
amyloidogenen Prozessierung von APP entsteht und nur 5 bis 16 Aminosauren kirzer als sAPPa ist,

neuroprotektiv sein kann (Brinkmalm et al., 2013; Chasseigneaux and Allinquant, 2012).

Das Alter spielt eine sehr groRe Rolle bei AD (Lobo et al., 2000). Ein sehr wichtiger Prozess im

Organismus der sich im Laufe der Alterung verandert ist die Protein-Qualitdtskontrolle (PQC) und der
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damit verbundene Abbau von fehlgefalteten und aggregierenden Proteinen. Durch die abnehmende
Kapazitat der PQC im Alter kdnnen sich eher schadhafte Proteine, wie AB und NFT’s ansammeln und
die Zellfunktion beeinflussen (Cuervo and Dice, 2000). Studien haben gezeigt, dass sich ein
gesteigerter Proteinabbau vorteilhaft auf altersabhangige Krankheiten wie AD auswirkt (Komatsu et

al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der Einfluss von sAPPa auf die Zellviabilitat und die PQC
untersucht. Dabei wurde das zellulare Alterungsmodel IMR90 verwendet, um zusatzlich die
Unterschiede zwischen jungen und seneszenten Zellen zu untersuchen. Es wird davon ausgegangen,
dass eine der beiden Heparan-Sulfat-Proteoglykan Doméanen (HSPG) verantwortlich fir die Einfluss
von sAPPa ist. So konnten Corrigan et al. zeigen, dass die HSPG der E1 Domadne protektiv bei
traumatischen Gehirnverletzungen ist und Furukawa et al. zeigten, dass die HSPG der E2 Domane bei
Glutamat- und AB-induzierte Neurotoxizitdt das Zelliberleben steigert (Corrigan et al., 2011, 2014;
Furukawa et al., 1996). Aus diesem Grund wurde zuséatzlich zum sAPPa auch der Einfluss von APP E1

auf die Zellviabilitdat und die PCQ analysiert.

4.1.1. Der Einfluss von sAPPa und APP E1 auf die Zellviabilitdt und die Lebensspanne

Dem loslichen sAPPa werden verschiedene protektive Eigenschaften zugesprochen (Kogel et al.,
2012). Aus diesem Grund wurde die Zellviabilitdt von jungen und seneszenten IMR90 Zellen nach
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von sAPPa und dem N-terminalen Fragment APP E1
analysiert. Dabei zeigte sich weder eine verbessertes Zelliiberleben durch sAPPa noch durch APP E1
in jungen und seneszenten Zellen (Abbildung 3.3.1). Um mogliche Langzeiteffekte zu untersuchen,
wurde eine Alterungskurve von IMR90 unter konstanter Behandlung mit sAPPa und APP E1
durchgefiihrt. Die Lebensspanne der drei Behandlungen verlief insgesamt sehr dhnlich, allerdings
konnten ab Tag 80 Unterschiede festgestellt werden. Durch die Gabe von sAPPa und APP E1 wurde
die Lebensdauer geringflgig verlangert (Abbildung 3.3.2). Diese Ergebnisse flihren zu der
Schlussfolgerung, dass sAPPa und APP E1 in gesunden und vitalen Zellen kurzfristig keinen Effekt auf
die Zellviabilitdat haben, langfristig jedoch wirken beide Fragmente besonders im Alter leicht
verlangernd auf die Lebensdauer. Die Veranderung der Lebensdauer deutet an, dass moglicherweise
die reduzierten sAPPa Spiegel im Alter verkirzend auf die Lebenszeit wirken und durch die

langfristige Gabe von sAPPa oder APP E1 die Lebensspanne verlangert werden kénnte.

4.1.2. Der Effekt von sAPPa und APP E1 auf die Proteinhomodostase

Firr die Zelle ist eine gut funktionierende PQC sehr wichtig. Dabei werden fehlgefaltete Proteine liber

Chaperone wieder in die richtige Konformation gebracht oder, falls diese Rickfaltung fehlschlagt,
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abgebaut. Junge Zellen bauen Proteine meistens lber das Ubiquitin-Proteasom System (UPS) ab. Die
Aktivitat des UPS nimmt aber im Laufe der Alterung ab und der Abbau von Proteinen wird durch die
Autophagie sichergestellt (Gamerdinger et al., 2009). Auf Grund der verldngerten Lebensspanne der
IMR90 Zellen durch sAPPa und APP E1, die sich erst im Alter bemerkbar machte, wurde im Anschluss
die Proteinexpression und mRNA-Spiegel wichtiger PQC-Gene sowohl in jungen als auch in alten
IMR90 Zellen Uberprift. Anhand der Alterungskurve wurde postuliert, dass sAPPa in den jungen
Zellen keinen oder nur geringfligigen Einfluss auf die Qualitatskontrolle hat. In den alten Zellen

hingegen kdnnte eine Regulierung der Expression von PQC-Genen vorhanden sein.

In den jungen Zellen waren weder die Hitzeschockproteine noch das Co-Chaperon Bag3 reguliert.
Auch der Autophagie-Marker LC3-Il und der Rezeptor p62 werden weder durch sAPPa noch durch
APP E1 reguliert. Auch die Gene des UPS darunter Ubiquitin, Nrf2, 19S und 20S Proteasom wiesen
keine veranderte Proteinexpression auf. Zusatzlich wurden auch Signaltransduktionswege die mit der
Autophagie verknlpft sind untersucht, die keine Regulierung zeigten (Tabelle 3.3.1 und Abbildung
7.1.1). Interessanterweise waren die in den seneszenten Zellen untersuchten Protein- und mRNA-
Level ebenfalls nicht reguliert. Weder das mit der Autophagie verknipfte Co-Chaperon Bag3, noch
die autophagischen Proteine LC3-Il und p62 wiesen Veranderungen auf. Auch die proteasomalen
Gene zeigten in den seneszenten Zellen keine Verdnderung (Tabelle 3.3.1, Tabelle 3.3.2 und

Abbildung 7.1.2).

Die Tatsache, dass sowohl in den jungen als auch in den seneszenten Zellen keine Proteinregulation
stattfand, konnte daran liegen, dass sAPPa nur (ber eine langerfristige Behandlung die Expression
dieser Gene verandern kann. Dies wirde auch erklaren, warum die Zellviabilitdit nach einer
eintagigen Behandlung mit sAPPa oder APP E1 nicht verbessert war, aber die dauerhafte Behandlung

die Lebensspanne erhohte.

4.1.3. Die Wirkung von sAPPa auf die Proteinhomodostase unter proteasomalen

Stressbedingungen

Viele Studien berichten von protektiven Eigenschaften der APP Fragmente unter Stressbedingungen
wie oxidativen oder auch proteasomalen Stress (Huber and Groll, 2012). Proteotoxischer Stress,
ausgelost durch das haufig verwendete MG-132, verringert die proteasomale Aktivitat und geht
einher mit der Akkumulation von Proteinen. AuBerdem kann durch die Proteinanhdufung eine

mogliche Regulation besser beobachtet werden.

Im folgenden Abschnitt wurde analysiert, inwiefern sAPPa und APP E1 einen Einfluss auf die

Zellviabilitat und die PQC unter proteasomalen Stress durch den Proteasom-Inhibitor MG-132 haben.
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4.1.3.1. Eine verbesserte Zellviabilitiit in jungen Zellen durch sAPPa unter proteotoxischen

Stress

Vorversuche mit verschiedenen Konzentrationen MG-132 zeigten, das die Zellviabilitat durch
proteasomalen Stress konzentrationsabhangig abnimmt. Bei der verwendeten Konzentration von 0,5
UM MG-132 zeigten die IMR90 Zellen im Vergleich zu den nicht behandelten Zellen eine verringerte
Zellviabilitdt von etwa 70 % (Abbildung 3.4.1). Die Analyse ergab, dass sAPPa in einer Konzentration
von 100 nM nach proteotoxischen Stress in jungen IMR90 Zellen die Viabilitdat erhéhen kann. Das N-
terminale Fragment APP E1 hingegen hat keinen Einfluss auf das Zelliiberleben in den jungen Zellen.
In den seneszenten Zellen hat weder sAPPa noch APP E1 einen Einfluss auf die Zellviabilitat

(Abbildung 3.4.2).

Durch die Untersuchung konnte gezeigt werden, dass sAPPa unter proteasomalem Stress die
Zellviabilitat junger Zellen verbessert und protektiv bei dieser Art von Stress wirkt. Das sAPPa in alten
Zellen nicht protektiv wirkt, kdnnte verschiedene Ursachen haben. Denkbar ist, dass die seneszenten
IMR90 Zellen durch ihr Alter und einer damit veranderten Physiologie und Genexpression zu stark
geschwacht sind und sAPPa nicht mehr protektiv wirken kann. Zum anderen kann es durch die
veranderte Genexpression dazu kommen, dass die Signalkaskade, Uber die sAPPa wirkt, im Alter
beschadigt ist. Da der Wirkungsmechanismus von sAPPa bislang nicht bekannt ist, konnen dazu keine
Analysen durchgefiihrt werden und die Griinde bleiben spekulativ. Dass APP E1 hingegen nicht
protektiv ist, deutet an, dass der protektiv wirkende Bereich von sAPPa aullerhalb der E1 Domane

liegt oder beide E Domanen zusammen protektiv wirken kénnen.

4.1.3.2. Der Einfluss von sAPP« auf die Autophagie

Fir jede Zelle ist es wichtig, fehlgefaltete und geschadigte Proteine abzubauen (Broadley and Hartl,
2009). Die Proteinabbau erfolgt entweder (iber das UPS oder die Autophagie. Diese ist in jungen
Organismen und Zellen nur gering aktiv und nimmt im Laufe der Alterung zu. In jungen Zellen kann
man durch Inhibition des Proteasoms die Autophagie aktivieren und so einen kiinstlichen

Alterungszustand erreichen (Gamerdinger et al., 2009).

Durch MG-132 wird eine Inhibition des Proteasoms herbeigefiihrt und sorgt fir die Akkumulation
von Proteinen, die abgebaut werden missen (Huber and Groll, 2012). Da diese Akkumulation die
Zelle schadigt und zu einem verringerten Zelliiberleben fiihrt, liegt die Vermutung nahe, dass sAPPa
durch die protektive Wirkung die Aktivitdt der Autophagie steigert und so fiir einen schnelleren

Abbau der Proteine und eine verbesserte Zellviabilitat sorgt. Aus diesem Grund wurden die
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Proteinexpressionen von Autophagie-relevanten Genen unter proteasomalen Stress und Behandlung

mit SAPPa und APP E1 untersucht. Dabei wurde zunachst das Alterungsmodel IMR90 verwendet.

Gamerdinger et al. zeigten bereits, das durch die Inhibition des UPS die Proteinexpression von Bag3,
dem Hitzeschockprotein Hsp70 und den zwei Autophagie-Genen p62 und LC3-ll ansteigt
(Gamerdinger et al., 2009). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von
Hsp70 unter proteotoxischen Stress und bei zusatzlicher Behandlung mit sAPPa abnahm. Gleichzeitig
nahm auch die Expression von Bag3 einem Co-Chaperon von Hsp70 ab (Abbildung 3.5.1). Bag3 ist fiir
den Transport von Hsp70-Substraten zu den Autophagie-Rezeptoren zustiandig (Gamerdinger et al.,
2009). Dies deutet an, dass die Zelle sowohl ihre PQC als auch den Transport von geschadigten
Proteinen zu den sich bildenden Autophagosomen verringert. Die Proteinexpression des Autophagie-
Rezeptors p62, des Autophagie-Markers LC3-lIl und des lysosomalen Membranproteins Lamp2
verandert sich nicht, lediglich p62 zeigt eine geringe Abnahme, die aber nicht signifikant ist
(Abbildung 3.5.1 und Abbildung 3.5.2). Die mRNA Analysen zeigten, dass neben Bag3 auch die
Expression von p62 verringert ist (Abbildung 3.5.4). Das bedeutet, dass die Regulation von Bag3
transkriptionell erfolgt. Die unterschiedlichen mRNA- und Proteinlevel von p62 kénnten zwei
mogliche Ursachen haben. Zum einen kdnnte die Veranderung der Proteinexpression erst zu einem
spateren Zeitpunkt sichtbar werden. Zum anderen kdnnten die verringerten mRNA-Spiegel durch
gesteigerte Translation ausgeglichen werden. Zusatzlich wurde die Expression von Hsp90 und
verschiedener Proteine von Signaltransduktionswege untersucht. Diese sind der Autophagie
vorgeschaltet und von ihnen ist bekannt, dass sie durch sAPPa reguliert werden kénnen. Weder bei
Hsp90 noch bei den Faktoren der Signaltransduktionsketten konnte eine Regulierung durch sAPPa

nach proteasomalen Stress beobachtet werden (Tabelle 3.5.1 und Abbildung 7.1.3).

Die Analyse der jungen Zellen, die mit APP E1 behandelt wurden, ergab keine signifikante
Veranderung in der Protein- und mRNA-Expression der untersuchten Gene. Lediglich bei Bag3 kann
eine geringfligige Abnahme der Expressionslevel beobachtet werden (Abbildung 3.5.1). Daraus ergibt
sich, dass APP E1 bei proteasomalen Stress eine geringere Wirkungskraft im Gegensatz zu sAPPa hat

und bestatigt damit, dass APP E1 alleine nicht die Autophagie beeinflussen kann.

In den seneszenten Zellen wurde die Proteinexpression von Bag3, p62 und Lamp2 untersucht. Dabei
zeigte sich, dass dhnlich wie bei der Zellviabilitdt sAPPa und APP E1 keinen Einfluss auf die Zellen
haben. Fir Bag3 kann eine geringe Abnahme der Proteinlevel beobachtet werden (Abbildung 3.5.3).
Die geringere Wirkungskraft von sAPPa kénnte auch durch den verlangsamten Metabolismus der

Zelle im Alter verursacht werden. Dadurch kénnte es zu einer verzogerten Wirkung durch sAPPa
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kommen. Diese Moglichkeit wiirde auch erklaren, warum bei der Alterungskurve im Alter nach

durchgehender Behandlung ein Effekt gesehen wurde.

Diese und vorangegangen Ergebnisse zeigen einen Widerspruch auf. Zum einen ist das Proteasom
inhibiert und zum anderen scheinen Autophagie und die PQC ebenfalls verringert zu sein. Diese
Tatsache sollte zu einer Akkumulation geschadigter Proteine flihren und damit auch die Zellviabilitat
verringern. Stattdessen kann eine verbessertes Zelliiberleben beobachtet werden. Die Ergebnisse der
Proteinanalyse in den jungen Zellen wurde anschlieRend mit einem zweiten Proteasom-Inhibitor
Uberprift, da MG-132 auch lysosomale Cystein-Proteasen und Calpaine inhibiert. Epoxomicin gehort
zu einer anderen Klasse von Proteasom-Inhibitoren als MG-132. Auch in dieser Analyse konnte eine
verringerte Expression von Bag3 beobachtet werden und weder Lamp2 noch p62 zeigen eine
Regulation. Diese Ergebnisse bestatigen, dass die Inhibition von lysosomalen Cystein-Proteasen und

Calpainen durch MG-132 keinen Einfluss auf die Effekte durch sAPPa hatten.

Bei intensiver Proteinakkumulation, z.B. bei proteasomalen Stress bilden sich in der Zelle
perinukleare Aggresomen, diese beinhalten aggregierende Proteine, die nicht sofort abgebaut
werden konnen. Durch die Bildung von Aggresomen isoliert die Zelle geschadigtes Material bis zu
dessen Abbau. Nach den vorangegangen Versuchen wurde postuliert, dass sich in den Zellen
Aggresomen gebildet haben, um die Proteine aufzufangen, die nicht mehr abgebaut werden
konnten. Gamerdinger et al. haben gezeigt, dass sich zum einen Vimentin in Aggresomen akkumuliert
und zum anderen aber auch Bag3 vermehrt im Bereich der Aggresomen auftritt (Gamerdinger et al.,
2009). Eine durchgefihrte Immunfirbung mit Antikérpern gegen die beiden Proteine sollte
Aufschluss iber die Anzahl und die Lokalisation der Aggresomen geben. Fir diesen Versuch wurden
Hek 293 Zellen verwendet, da diese durch die eher kompakte Form im Gegensatz zu der sehr
langgestreckten Morphologie der IMR90 Zellen fiir die Analyse geeignet waren. Die Analyse der
Verteilung von Bag3 in den Zellen ergab, dass zum einen nach proteasomalen Stress die Intensitat
und damit die Proteinmenge von Bag3 steigt, zum anderen konnte eine verstarkte Bag3 Lokalisation
am Kern beobachtet werden. Durch die zusatzliche Behandlung mit sAPPa nahm sowohl die
Intensitat als auch die verstarkte Kernlokalisation ab (Abbildung 3.5.6. A + C). Die mit Vimentin
gefarbten Zellen zeigten ein dhnliches Ergebnis. So war Vimentin nach proteasomalen Stress mit MG-
132 aggresomal in der Nahe des Zellkerns lokalisiert. Durch die Behandlung mit sAPPa lag Vimentin
wie auch in den Kontrollzellen meist verteilt auf das Zytoplasma vor (Abbildung 3.5.6. B + D). Dieses
Ergebnis bedeutet, dass durch sAPPa nach proteasomalen Stress keine Aggresomen gebildet werden,
die man aber nach einem proteasomalen Inhibitor und einer verringerten Autophagie erwarten

wiirde. Eine Analyse der Hek 293 Proteinspiegel ergab dhnliche Ergebnisse wie bei den jungen IMR90
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Zellen (Abbildung 3.5.7 und Abbildung 3.5.8). Somit kann davon ausgegangen werden das die HEK

293 Zellen sich wie junge Zellen in diesen Versuchen verhalten.

Zur zusatzlichen Bestatigung dieses Ergebnisses wurde die Lokalisation von mutanter SOD1
untersucht. SOD1 liegt unter nicht gestressten Bedingungen zytoplasmatisch lokalisiert vor. Hek 293
Zellen wurden auf Grund ihrer kompakten Form und der guten Transfektionsrate verwendet. Unter
Stressbedingungen, wie nach Behandlung mit MG-132, liegt mutante SOD1 in den Aggresomen nahe
dem Zellkern vor. Zusatzlich kann es bei leichtem Stress oder zu Beginn eines Stressimpulses pra-
aggresomal vorliegen (Gamerdinger et al., 2011b). Fir die Analyse der mutanten SOD1 wurden
Konstrukte mit einem GFP verwendet. Aullerdem wurde zur Kontrolle immunhistochemisch mit
Vimentin gefarbt. Der Versuch mit zwei unterschiedlichen SOD1 Mutanten zeigte eine Bestatigung
der Aggresomenanalyse. So stieg der Anteil der aggresomal vorliegenden SOD1 nach proteasomalen
Stress. Durch die zusatzliche Behandlung mit sAPPa lag die mutante SOD1 zum GroRteil wieder

zytoplasmatisch vor (Abbildung 3.5.10).

Insgesamt konnte in Bezug auf die Autophagie gezeigt werden, dass sAPPa nach proteasomalen
Stress die Autophagie und die PQC durch Hsp70 reduziert. AuBerdem gibt es nur eine geringe Bildung
von Aggresomen. Eine mogliche Ursache kdnnte sein, dass sAPPa die Bildung der Aggresomen
verhindert. Zu erwarten war, dass durch die geringe Anzahl an Aggresomen in der Zelle viele
geschadigte Proteine vorliegen und die Zellviabilitat verringert ist. Jedoch weisen die vorliegenden
Ergebnisse darauf hin, dass Uberleben der Zelle steigt, so dass es eher wahrscheinlich ist, dass sSAPPa
die Proteinhomoostase Uber einen anderen Weg beeinflusst und so fiir den Abbau der Proteine

sorgt.

4.1.3.3. Das Ubiquitin-Proteasom-System wird durch sAPP« aktiviert

Die gesteigerte Zellviabilitdt und die verringerte Bildung von Aggresomen durch sAPPa zeigen auf,
dass die Zellen trotz Inhibition des Proteasoms und einer verringerten Autophagie keine
Akkumulation von Proteinen aufweisen. Aus diesem Grund wurde die Aktivitdit des Proteasoms

untersucht.

Zunachst wurde der Abbau des Proteasomsubstrates d2 in stabil transfizierte Hek 293 Zellen
untersucht. Es wurde deutlich, dass sich nach Inhibition des Proteasoms wie bereits von Gamerdinger
gezeigt mehr d2-GFP in den Zellen ansammelte, das auf Grund der Inhibition nicht mehr abgebaut
werden konnte (Gamerdinger et al., 2009). Durch die zuséatzliche Behandlung mit sAPPa verringerte
sich die Akkumulation des Proteins (Abbildung 3.6.1). Dies deutet an, dass sAPPa trotz des Inhibitors

MG-132 die proteasomale Aktivitat erhohen kann. Die Proteinlevel von d2-GFP zeigten durch sAPPa
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keine Veranderung unter Kontroll-Bedingungen. Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wurde
anschlieRend die Aktivitat des Proteasoms mit Hilfe des Suc-LLVY-AMC-Assays gemessen. Dabei
zeigte sich, dass sAPPa in jungen IMR90 Zellen die durch MG-132 verringerte Aktivitat wieder
steigern kann. In den Kontroll-Zellen zeigte sAPPa aber keine aktivitatssteigernden Effekte
(Abbildung 3.6.2). Auch in Hek 293 Zellen wirkte sAPPa unter proteasomalen Stress aktivierend
(Abbildung 3.6.3.C). Wohingegen in seneszenten IMR90 Zellen und in den Zellen die mit APP E1
behandelt wurden keine Aktivierung beobachtet werden konnte (Abbildung 3.6.2 und Abbildung
3.6.3). Diese Ergebnisse bestatigen, die bisher beschriebenen Ergebnisse, dass sAPPa nur in jungen
IMR90 oder Hek 293 Zellen unter Stressbedingungen die PQC beeinflusst, in dem es die
proteasomale Aktivitdt erhohte. Dies wiederum fiihrt zu einer Senkung der Autophagie, wie es
bereits in der Literatur beschrieben wurde (Gamerdinger et al., 2009). In den Kontroll-Zellen ist die
Aktivitat des Proteasoms hoch, sodass sAPPa diese vermutlich nicht weiter steigern kann. Die
proteasomale Aktivitat sinkt im Alter sehr stark, moglicherweise sind Aktivierungsprozesse gestort,
sodass auch die Inkubation mit sAPPa nicht mehr aktivierend wirken kann. Das wiirde auch erklaren,
warum durch sAPPa in den seneszenten Zellen keine Verbesserung der Zellviabilitat festzustellen war
und auch keine Veranderung der Proteinspiegel von Bag3. APP E1 zeigte keine Beeinflussung der
Proteinhomoostase. Dies bestatigt, dass die E1 Domane alleine nicht protektiv wirken kann, sondern

dass entweder die E2 Domane dafiir verantwortlich ist oder nur beide in Kombination protektiv sind.

Eine Analyse der Proteinlevel wichtiger proteasomaler Gene in jungen und seneszenten IMR90 Zellen
zeigte, dass durch sAPPa weniger poly-ubiquitinierte Proteine in den jungen Zellen vorhanden waren.
Die anderen Proteine wie 19S Proteasom, 20S Proteasom und Nrf2 waren nicht reguliert (Abbildung
3.6.4). Auch in den seneszenten Zellen konnte keine Regulierung der proteasomalen Gene
beobachtet werden. Zusatzlich wurden die mRNA-Spiegel von drei Untereinheiten (PSMB5, PSMB6
und PSMB7) des 20S Proteasoms analysiert. Alle drei Untereinheiten bilden Teile des beta-Rings vom
20S Proteasom, der fir die katalytische Spaltung der Proteine zustandig ist. PSMB5 hat
Chymotrypsin-ahnliche Eigenschaften und ist Ziel vieler Proteasom-Inhibitoren, PSMB6 hat Caspase-
dhnliche Eigenschaften und PSMB7 Trypsin-dhnliche Eigenschaften. Dabei zeigte sich, dass die
Transkription von PSMB5 und PSMB6 nicht verandert war. PSMB7 zeigte eine gesteigerte Expression
nach proteasomalen Stress in den jungen und seneszenten Zellen, die durch sAPPa geringfligig, aber
nicht signifikant verringert wurde (Abbildung 3.6.5). Die gesteigerte Expression von PSMB7 kdnnte
eine Reaktion auf die Inhibition der Chymotrypsin-dhnlichen Eigenschaften des 20S Proteasoms zu
sein, die auch in seneszenten Zellen zu beobachten war. Allerdings scheint es keinen Einfluss auf die

Proteinkonzentration des 20S Proteasoms zu haben.
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Insgesamt kann man aus diesen Ergebnissen schlieBen, dass sAPPa unter Stressbedingungen die
proteasomale Aktivitat steigert. Dadurch wird die Anzahl der poly-ubiquitinierten Proteine verringert
und die Zellviabilitat gesteigert. Inwiefern und auf welchem Weg sAPPa diese Aktivitatssteigerung
bewirkt bleibt ungeklart, sicher ist aber, dass die gesamte Menge an 20S und 19S Proteasom gleich
bleibt, was darauf hindeutet, dass keine transkriptionelle Regulierung stattfindet. Festgestellt wurde,
dass die E1 Domane alleine nicht protektiv bei proteasomalen Stress wirken kann und die Aktivitat

des UPS nicht steigert.

4.1.3.4. Regulatorische Effekte von sAPPa in priméren neuronalen Zellen

Bislang wurden alle Analysen in Lungenzellen (IMR90) und Nierenzellen (Hek 293) durchgefiihrt. Da
es sich bei AD um eine neurodegenerative Erkrankungen handelt, wurden die Proteinanalysen
zusatzlich noch in primaren neuronalen Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Veranderung
der Bag3 Level und die Menge an poly-ubiquitinierten Proteinen durch sAPPa nach proteasomalen
Stress abnahmen. Dieses konnte sowohl in den kortikalen als auch in den hippocampalen Neuronen
gezeigt werden (Abbildung 3.7.2). Die Proteinexpression von p62 zeigte wie auch in den IMR90 Zellen
keine Veranderung auf. APP E1 hat auch in den neuronalen Zellen keinen Einfluss auf Bag3, p62 und
poly-ubiquitinierte Proteine. Durch die verringerte Menge an poly-ubiquitinierten Proteinen durch
sAPPa kann davon ausgegangen werden, dass auch in diesen Zellen die Aktivitdt des Proteasoms
gesteigert wird. Dennoch sollte diese Vermutung (ber einen Zellviabilitdts- und den Proteasom-

Aktivitatsassay bestatigt werden.

4.1.3.5. Der Einfluss von sAPPf auf die Proteinhoméostase

Das APP Prozessierungsprodukt sAPPPB ist nur 5 bis 16 Aminosduren kiirzer als sAPPa, die bislang
beschriebenen Eigenschaften sind aber teilweise sehr unterschiedlich (Brinkmalm et al.,, 2013;
Chasseigneaux and Allinquant, 2012). So wird davon berichtet, dass sAPPB nur eine 100-fach
niedrigere protektive Fahigkeit besitzt, andere beschreiben aber dass beide |6slichen Spaltprodukte
des APP den axonalen Wachstum steigern und durch sAPPB im Vergleich zu sAPPa die neuronale
Differenzierung starker stimuliert wird (Chasseigneaux et al., 2011; Freude et al., 2011; Furukawa et
al., 1996). Die unterschiedlichen Eigenschaften werden damit erklart, dass bei dem kirzeren sAPPp
die letzten 16 Aminosaduren der zweiten HSPG fehlen und sie dadurch nicht protektiv wirken kann.
Andererseits begriinden diejenigen, die gleiche Eigenschaften von sAPPa und sAPPB beobachten
konnten, dass die HSPG der E1 Domane ausschlaggebend fiir die Neuroprotektion ist bzw. das

Zusammenspiel beider HSPGs ausschlaggebend ist. In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden,
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dass die E1 Domane alleine keine neuroprotektiven Eigenschaften besitzt und aus diesem Grund war

es sehr wichtig zu lUberprifen, ob sAPPB die Proteinhomoostase beeinflussen kann.

Fir die Analyse von sAPPB wurden junge IMR90 Zellen auf die Proteinlevel nach proteasomalen
Stress untersucht. Dabei zeigte sich, dass sAPPB dhnlich wie sAPPa sowohl die Expression von Bag3
als auch die Menge an poly-ubiquitinierten Proteinen verminderte (Abbildung 3.8.1). Auch die
Bildung von Aggresomen wird durch sAPPB nach proteasomalen Stress reduziert (Abbildung 3.8.2).
Das zeigte, dass sowohl sAPPB wie auch sAPPa Einfluss auf die Proteinhomoéostase nach
proteasomalen Stress hat und der Unterschied in der Lange keine Auswirkung auf die
Neuroprotektion hat. Da in sAPPB die letzten Aminosduren der E2 Domane fehlen, scheinen diese
nicht ausschlaggebend fiir die protektive Wirkung zu sein. Inwiefern der Rest der APP E2 Domane fiir
die protektive Wirkung verantwortlich ist oder ob das gesamte |6sliche Spaltprodukt notwendig ist

konnte lber diesen Versuch nicht geklart werden.

4.2. Die Rolle von APP als Rezeptor fiir sAPPa

Uber den Wirkungsweg von sAPPa ist bislang wenig bekannt. Ungeklart ist auch wie das extrazellular
vorliegende sAPPa intrazellular wirken kann. Als mogliche Rezeptoren wurden bislang der IGF-1 und
der Insulin Rezeptor genannt (Jimenez et al.,, 2011). Auch APP oder die beiden APLPs kdmen als
Rezeptor in Frage, da Studien gezeigt haben, dass diese liber die extrazellulare Domane Homo- und
Heterodimere bilden kénnen. Folglich kénnen auch die l6slichen Prozessierungsprodukte an diese
binden. AuBerdem kann die AICD an Transkriptionsfaktoren binden und als Regulator diese
beeinflussen (Cao and Stidhof, 2001; Muller et al., 2008). Die Rolle von APP beim Einfluss von sAPPa
auf die Proteinhomoostase konnte durch einen transienten Knockdown der APP Familienmitglieder
in den IMR90 Zellen Uberprift werden. Da APLP1 nur in neuronalen Zellen exprimiert wird, wurden in
diesen Zellen APP und APLP2 herunterreguliert. Dabei zeigte sich, dass bei einem Knockdown von
APP bzw. APLP2 sAPPa die Proteinexpression von Bag3 reduziert wird. Bei einem Knockdown von
beiden Genen wird die Expression nicht mehr signifikant reduziert (Abbildung 3.9.1). Die positive
Wirkung von sAPPa ist von der Anwesenheit von APP und APLP2 abhangig. Die noch vorhandene
Tendenz zur Abnahme, kann durch das Vorhandensein von geringen Mengen an APP und APLP2
erklart werden, da ein transienter Knockdown die Spiegel stark reduziert, aber kein komplettes
Ausschalten bewirkt. In den Zellen bei denen nur eines der beiden Proteine reduziert vorliegt, scheint
das andere Protein jeweils die Rezeptorfunktion zu tibernehmen. Die Ubernahme der Funktion durch
andere APP Familienmitglieder wurde bereits haufig beschrieben (Anliker and Miiller, 2006).

Insgesamt kann daraus gefolgert werden, dass sAPPa nur in Anwesenheit eines APP Familienglieds
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die Proteinhomdostase beeinflussen kann und somit APP bzw. APLP2 in diesem Fall der Rezeptor von

sAPPa sein kdnnte.

4.3. Veranderung in der Proteinhomodostase in Mausen

Bislang wurde der Einfluss von sAPPa auf die ProteinhomoOostase in verschiedenen
Zellkulturmodellen untersucht. In diese kdnnen komplexe Interaktionen zwischen verschiedenen
Organen und der Einfluss des Immunsystems nicht untersucht werden und die Ubertragbarkeit ist
dadurch nur eingeschriankt méglich (Cristofalo et al., 2004). Zur Uberpriifung der in vivo Relevanz
wurde verschiedene Mauslinien analysiert. Neben den wildtypischen Tieren (wt) wurde die SAPPa"*-
DM Linie untersucht, die das sAPPa Fragment Uberexprimiert und weder das komplette APP noch
APLP2 exprimiert. Als Kontrollen dienten eine APP Knockout (KO), eine APLP2 KO und die sAPPa
Knockin (sAPPa+/+) Mauslinie. Letztere Linie exprimiert sAPPa, aber kein komplettes APP. Bei allen
Mausen wurden die Proteinlysate aus Kortex, Hippocampus und Leber auf die Proteinspiegel einiger

PQC-Gene in jungen und alten Mausen analysiert.

Im Kortex der jungen Mausen konnte keine Veranderung der Bag3 Proteinexpression festgestellt

+/+

werden, wohingegen in den alten Mausen die Expression in den sAPPa™" Mausen im Vergleich zu
den wt Mé&usen stark anstieg (Abbildung 3.10.1 und Abbildung 3.10.2). Das ist insofern erstaunlich,
da in den bisherigen Analysen, die Expression von Bag3 durch sAPPa immer reduziert wurde.
Moglicherweise ist das eine Kompensation der Mause auf die reduzierte Aktivitat des Proteasoms im
Alter. Unterstitzung findet die Vermutung in der Langzeitbehandlung der IMR90 Zellen (Abbildung
3.3.2). Dort konnte bereits gezeigt werden, dass nach einer durchgédngigen Behandlung mit sAPPa die
Lebensdauer verlangert werden kann, wobei dieser Effekt erst im Alter zu beobachten war. Die p62

+/+

Proteinlevel nahmen in den jungen sAPPa”" Mausen ab, wohingegen in den alten Mausen die

Expression von p62 in den APLP2”" und sAPPa’*-DM Mausen und nicht in den sAPPa™* Miusen

+/+

abnahm (Abbildung 3.10.1). Dieses Ergebnis zeigte, dass in den jungen sAPPa”" Madausen die
Autophagie reduziert war. Moglicherweise waren diese Tiere durch das Fehlen des gesamten APP
gestresst und sAPPa hat die proteasomale Aktivitat gesteigert, wodurch die Autophagie abnahm. In
den alten Mausen hingegen konnte ahnlich wie in den Fibroblasten das Proteasom nicht aktiviert

+/+

werden und dadurch kommt es zu keiner p62-Expressionsabnahme in den sAPPa™" Mausen
(Abbildung 3.10.2). Die Expressionsabnahme in den APLP2” und sAPPa**-DM Mausen beruht
vermutlich auf dem Fehlen von APLP2, das in beiden Mauslinien nicht exprimiert wird. Da allerdings
die Funktionen von APLP2 bislang unbekannt sind, kann in diesem Fall nur spekuliert werden. In den
seneszenten Mausen wurde zusatzlich Ubiquitin und Hsp70 untersucht, die aber keine veranderten

Expressionslevel aufwiesen (Abbildung 3.10.2). Das zeigte, dass im Alter weder die Qualitdtskontrolle
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der Proteine noch die poly-Ubiquitinierung durch das Fehlen von APP bzw. APLP2 und auch nicht
durch die Expression von sAPPa beeinflusst werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Beobachtungen

in den seneszenten IMR90 Zellen berein.

Im Hippocampus ist die Expression von p62 weder in den jungen noch in den alten Mausen verandert
(Abbildung 3.10.1 und Abbildung 3.10.2). Die Expression von Bag3 ist in den jungen Mé&usen der APP
und APLP2 KO-Linie und in den sAPPa** Mausen leicht erhéht und in der sAPPa”*-DM Linie im
Vergleich zu den genveranderten Mauslinien reduziert. Auch in den seneszenten Tieren konnte eine
Abnahme der Bag3 Expression in den sAPPa”*-DM Miusen beobachtet werden (Abbildung 3.10.1
und Abbildung 3.10.2). Das Ergebnis zeigt, dass zwar die Expression von Bag3 reduziert ist, die
Autophagie davon nicht beeinflusst wird. Vermutlich beeinflusst das Fehlen von APP und APLP2 die
Expression von Bag3. Die Analyse der Hsp70 und Ubiquitin Level in den seneszenten Mausen zeigte
keine Veranderungen der HSP70 Expressionslevel und eine Abnahme von Ubiquitin in den APLP27
und sAPPa™* Miusen (Abbildung 3.10.2). Das zeigte, dass die Genveranderungen keinen Einfluss auf
die PQC hatten, aber durch das Fehlen von APLP2 bzw. durch den sAPPa Kl weniger Protein durch
Ubiquitin markiert wurde. Moglicherweise waren im Hippocampus dieser Mause weniger
fehlgefaltete und beschadigte Proteine vorhanden oder der Prozess der poly-Ubiquitinierung ist

gestort.

In den Leber-Zelllysaten der jungen Mause konnte weder fir Bag3 noch fiir p62 eine Veranderung
der Proteinexpression festgestellt werden. In den seneszenten Mdusen nimmt die Expression von
beiden Genen in den sAPPa™*-DM Mutanten ab (Abbildung 3.10.1 und Abbildung 3.10.2). Folglich ist
die Autophagie in diesen Mausen in der Leber reduziert, da in seneszenten Organismen aber auch die
proteasomale Aktivitat reduziert ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Leber in diesen
Tieren stark geschadigt ist. Flr die Verifizierung dieser Vermutung ware es wichtig auch die

Proteinspiegel von Hsp70 und Ubiquitin in dieser Mauslinie zu untersuchen.

Insgesamt war in allen drei untersuchten Geweben die Expression von Bag3 und/oder p62 in den

+/+

alten Mausen der sAPPa”’’-DM reduziert. Hier ware es wichtig andere PQC-Gene auf ihre
Expressionslevel zu untersuchen. Sollte sich eine reduzierte Autophagie bestatigen, wirde das die
Analysen dieser Mause aus der Literatur verifizieren. In vorherigen Studien konnte bereits gezeigt

+/+

werden, dass die sAPPa”"-DM Mause muskuldare Schwachen zeigen und Defizite im hippocampal-

abhéangigen lernen und der Erinnerung haben (Weyer et al., 2011).
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Die Analysen der Mause wurden in diesem Fall mit nur drei Tieren je Linien und Alter untersucht. Da
bei Madusen sekundare Einfliisse und Erkrankungen die Expressionsmuster verandern kdnnen, sollten

diese Versuche mit mehr Mausen je Linie verifiziert werden.

4.4. Ausblick

Fir das Verstindnis der AD ist eine Erforschung von moglichen Praventionen und
Behandlungsmoglichkeiten sehr wichtig, da die Anzahl der Betroffenen immer weiter steigt. Um die
alterungsbedingten Veranderungen im Organismus besser zu verstehen, ist eine Untersuchung,
insbesondere die der Proteinhomdostase, notwendig. Die Proteinhomd&ostase spielt in vielen
altersabhangigen Krankheiten eine grofe Rolle und die Aktivierung dieser vermindert die
Akkumulation und Aggregation von Proteinen bzw. sorgt fiir deren Abbau. Auf diesem Weg
verbessert sie die Zellviabilitdat und Gesundheit von einzelnen Zellen und somit des gesamten
Organismus. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sAPPa und sAPPB unter Stressbedingungen
die Zellviabilitat, durch Steigerung der proteasomalen Aktivitdt, verbessern. Diese Verbesserung
beschrankt sich jedoch auf junge oder klonale Zellen. Weiter ungeklart bleibt, warum sAPPa und
sAPPB im Alter keinen Einfluss mehr auf das Proteasom haben. Daher ist eine genauere
Untersuchung des Wirkungsmechanismus notwendig. Das genaue Wissen Uber den Mechanismus
und der Veranderung dieses Weges im Alter, konnte zu einem neuen Therapieansatz fir Alzheimer
und andere neurodegenerative Erkrankungen, die auf einer erhéhten Proteinaggregation beruhen,

fihren.
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5. Zusammenfassung

Die Alzheimer’sche Erkrankung (AD) ist die am haufigsten vorkommende Form der Demenz. Die
Erkrankung ist altersassoziiert und verbunden mit Gedachtnisverlust sowie dem Abbau kognitiver
Fahigkeiten. Die Spaltung des APP scheint eine grolRe Rolle in der Pathologie der Erkrankung zu
spielen. APP kann auf zwei unterschiedlichen Wegen prozessiert werden. Dem amyloidogenen Weg,
bei dem neben einem l6slichen extrazelluliren Fragment (sAPPB) und der APP Intrazelluldren
Domane (AICD) auch AP entsteht, das in AD Gehirnen akkumuliert. Auf dem nicht-amyloidogenen
Weg entsteht sAPPa, p3 und die AICD. Dem l6slichen Fragment sAPPa werden neuroprotektiv
Eigenschaften zugeschrieben. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der Proteinabbau in AD
Gehirnen reduziert ist. Die Rolle von sAPPa auf die Autophagie und die proteasomale Degradation ist

bislang unbekannt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sAPPa in jungen IMR90, primaren neuronalen Zellen
und Hek 293 Zellen, den durch proteasomalen Stress ausgelosten Anstieg der Bag3 und Hsp70
Proteinlevel senkt. Zwei weitere untersuchte Autophagie-Marker p62 und LC3 sind in ihrer
Proteinkonzentration durch sAPPa nicht beeinflusst. Allerdings sind die mRNA-Level von p62
reduziert, so dass eine Regulierung der Autophagie nicht ausgeschlossen werden kann. Gleichzeitig
konnte gezeigt werden, dass sAPPa die Zellviabilitdt nach proteasomalen Stress erh6ht und weniger
Aggresomen und krankheitsbekannte Proteinaggregate gebildet werden. Die Analyse der
proteasomalen Aktivitdt zeigte, dass die Akkumulation des Proteasom-Substrates d2 unter
Stressbedingung durch sAPPa reduziert werden kann und dass sAPPa die proteasomale Aktivitat
gestresster junger IMR90 und Hek 293 Zellen erhéhen kann. Dabei konnten reduzierte poly-
Ubiquitinierungslevel beobachtet werden, aber keine veranderte Expression der proteasomalen
Gene. In alten IMR90 Zellen konnte keine Beeinflussung der Autophagie und der proteasomalen
Aktivitat festgestellt werden. Das ist ein Anhaltspunkt dafiir, dass im Alter das Proteasom zu stark
geschadigt ist, um durch sAPPa aktiviert zu werden. Das bei der amyloidogenen Prozessierung von
APP entstehende sAPPp zeigte eine dhnliche protektive Eigenschaft, wohingegen der N-terminale Teil
der |6slichen Fragmente APP E1 keine Effekte zeigte. Ein transienter Knockdown von APP und/oder
APLP2 in den jungen IMR90 Zellen zeigte, dass sAPPa nur in Anwesenheit von APP oder einem
Familienmitglied die Bag3-Proteinspiegel reduziert und somit APP vermutlich den Rezeptor fiir sein

eigenes Spaltprodukt darstellt.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit ein protektiver Einfluss von sAPPa und sAPPB in Anwesenheit eines
APP Familienmitgliedes unter proteotoxischen Bedingungen gezeigt werden, wodurch die
Zellviabilitat verbessert wird. Die protektive Wirkung beschrankt sich auf junge Zellen und ist sowohl
in neuronalen Zellen als auch in peripheren Zellen zu beobachten.
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Summary

The Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia. The disease is age-associated
and characterized by memory loss and cognitive decline. The cleavage of APP is thought to play a
major role in the pathology of the disease. APP can be processed in two ways, first the amyloidogenic
pathway, resulting in a soluble extracellular fragment (sAPPB), the APP Intracellular Domain (AICD),
and AB, which accumulates in AD brains. Second, the non-amyloidogenic pathway generates sAPPaq,
p3 and the AICD. The soluble fragment sAPPa is described as neuroprotective. Further, various
studies have shown that protein degradation is reduced in AD brains. The role of sAPPa on

autophagy and proteasomal degradation is still unknown.

Here it is shown that sAPPa prevents in young IMR90, primary neuronal, and Hek 293 cells the
proteotoxic stress-induced increase of Bag3 Protein. This was also observed at mRNA-levels
indicating a transcriptional regulation. Two further examined autophagy markers p62 and LC3 are not
affected in their protein concentration by sAPPa. However, the mRNA-levels of p62 are reduced, so
that a regulation of autophagy cannot be excluded. Moreover, it could be shown that sAPPa
increases cell viability after proteasomal stress and leads to less aggresomes and disease-related
protein aggregates. The analysis of proteasomal activity showed a reduced accumulation of the
proteasome substrate d2 after proteasomal stress by sAPPa. Interestingly, sAPPa increases
proteasomal activity of stressed young IMR90 and Hek 293 cells. Reduced poly-ubiquitin levels were
observed, but no altered expression of proteasomal genes. In old IMR90 cells sAPPa shows no effect
on autophagy and the proteasomal activity. This could due to the age-associated occurrence of
irreversible changes to the proteasome complex. The sAPP( generated by amyloidogenic processing
of APP showed a similar protective property, whereas the N-terminal part of both soluble APP

fragments (APP E1) showed no effects.

A transient knockdown of APP and/or APLP2 in young IMR90 cell showed that sAPPa reduces the
BAG3 protein levels only in the presence of APP or a family member, and therefore probably the APP

is the receptor for its own cleavage product.

Overall, a protective effect of sAPPa and sAPPB in the presence of APP family member on the
stressed proteasome has been shown, so that the cell viability is improved. The protective effect is

limited to young cells and can be observed in neuronal cells and in peripheral cells.
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7. Anhang

7.1. Weitere Abbildungen
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Abbildung 7.1.1. Keine verdnderten Proteinspiegel nach Behandlung mit sAPPa und APP E1 in jungen IMR90. Junge
IMR90 Zellen wurden fir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen zwischen 10 und 100 nM sAPPa und APP E1 behandelt
und anschlieBend mittels Western Blot analysiert. (A-D) Reprasentative Blots der Versuche. n=4.
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Abbildung 7.1.2. Keine veranderten Proteinspiegel nach Behandlung mit sAPPa und APP E1 in seneszenten IMR90. Alte
IMR90 Zellen wurden fir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen zwischen 10 und 100 nM sAPPa und APP E1 behandelt
und anschlieBend mittels Western Blot analysiert. (A + B) Reprasentative Blots der Versuche. n=4.
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Abbildung 7.1.3. Veranderung der Proteinspiegel nach proteotoxischen Stress durch sAPPa oder APP E1 in jungen IMR90.
Junge IMR90 Zellen wurden fiir 15 h mit 100 nM sAPPa behandelt und anschlieRend fiir 24 h mit 0,5 pM MG-132 gestresst.
Die Proteinspiegel wurden mittels Western Blot analysiert. Gezeigt werden Reprasentative Blots der Versuche. n=4.

106



7.2. Abkiirzungsverzeichnis

AD
ADAM
AICD
AKT
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APLP
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aCTF
BCTF
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BCTF
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ATG
BACE
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Bag
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cDNA
d2
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DMEM
DNA
E17
ERK
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GFP
GSK3B

Alzheimer’sche Erkrankung (alzheimer disease)
A Disintegrin And Metalloproteinase

APP intrazelluldre Domadne

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog

Amyotrophe Lateralsklerose

Amyloid Vorladufer dhnliches Protein (amyloid precursor like protein)

Amyloid-beta-Vorlduferprotein (amyloid precursor protein)
alpha C-terminales APP-Fragment

beta C-terminales APP-Fragment

Amyloid-B-Protein

alpha C-terminales APP-Fragment

beta C-terminales APP-Fragment

familiare Alzheimer’sche Erkrankung

spat beginnende Alzheimer’sche Erkrankung (/ate-onset AD)
Autophagie-relevante Gene (autophagy relevated genes)
B-site APP cleaving enzyme

Bafilomycin Al

Bcl-2-associated athanogen

B-cell CLL/lymphoma 2

Carboxy-Terminus eines Proteins/Peptids

komplementdre DNA (complementary DNA)

Deiodinase Type Il

4’,6-Diamidin-2-phenylindol

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
Embryonaltag 17

extracellular-signaling-regulated kinases

fotales Kalberserum (fetal calf serum)

Fast protein liquid chromatography

Erdbeschleunigung

Growth factor like domain

griin fluoreszierendes Protein (green fluorescence protein)

glycogen synthase kinase 3 beta
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h Stunde (hour)

HEK 293 Zellen humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells)

Hsp Hitzeschockprotein (Heat-shock-protein)
HSPG Heparan-Sulfat-Proteoglykan Domane
IMR90 Human Caucasian fetal lung fibroblast
JNK c-Jun N-terminale Kinasen

kDa kilo-Dalton

KI Knockin

KO Knockout

KPI Kunitz Protease Inhibitor

I Liter

ml Milliliter

ul Mikroliter

Lamp lysosomal-associated membrane protein
LC3 microtubuli associated protein light chain 3
min Minute

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

mTOR mammalian target of rapamycin

MTT Tiazolyl Blue Terazolim Bromide

n.t. nicht getestet

Nbrl Neighbor Of BRCA1 Gene 1

nM Nanomol

UM Mikromol

nm Nanometer

Nrf2 nuclear factor, erythroid 2-like 2
N-Terminus Amino-Terminus eines Proteins/Peptids
NFT neurofibrillare Biindel (neurofibrillary tangles)

p62/SQSTM1 Sequestosom-Protein 1

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate-buffered saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PDL Populationsverdopellungslevel

PI3K phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

PQC Protein-Qualitdtskontrolle (protein quality control)

PS Presenilin
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PSMB
gRT-PCR
RNA
rpm
RT
sec
SoD1
Suc-LLVY-AMC
TEMED
UPS
v
wt
z.B.
ZNS

proteasome subunit, beta type

guantitative Echtzeit-PCR

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Umdrehung pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

Sekunde

Superoxid Dismutase 1
N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-4-methylcoumarin
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Ubiquitin-Proteasome System

Volt
wildtypisch
zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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Abbildung 7.3.1. Der pBLHIS-SX-sAPP695 alpha Vektor
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Abbildung 7.3.2. Der pBLHIS-SX-APP E1 Vektor
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Abbildung 7.3.3. Der pSOD1-G85R-eGFP-N1 Vektor
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