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1. Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die Alzheimer Krankheit

Der Begriff ,Demenz" bezeichnet chronische und donreitende Krankheiten des Gehirns,
die durch einen Verlust von intellektuellen Leigien gepragt sind. Das Hauptmerkmal ist
dabei die Storung hoherer kortikaler Funktionen vdedachtnis, Denken, Orientierung,
Rechnen, Sprache und Urteilsvermdgen. Wahrend dgnitiven Beeintréachtigungen von
Verdanderungen des sozialen und emotionalen Verfwaltbegleitet werden, ist das
Bewusstsein nicht beeintrachtigt. Die Schadigung @ehirns tritt im Frihstadium der
Erkrankung durch die Beeintrachtigung des Kurzeeifghtnisses,
Konzentrationsschwierigkeiten und verminderter Aefksamkeit hervor. Da sich die
Patienten ihrer Situation bewusst sind, reagietienhaufig mit Beschamung, Angst und
Niedergeschlagenheit, aber auch mit Wut und Aggres®ie verstarkte Auspragung der
Symptome verursacht im fortgeschrittenen Stadiumr deérankheit erhebliche
Einschrankungen des téaglichen Lebens. Die zuneheneS8dhadigung des Gehirns
beeintrachtigt die ortliche und zeitliche Orientieg, es kommt zu Halluzinationen,
Bertuhrungsempfindlichkeiten und abnehmendem Gesdkssmn. Im Spéatstadium sind die
Erkrankten bei allen Verrichtungen des taglicheidres auf fremde Hilfe angewiesen. Zu
den kognitiven Symptomen kommen nun auch Ausféiekibrperkontrolle. Im Endstadium
fuhrt der korperliche Verfall zu Bettlagerigkeit dithoher Anfélligkeit fur Infektionen, die
zum Tod fuhren kénnen.
Die Alzheimer Krankheit (Morbus Alzheimeflzheimer diseaseAK) ist mit einem Anteil
von 50-60 % die haufigste Form der Demenzerkrankidig durch Gefal3veranderungen
(Arteriosklerose) hervorgerufenen Mini-Infarkte d@inUrsache fur die mit ca. 15 %
zweithaufigste Form der Demenzerkrankung, der Jaskm Demenz (subkortikale
arteriosklerotische Enzephalopathie (SAE), Morbuss®anger oder auch Multi-Infarkt-
Demenz genannt). Es wird angenommen das MischfodeeAlzheimer Erkrankung und der
vaskularen Demenz fur weitere 15 % der Erkrankungenantwortlich sind. In Folge von
weiteren im Alter auftretenden Gehirnerkrankungemrk es zu so genannten sekundéren
Demenzen kommen. Zu diesen werden zum BeispielLdigy-Korperchen-Erkrankung
(Lewy-Korperchen-Demenz), die frontotemporale Demamd das Parkinson Syndrom
gezahlt.
Die Wahrscheinlichkeit an Alzheimer zu erkrankegigit mit erhdhter Langlebigkeit, wobei
sich der Anteil der Kranken an der Bevolkerung yBlgénzrate) ab dem 65. Lebensjahr alle
1
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funf Jahre verdoppelt. Wahrend in der Altersgrudpe 65-69jahrigen nur ca. 1 % erkrankt
ist, steigt der Anteil unter den 75-79jahrigen @b und bei Uber 90jahrigen auf ca. 1/3.
Aktuell leiden bereits mehr als eine Million Deutscunter einer Demenzerkrankung und die
Zahl der Betroffenen wird bis zum Jahre 2050 aBfMillionen ansteigen. Die Altersdemenz
stellt somit nicht nur ein personliches Schicksal, dsondern wird zukinftig zu einer
gesellschaftlichen und wirtschaftichen Herausfondg (Quelle: Nach (1), sowie
Informationen der Deutschen Alzheimer Gesellschaftgust 2002 und des Statistischen
Bundesamts, Sept. 2005).

1.2 Das histopathologische Krankheitsbild

Vor Uber hundert Jahren wurde die Krankheit durdbisAAlzheimer erstmals bei seiner

Patientin Auguste Deter beschrieben, welche diedi@r Alzheimer Krankheit typischen

klinischen Symptome in ihren spaten 40ern entwiek@-4). Durch Untersuchungen ihres
Gehirns etablierte er neben der Abnahme des Hionmvehs, welches durch das Absterben
von Neuronen verursacht wird, mit den intraneurenaheurofibrillaren Bindeln und den

extrazellularen Amyloid-Ablagerungen die charaldigschen histologischen Veranderungen
der Alzheimer Krankheit.

Die Verdachtsdiagnose Alzheimer kann auch heutedowh post-mortem Untersuchungen

des Gehirns an Hand der charakteristischen Merkdelaitiv bestatigt werden (5, 6). Dabei

Abb. 1: Pathologie der Alzheimer Krankheit

A Vergleich eines Hirnschnittes eines gesunden Tigjgh (links) und einem Gehirn eines Alzheimer &aten
(rechts). Auffallig ist die Volumenabnahme der veilSubstanz und die kortikale Atrophie.

B Mikroskopische Aufnahme einer mit Methylamine argbfen Grof3hirnrinde. Zu erkennen sind die
charakteristischen Merkmale der Alzheimer Krankhdig Amyloiden Plaques und neurofibrillaren Biindel
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werden in den Hirnregionen wie dem entorhinalent&grdem Limbischen System und dem
Isocortex, welche typischerweise betroffen sind ¢f@le Neurone mit intrazellularen, nicht
membrangebundenen Bindeln aus nicht-physiologisciteasern gefunden. Diese
neurofibrillaren Bundel reurofibrillar tangles NFT) entwickeln sich im Soma der
Nervenzellen. Wahrend sie sich von dort in die Died erstrecken konnen, ist das
proximale Axon nicht betroffen (7). Die einzelnemsErn bestehen aus 10 pm dicken
Filamenten des hyperphosphorylierten Tau-Protetfis, paarweise helikal umeinander
gewunden sind Raired Helical Filaments, PHF (8-10). Tau ist ein |I6sliches,
zytoplasmatisches Protein, welches unter physistbgin Bedingungen bei der
Polymerisation der Mikrotubuli an Tubulin bindetduso diese wichtigen Bestandteile des
Zytoskeletts stabilisiert (11). Die nicht physiolethe Hyperphosphorylierung von Tau, die
ein pathologisches Merkmal der AK darstellt, vegart die Bindung von Tau an die
Mikrotobuli und fuhrt so zu deren Destabilisierutge erhohte Konzentration an freiem Tau
und eine wahrscheinliche Fehlfaltung des Proteiitgein zur Aggregation, wodurch die
gepaarten helikalen Filamente entstehen (12, 183yiEl angenommen, dass die Stérung des
Gleichgewichtes bestimmter Kinasen und Phosphatasersachlich fir die
Hyperphosphorylierung von Tau ist (13-15). Durch Biegeneration eines Neurons werden
aus den zuvor intrazellularen NFTs extraneuronatak&iren, die man al&host Tangles
bezeichnet (7). Tau-Aggregate werden interessapeteew auch bei einigen seltenen
neurodegenerativen Krankheiten gefunden. DieseAmregate dhneln oder sind identisch
mit denen, die in Gehirnen von Alzheimer Patiergefunden werden. Zu diesen gehéren mit
der Pick Krankheit (Morbus Pick) und dem Parkinsonis des Chromosom 17
(Frontotemporal Dementia and Parkinsonism linkedCtoomosome 17, FTDP-17) einige
Formen der Frontotemporalen Demenz (Frontotemposhar Degeneration (FTLD)). Die
Erkenntnis, dass Mutationen im Tau-Gen FTLD-17 xsachen, deutet darauf hin, dass Tau
eine Schlisselrolle bei der Entstehung neurodegéwer Krankheiten spielt (11, 12).

Neben den neurofibrillaren Bindeln ist die Alzheim&rankheit durch Amyloid-
Ablagerungen charakterisiert, die hauptsachlichdar GrofRhirnrinde, insbesondere im
Isocortex, lokalisiert sind (7). Diese ausschliefflim extrazellularen Raum zu findenden
Plaques werden in zwei Gruppen eingeteilt, dieudégh und die senilen (neuritischen)
Plaques (16). Die senilen Plaques haben einenedickiern Amyloid Corg@, der von
amorphen, diffusen [fAblagerungen umgeben ist. H&aufig werden pathobbgs
Veranderungen der Nervenzellfortsatze (dystropharidm), Verformungen des Neuropils

und Ansammlungen von aktivierten Mikroglia und Aglyten in unmittelbarer Nahe der
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senilen Plaques beobachtet (7, 16). Die weit géBazahl diffuser Plaques besteht dagegen
aus geringen, amorphenBMblagerungen. Diese haben ein kdrniges Erscheshiltgund
keinen fibrillaren, kompakten Kern (16). Neben dregarenchymalen Plaques findet man
auch haufig fibrillare Amyloid-Ablagerungen in deBasalmembranen von Arteriolen,
Kapillaren und Venolen des Cortex cerebri.

Die Hauptkomponente der Amyloid-Plaques, das kuaraphipatische B-Peptid, wurde
zunachst durch Untersuchungen der Amyloid-Ablaggeanin zerebralen Blutgefal3en (17)
und kurz darauf durch die Isolierung aus parenchgmadelaques identifiziert (18). Die
Plaques bestehen hauptsachlich aus zviespezien, 840 und A342. Obwohl menschliche
Zellen uUberwiegend das aus 40 Aminosauren besteh8fdi0 sezernieren, wird die fA
Aggregation und die Plaque-Bildung vermutlich durp42 initiiert. Das C-terminal um
zwei Aminosauren langere fA2 neigt durch die erhthte Hydrophobizitat zu \dtger
Aggregation (19-21). Die diffusen Plaques bestehamptsachlich aus 42 und enthalten
nur wenig oder kein p40, wahrend die senilen Plaques gemischte Ablageruaus f40
und AB42 sind. Dabei besteht der fibrillare Kern der mneahen Plaques auspA2 und die
amorphen Anlagerungen ausp40 und A342 (22-25). Bei den diffusen, pa2-reichen
Plaques, welche die frihester-Ablagerungen im Gehirn sind, handelt es sich daher
wahrscheinlich um Vorlaufer der senilen Plaqueshi&idd der Reifung der diffusen Plaques
zu senilen Plagues werden die anfanglichep42Ablagerungen in AcFibrillen
umgewandelt. Durch weitere Anlagerung vop4A und A42 kommt es zum Wachstum der

amyloiden Plaques (26).

1.3 Die Amyloid- (oder A B-) Kaskaden-Hypothese

Die Ursache fur den umfassenden Verlust von Neurdye? Alzheimer Patienten ist nicht
vollstandig geklart. Viele Anhaltspunkte weisen ratd@rauf hin, dass die entartete Produktion
des AB-Peptids eine entscheidende Rolle bei der Entsteden Alzheimer Krankheit spielt.
Die in der Amyloid-Hypothese zusammengefasste Tibg@7-29) besagt, dass eine geringe
Erhohung des Pd42/AB40-Verhaltnisses, eine Erhdhung der totalerB-Phoduktion,
reduzierter Abbau oder Veranderungen der Aggregsgigenschaften despAeptids die
Amyloid-Kaskade auslost. In den meisten Féllen karasndurch eine erhéhteA2-Menge

zu einer verstarkten Entstehung von Oligomerens®ieerursachen erst leichte und dann

zunehmend starkere Veranderungen der Synapserdankarallel bilden sich mikroskopisch
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Sporadische AK Familiare AK
Atiologie Pathophysiologische Atiologie
Veranderungen . )
Umweltfaktoren, Mutationen im APP
genetische Pradispositionen oder im Presenilin
\ \4
Leichte Veranderungen der Erhéhung der totalen AB-Produktion
Produktion und Klarung von AB oder des AB42/AB40-Verhaltnisses

A X

Oligomerisierung von AR42 und erste diffuse AB42-Ablagerungen
\

Subtile Effekte von I6slichen AB42-Oligomeren auf die Synapsenfunktion

Inflammatorische Antworten (Aktivierung der Mikroglia und Astrozyten)

\/

Fortschreitende synaptische und neuritische Schadigungen

Veranderungen der neuronalen lonenhoméostase und oxidative Schadigungen

v
Oligomerisierung und Hyperphosphorylierung von Tau 4— Chromosom 17-linked FTLD

Neuronale Fehlfunktion, Neuronaler Zelltod, Neurotransmitterdefizite

v

Demenz

Abb. 2: Die Amyloid- oder Ap-Kaskaden-Hypothese

Umweltfaktoren, genetische Pradispositionen odertaitnen im APP- oder Presenilin-Gen koénnen den
Metabolismus von B beeinflussen. Zuné&chst bilden sich kleine, 16gié$42-Oligomere, welche synaptische
Fehlfunktionen verursachen und die Amyloid-Kaskageleiten. Es kommt zu mikroskopisch sichtbaren
diffusen Ablagerungen. Nach der Entstehung filnéita Strukturen in den diffusen Plaques werden
inflammatorische Antworten wie Mikrogliose und Asgliose, Verlust von Dornfortsatzen und die Entateh
von dystrophen Neuriten beobachtet. Im weiteredadékommt es zu oxidativem Stress, veranderteisaber
Homoostase und weiteren biochemischen Veranderumgech die Stérung des Gleichgewichtes von Kinasen
und Phosphatasenaktivitaten entstehen neurofiterilBiindel, die weitere Defekte wie z.B. des axamale
Transports verursachen. Die Kaskade muindet in emiteiteten synaptischen und neuronalen Fehlfunétio
Zelltod und letztendlich in Demenz des Alzheimep3ynit den charakteristischen Merkmalep-Rlaques und
neurofibillaren Bindeln. Tau-Pathologien kénnen hawtirekt durch Mutationen im Tau-Gen entstehen
(verandert nach (30)).

sichtbare, diffuse B42-Ablagerungen. Mit der Entstehung vog-Ribrillen in den diffusen
Plaques kommt es zu lokalen Inflammationsreaktion&® Mikrogliose und Astrogliose,
Verlust von Dornfortsdtzen und der Entstehung vgstrdphen Neuriten. Mit der Zeit
resultieren diese Ereignisse in oxidativem Stressinderter ionischer Homeostase (z.B. von
Calcium-lonen) und es kommt zu weiteren biocheng@ackeranderungen. Stérungen des
Gleichgewichts von Kinasen und Phosphatasen inderzidie Bildung der neurofibrillaren
Bundel. Die NFTs wiederum verursachen weitere miggische Stérungen, z.B. im axonalen
Transport. Diese pathologische Kaskade fuhrt zu agyschen bzw. neuronalen
Fehlfunktionen, zum neuronalen Zelltod und verunsadetztendlich Demenz (14, 30)(Abb.
2).

Obwohl bis heute weder die Verbindung zwischenAfeAkkumulation und den NFTs noch

der Zusammenhang dieser histopathologischen Kerimaei mit dem betrachtlichen
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Neuronenverlust eindeutig geklart ist, deuten nrehi&eobachtungen darauf hin, dass die
verstarkte Sekretion von fAdie Alzheimer Krankheit auslost. Wenige Jahre naehn
Identifizierung des B-Peptids als Hauptkomponente der Plaques wurd& oid&uferprotein
Amyloid Precursor ProteirfAPP), aus dem daspAPeptid als proteolytisches Spaltprodukt
hervorgeht (siehe APP-Prozessierung (1.6)), idemit und Kkloniert (31-34). Beim
Menschen liegt das Gen fur APP auf dem Chromosoi(3£2)l Dies ist der Grund daflr, dass
Menschen mit Trisomie 21 (Down-Syndrom) im mittlerdlter ausnahmslos an Morbus
Alzheimer erkranken (35, 36). Die Verknupfung déhéren APP-Gendosis bei Trisomie 21
mit der Entwicklung von B-Ablagerungen deutet darauf hin, dass dUberproduktion
ursachlich fur die AK sein konnte. Zudem wird dig-Kaskaden-Hypothese durch die
seltenen Falle von autosomal-dominant vererbtenmEor der Alzheimer Krankheit
unterstitzt. Bei der familidren Alzheimer KrankhefFAK) treten die Symptome
definitionsgemal vor dem 65. Lebensjahr auf (Irstomale statistische Klassifikation der
Krankheiten und verwandter Gesundheitsproblemenigtgesundheitsorganisation (WHO),
engl.: International Classification of Diseases and Relatélealth Problems (ICD)

www.dimdi.dg. Dabei unterscheidet sie sich histopathologisichtrvon den sporadischen

Formen, die definitionsgemal nach dem 65. Lebenagjaftreten. Bei den familiaren Formen
verursachen Mutationen im APP-Gen entweder einetnhg der A-Produktion, eine
Erhohung des B42/AB40-Verhaltnisses oder eine Veranderung der
Aggregationseigenschaften vor A37-39). Neben den Mutationen im APP-Gen werden di
familiaren ,presenilen“ Formen der Alzheimer Kraskhdurch Mutationen in zwei weiteren
Genen, Presenilin 1 (PS1) auf Chromosom 14 undeRites 2 (PS2) auf Chromosom 1,
verursacht. Mutationen in PS 1 und PS 2 fihren ldweme Veréanderung der APP-
Prozessierung zu einer Erhéhung d¢glZ40-Verhaltnisses (40-43). Kirzlich wurde zudem
gezeigt, dass die Verdopplung des Genlocus von @RPoder auch Mutationen im APP-
Promotor die Alzheimer Krankheit verursachen konf#s).

Mutationen im Tau-Gen filhren zur Frontotemporaleemignz und Parkinsonismus des
Chromosom 17 (FTDP-17) (46-48). Diese neurodegémer&rkrankung ist durch starke
Atrophie der Stirn- und Schlafenlappen gekennzeithHbabei werden Ablagerungen von Tau
in neurofibrillaren Bindeln, aber keineMblagerungen gefunden (29). Dagegen zeigten
Mause, die sowohl humanes APP als auch humanediG@exprimierten, eine verstarkte
Formation von Tau-positiven Bundeln, obwohl die Menund Struktur der BxPlaques
unverandert blieb (49). Dies deutet darauf hin,sdderanderungen des Tau-Proteins die

Entstehung von neurofibrillaren Bindeln verursachem zu Neurodegeneration fuhren
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kénnen. Gleichzeitig sind diese aber nicht ausezidh um die fur die Alzheimer Krankheit
charakteristischen A\Plaques zu erzeugen. Anderseits kanh Pauopathien verstarken.
Anomales Tau-Protein kann somit einen Seitenemstiedie Amyloid-Kaskade darstellen,
der zu einer seltenen neurodegenerativen Krankitwit (30).

Wahrend FAK autosomal dominant vererbt wird, wurdén die sporadische Alzheimer
Erkrankung einige Risikofaktoren beschrieben (AK&ueAuflistung der in genetischen
Assoziationsstudien gefundenen Kandidatengene:

http://www.alzforum.org/res/com/gen/alzgene/defasl). Der am besten untersuchte

genetische Risikofaktor ist das in den Lipidstoftiveel involvierte Apolipoprotein E (ApoE).
Von den drei existierenden Allelen ApoE2, ApoE3 uAdoE4, ist ApoE3 das in der
Gesamtpopulation am haufigsten vorkommende. GeahetisAssoziationsstudien haben
gezeigt, dass das ApoE4-Allel in sporadischen Atmbe Patienten Uberreprasentiert ist.
Trager des ApoE4-Gens haben somit eine héhere \Braindichkeit an AK zu erkranken,
wobei das Risiko wiederum mit der Gendosis stédgt32). Untersuchungen von Autopsie-
Proben zeigten bei ApoE4-Patienten mehr senileueagnd vaskuléare fAAblagerungen als
bei ApoE3-Patienten (53, 54). Die Kreuzung von ARfsgenen mit ApoE-defizienten
Mausen fuhrte dagegen zu stark reduziertg-Ablagerung in den ApoE-defizienten
Nachkommen (55). Im Vergleich zu ApoE3-Tieren veaahte die Expression von humanem
ApoE4 in ApoE-defizienten Mausen eine Vervielfacuwter fibrillaren A-Plaques (>10)
(56). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dask die genetische Variabilitdt des
ApoE-Locus durch Einflussnahme auf defi-WMetabolismus an der Krankheitsentstehung
beteiligt ist.

Eine aus unterschiedlichen Griunden verandefidPduktion ist also ausreichend fur die
Initiierung des Krankheitsverlaufs und fuhrt zu demahme, dass die Reduzierung d@r A

Sekretion ein Mittel zur Behandlung der AK sein ikan

1.4 Die Toxikologie des A B-Peptids

Die Hypothese, dass APP und A&ine zentrale Role in der Pathogenese der Alzheime
Krankheit spielen, fuhrte bereits kurz nach derdeéokung von B als Bestandteil der
amyloiden Plaques zu Untersuchungen, ob und inhgelEorm A die Beeintrachtigung der
hippocampalen Funktionen und damit des episodiscBedachtnisses hervorrufen kann.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Neurotoxizithh A3 in der Zellkultur (57-60)
abhangig vom Aggregationszustand ist (61-64). Di@-TAxizitat setzte dabei die

7
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Aggregation von R zu fibrillaren Strukturen voraus (65-68). Zudentwreachten fibrillare
Amyloid-Ablagerungen in transgenen Mausen lokaleapyische Abnormalitaten und Briche
von Neuriten (69). Diese Beobachtungen stimmtenpathologischen Untersuchungen von
Alzheimer Gehirnen dberein, bei denen Plaques #rdld&rem AB normalerweise von
dystrophen Neuriten umgeben sind. Dies deutet @idniay dass fibrillare 8-Ablagerungen
zu den neuronalen Schaden der Alzheimer Krankleditagen.

Auf der anderen Seite wird angenommen, dass diénghéhe Verschlechterung der
Gedachtnisleistung durch Verédnderungen der Synépgdion hervorgerufen wird. So
wurden Expressionsveranderungen von synaptischeteiRen und eine Abnahme der
Synapsenendkopfchen schon in frihen Stadien dérefi®er Krankheit beobachtet (70-72).
Die synaptischen Veranderungen korrelierten dabeider AB- und nicht mit der Plaque
Menge in den Gehirnen (71). Des Weiteren konnte eigez werden, dass die
Beeintrachtigungen der Gedachtnisleistungen mit @esamtmenge an ldslichenp Aind
nicht mit der Plaques-Menge in Gehirnen von AlzlexinPatienten korreliert (73-76).
Untersuchungen deuten darauf hin, dass nicht dh&illfiren Strukturen sondern
diffusionsfahige &-Oligomere zytotoxisch auf Neuronenkulturen wirKéii, 78). Neuronale
Funktionsstérungen wie die Inhibition der LangZgittenzierung (LTP), einem
elektrophysiologisches Korrelat fur Lernen und Gediéis, kbnnen dabei lange vor der
Degeneration von Zellen gemessen werden (78). Digsbition der LTP durch Oligomere,
die aus wenigen BPeptiden bestehen, konnte anschlieBend auclivo bestatigt werden
(79-81). Die Beeintrachtigung der Gedachtnisleigtwird dabei méglicherweise durch die
extrazellulare Akkumulation eines 56kDa grofRen @figrs, wahrscheinlich ein pA
Dodecamer, verursacht (82). Dariber hinaus wurde @&eteiligung von A an einer
negativen Ruckkopplung der synaptischen Aktivitéstpliert, da eine aktivitditsabhangige
Regulierung der B-Produktion und Sekretion beobachtet wurde (80@¢sPiResultate deuten
darauf hin, dass die fruhe, praklinische Entwiciluter Alzheimer Krankheit durch die
Akkumulation von spezifischen fAOligomeren, vermutlich Dimeren bis Dodecameren,

verursacht werden kdnnte.
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1.5 Die Struktur des Amyloid-Precursor-Proteins (AP P)

Das Amyloid-Precursor-ProteifAPP) ist ein 110-135 kDa grof3es Typ-I-Transmemdbra
protein mit einer grof3en N-terminalen EktodomameegreTransmembrandomane und einem
kurzen C-terminalen, zytoplasmatischen Schwanz .(8Bjir die Translation ins
Endoplasmatische Retikulum (ER) befindet sich antdiminus ein 17 Aminosaure (AS)
langes Signalpeptid (SP) (32, 34). Es existiereniggtens acht verschiedene Splicevarianten
von APP, von denen hauptsachlich die drei Isoforrm&n695, 751 und 770 Aminosauren
exprimiert werden. Im Unterschied zu APP695 endmlAPP751 und APP770 ein Kunitz-
Protease-Inhibitior Motiv (KPI-Motiv, Exon 7) und P®R770 zusatzlich noch ein OX-2
Domane (Exon 8) (84-87). Die 751 und 770 Aminosdulengen Spliceformen werden
hauptsachlich in nicht neuronalen Zellen exprimigdmmen aber auch in Neuronen vor.
Dagegen exprimieren Neuronen sehr viel hohere MeddgeP695, welches nur in geringen
Mengen in nicht neuronalen Zellen vorkommt (88,. 89)

Im zytosolischen Teil enthalt APP ein AsparaginfifrX-Tryrosin (NPxY) Motiv. Dieses
evolutionar konservierte Sortierungssignal von Typansmembranproteinen kontrolliert
den Transport der Proteine von der Zelloberflachéi¢ Endosomen durch Clathrin umhdilite
Vesikel Clathrin-coated Vesiclgg90).

Zusatzlich enthalten alle APP-Isoformen Bindundbksietr Heparin (91), Zink (Zn) (92, 93)
und Kupfer (Cu) (94).

Lumen Zytosol

Zink-Bindungs y-Sekretase

J B-Sekretase
Motiv N\

Y

(L]
7\ 4
// ﬁ\.

.:l a-Sekretase’

A
Kunitz Protease T Ox-2
Inhibitor Doméne Antigen Doméne
fehlt in APP695 fehlt in APP751/ APP695

NPXY]|

SP

Abb. 3: Schematische Darstellung deAmyloid-Precursor-ProteingAPP).

Dargestellt ist die hauptsachlich in neuronalem &mvgefundene Spliceform APP695. Am N-Terminug alle
APP-Isoformen befindet sich ein 17 AS langes Siggatid (SP). Durch alternatives SpleiRen werdemb&pPP
751 ein 56 AS langes Exon, welches fir die Kunitat®ase-Inhibitor Doméane kodiert, und beim APP770
zusatzlich ein 19 AS langes Exon, welches fiir die26Antigen Doméane kodiert, bei AS 289 in das APP
eingebaut. Das Amyloifi-(AB) Fragment besteht aus 28 AS unmittelbar vor déméenbran und aus 12-14 AS
der Transmembrandoméne. Die Positionen @e$- und y-Sekretase Schnittes relativ zunp-Reptid sind
gekennzeichnet.
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Nach der co-translationalen Translokation in dadoplasmatische Retikulum wird das APP
zunachst im ER N-glykosyliert und anschlielRend duden sekretorischen Transportweg zur
Plasmamembran transportiert. Dabei wird es im Gafgparat O-glykosyliert, sulfatiert und
phosphoryliert (87, 95-97). Von der Zelloberflaickann APP durch Clathrin-umhallte
Vesikel endozytiert (98-100) und Uber den endosembisosomalen Weg dem Abbau
zugefuhrt werden (101, 102). Nach der Endozytosen kPP aber auch durch Rezeptor-
Recycling aus den Endosomen zuriick zur Plasmamentiamasportiert werden (103, 104).
Die Halbwertszeit des APP ist dabei mit 45-60 Metativ kurz (87).

APP gehort mit den zwei homologen Proteinen APLRA APLP2 zu der Familie der APP
ahnlichen ProteineAmyloid Precursor-like ProteinsAPLP) (105-107). APLP1 und APLP2
haben in der Ektodomane und besonders im zytoptesthan Schwanz grof3¢omologien
zum APP. Auf Grund der Unterschiede in dg-Region wird durch die Prozessierung von
APLP1 und APLP2 aber keinpAdhnliches amyloidogenes Peptid gebildet.

1.6 Die APP-Prozessierung

Die am meisten untersuchte und am besten verstaruesitranslationale Modifikation von
APP ist die proteolytische Prozessierung, welchaeuEntstehung despAPeptids fihren
kann. Die APP-Prozessierung kann sowohl auf demadogenen, bei dem daspAeptid
entsteht, als auch auf dem nicht-amyloidogenend3si@rungweg, bei dem keirp &ntsteht,
erfolgen. Wahrend der tUberwiegende Teil von APRclduden nicht-amyloidogenen Weg
prozessiert wird, wird ein kleiner Prozentsatz duten amyloidogenen Weg gespalten.

Die Freisetzung des [APeptids aus APP ist ein komplizierter Prozess, den zwei
sequentielle Schnitte durch zwei unterschiedliclmeteRsen erfolgen. Die amyloidogene
Prozessierung wird durch dehSekretase-Schnitt im luminalen Teil von APP ieitii
BACEL1 (3-site APP cleaving Enzymesetzt dabei die N-terminale l16sliche Doméane véPPA
(APP$) frei und es entsteht ein 99 Aminosauren langdsr@inales Fragment (CTF), das
mit der ersten Aminosaure defARegion beginntfCTF oder C99) (108-110). Wahrend A
aus dem membrangebundenen C99-Fragment durch-Siékretase ins Lumen abgegeben
wird (111), wird die intrazellulare Domane von ARRPP intracellular domain AICD)
gleichzeitig ins Zytosol freigesetzt (87, 112, 113)e y-Sekretase-Prozessierung erfolgt dabei
innerhalb der Transmembrandomane. Bei dqeBekretase handelt es sich um einen
Proteinkomplex, der mindestens aus den vier Pretelresenilin 1 (PS1) bzw. Presenilin 2
(PS2), NicastrinAnterior Pharynx Defective {APH1) undPresenilin Enhancer Protein 2
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(PEN2) besteht (114). DieseSekretase-vermittelte Prozessierung erfolgt dabs#it durch
einen einzelnen Schnitt, sondern durch mehrereiteran verschiedenen Stellen von C99.
Zunachst wird durch die Spaltung zwischen Leucid Malin an Position 49 und 5@G-(
Schnittstelle) das AICD freigesetzt (112, 113, 11%nscheinend durchlauft das
zurtckbleibende, membranverankertgd48 anschlielend einen weitere Schnitt, der 3
Aminosauren N-terminal zurSchnittstelle erfolgtdSchnittstelle) (116, 117).Awird durch
den finalen Schnitt an der-Schnittstelle freigesetzt. Auch diesgiSekretase-Schnitt ist

variabel und erfolgt nach derpAAminosauren 38, 40 und 42.

Nicht-amyloidogener Prozessierungsweg Amyloidogener Prozessierungsweg

APPsB n nAB
amyloidogenes
Peptid

APPsa p3
Neurotropic, nicht-amyloidogenes
Neuroprotektiv Peptid

B-Sekretase
BACE1

a-Sekretase
Adam 9,10,17
—

y-Sekretase y-Sekretase

APP C83 APP C99
aCTF BCTF

AICD AICD

Abb. 4: Schematische Darstellung der APP-Prozessigng

APP kann entweder Uber nicht-amyloidogenen (lid®r den amyloidogenen Weg (rechts) prozessiedewer
Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP zuerst durch @iSekretase in der ADoméne geschnitten, wodurch
der grof3te Teil der extrazelludren Domane als APFezerniert wird und ein 83 AS langes FragmeqtT{,
C83) in der Membran zuriickbleibt. AnschlieBend widhs C83 durch diey-Sekretase in der
Transmembrandomane geschnitten. Hierbei wird dieazellulare Doméane von APP (AICD) ins Zytosol
freigegeben, wahrend das nicht-amyloidogene pRimsen sezerniert wird. Auf dem amyloidogenen Wegdwi
APP nacheinander durch dieSekretase und digSekretase geschnitten. jeSekretase legt den N-Terminus
des A-Peptids durch die Sekretion des etwas kirzerenspREi. Das dabei in der Membran zurlickbleibende
99 AS lange C-terminale Fragment (C8ETF) wird anschlieRend durch djeSekretase prozessiert, wodurch
der C-Terminus des [APeptids gebildet wird. Dabei wird neben der Frziseg des AICD ins Zytosol dasBA
Peptid ins Lumen freigegeben.

Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP zunéachst dwiea-Sekretase zwischen Lysin und
Leucin an den Positionen 16 und 17 d¢rPomane geschnitten (118, 119). Durch diesen
Sekretase-Schnitt wird die Ektodomane von APP @$iches Protein sezerniert (ARPs
welches den N-terminalen Teil derpAPeptidsequenz enthalt. Daneben entsteht ein
membranstandiges CTF mit einer Lange von 83 ASTE oder C83). Den-Sekretase-
Schnitt wird durch die Mitglieder der ADAMA(Disintegrin and Metallo-Proteina(&amilie
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9, 10 und 17 durchgefiihrt (120-122). Ahnlich zun®@8rd das C83 durch dieSekretase in
ein ins Zytosol freigesetzte AICD (112) und ein Ingnen abgegebene 3 kDa Fragment, p3
(123), geschnitten. Deu-Sekretase-Schnitt von APP innerhalb ddi-Region verhindert
somit die Entstehung des amyloidogenghPeptids.

1.7 Familare Alzheimer Mutationen

Es wurden verschiedene Mutationen im APP beschrietie alle in der Nahe der, - und
y-Sekretase-Schnittstelle liegen. Die in der N&he fle und y-Sekretase-Schnittstelle
liegenden Mutationen verursachen die familiare Alater Krankheit. Dagegen fihren die in
der Néahe dera-Sekretase liegenden Mutationen zusatzlich zu caleab Amyloid-
Angiopathie (cerebroarterielle Amyloidoseerebral amyloid angiopathyCAA), einer
ebenfalls autosomal-dominant erblichen Erkrankung préferenzieller A-Ablagerung in
den HirngefalRen, die zu hamorrhagischen Schladanfahd Demenz fuhren kdnnen. Die
verschiedenen Mutationen verursachen dabei uniedicdne Ausprdgungen an
hamorrhagischen Schlaganfallen und parenchymagef\Blagerungen. Die Entwicklung der
Demenz vom Alzheimer-Typ variiert dabei je nach draler charakteristischen
histopathologischen Veranderungen der AK. Die Imolische (,dutch®) Mutation, E693Q
(APP770 Nummerierung), sechs Aminosauren C-termubel o-Sekretase-Schnittstelle,
verursacht hereditary cerebral hemorrhage with amyloidosistioé dutch type (HCHWA-
dutch). HCHWA-dutch ist durch CAA, wiederholte hamorrisghe Schlaganféalle und
Demenz gekennzeichnet. Im Gegensatz zur Alzheimankfeit entwickeln sich nur wenige
senile Plaques (39, 124-126). Die flamische Mutat&692G fiihrt dagegen sowohl zu
schwerwiegender CAA mit gelegentlichen cerebraldatudigen als auch zu Alzheimer
typischen Plaques und neurofibrillaren Bindeln (12428). Ein &hnliches
neuropathologisches Bild wurde bei der lowa-Mutaft694N gefunden (129). Im Gegensatz
zur familidren Alzheimer Erkrankung mit Gberwiegend\342-Ablagerung werden sowohl
bei der flamischen als auch bei der lowa-Mutatiberiviegend 840-Depots gefunden (129,
130). Trotz der Substitution der gleichen Aminogawie bei der hollandischen Mutation,
fuhrt die arktische Mutation E693G zu Klinischen nfpyomen der familiaren
Alzheimererkrankung. Dabei werden keine Anzeichen Bchlaganfallen oder vaskularen
Lasionen gefunden (131-133).
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Abb. 5: APP Mutationen, die genetisch mit der famibiren Alzheimer Krankheit oder &ahnlichen
Erkrankungen gekoppelt sind.

Die Sequenzregion vonwildtyp APP, inklusive ZA-Peptid, ist im Einbuchstaben-Aminosaurecode
wiedergegeben. Die unterstrichene Sequenz entsmiérh A342-Peptid. Die Nummern beziehen sich auf die
Aminosaureposition in der APP770-Isoform. Die Buaben unterhalb der Sequenz geben die bekannten
Substitutionsmutationen an, die bei bestimmtereRtgn der familidren Alzheimer Krankheit und/odantlien

des hereditary cerebral hemorrhage with amyloidsogisfunden wurden. Bei der schwedischen Mutation
unmittelbar vor dep-Sekretase-Schnittstelle handelt es sich um eirgpBlmutation (K670N/M671L).

Wie die hollandische, arktische und lowa Subsbtutiveranderte auch die italienische
Mutation E693K (134) dam vitro Aggregationsverhalten de3APeptide (135).

Im Gegensatz zu diesen inBMotiv gelegenen Mutationen fuhrt die unmittelbatédminal
vor derB-Sekretase-Schnittestelle gelegene schwedischeddopfation K670N/M671L zu
einer Erhdéhung aller gPeptide. Die schwedische Mutation verursacht dalbech eine
verstarkte Affinitat zuB-Sekretase eine Steigerung dgi-Rroduktion um das 6-8fache (37,
136). Bei Tragern der schwedischen Mutation kaenAdzheimer Krankheit ab Mitte 40 bis
Mitte 50 ausbrechen.

Die zwolf unterschiedlichen Punktmutationen der Aosiauren T714, V715, 1716, V717,
L723 und K724 c-terminal von der A2 y-Sekretase-Schnittstelle verursachen alle die
familiare Form der Alzheimer Krankheit (Osterresdhe Mutation T7141: (137); iranische
Mutation T714A: (138); franzdsische Mutation V715K1:39); deutsche Mutation V715A:
(140, 141); Florida Mutation 1716V: (142); 1716T143); Indiana Mutation V717F: (144),
V717G: (145); London Mutation V7171: (146); V717(147); australische Mutation L723P:
(148); belgische Mutation L724N: (149)). Bei Tragelieser Mutationen wird der Ausbruch
der Krankheit von Ende 30 bis Anfang 60 beobacl&et. wird wahrscheinlich durch die
verstarkte R42-Produktion bei gleichzeitig verminderte340-Sekretion, d.h. durch eine
Erh6hung des B42/AB40-Verhaltnisses, verursacht (38, 140, 148-150).

Das APP-Gen umfasst 18 Exons, wobei die Aminosaiiredas A von den Exons 16 und
17 kodiert werden. Wahrend sich die schwedischeaivart auf Exon 16 befindet, sind alle
anderen hier erwdhnten AminosauresubstitutionerEaoh 17 lokalisiert. Im Gegensatz zu
den meisten Mutationen, die nur in einer oder wemigamilien gefunden wurden, ist die

Londoner Mutation V7171 bei Gber 20 unterschieddich-amilien identifiziert worden.
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1.8 Funktion des Amyloid-Precursor-Proteins (APP)

Die Prozessierung von APP spielt eine wichtige &all der Pathogenese der Alzheimer
Krankheit. Im Gegensatz zum fortgeschrittenen \amdis der APP-Prozessierung ist die
physiologische Funktion des Proteins weitgehenckabnt. Untersuchungen deuten auf eine
Funktion von APP in der Zell-Zell-Interaktion,  als Adhasionsmolekiil,
Zelloberflachenrezeptor oder als Transkriptionsk&gn hin.  Zusatzlich weisen
Beobachtungen auf eine Rolle von ARR$s Wachstumsfaktor hin.

Uberraschenderweise zeigten APP-defiziente M&auseekeausgepragten Phanotyp. Die
Mause waren lebensfahig und fruchtbar. Sie haiteetevas geringeres Gewicht, verminderte
Bewegungs- und Erkundungsaktivitat, reduzierte flar&it und eine Verschlechterung des
raumlichen Lernens und der Langzeit-PotenzierungPjL (151-154). Dagegen starben
sowohl APP/APLP2 und APLP1/APLP2 doppelockout Mause als auch
APP/APLP1/APLPZriple-knockoutMause wenige Wochen nach der Geburt (155-157). Die
APP/APLP2 doppeknockout Mause zeigten Veranderungen der motorischen Ettepla
(158), wahrend ditriple-knockoutMause eine neuronale Ektopie aufwiesen, die deraimen
Typ-ll-Lissenzephalie ahnelte (157). Diese Ergetmisiemonstrieren die Bedeutung der
APP-Familie in der embryonalen und friihen posteatdtntwicklung und weisen dariber
hinaus auf eine wichtige Funktion im Erwachsenenditn. Zusatzlich deuten sie auf eine in
Teilen funktionelle Redundanz zwischen APP und eseirlomologen APLP1 und APLP2
hin.

Wahrend diein vivo Arbeiten nur wenig Aufschluss Uber die Funktior éé°P-Familie
gaben, wurden zahlreiche Funktionen von APP duratitro Untersuchungen postuliert.

Das sezernierte APPs dient moglicherweise als 8Bmgiekil. Es konnte gezeigt werden,
dass die freigesetzte Ektodomane das Wachstumiboobkasten in Kultur beeinflusst (159).
Zusatzlich zeigte es eine neuroprotektive Wirkubigg Behandlung von primaren Neuronen
mit APPs verhinderte den durch Glukose-Entzug ejeeuAnstieg der intrazellularen €a
lonen-Konzentratiomnd erhdhte den exzitotoxischen Grenzwert des Glats (160). Des
Weiteren hat APPs einen Einfluss auf das axonal@ dendritische Wachstum (161).
Interessanterweise konnten die Anomalien der ARRideten Méause, wie die Defizite beim
LTP, durch die transgene Expression von APPs beholeeden (162). Dieses deutet darauf
hin, dass APPs als autokriner oder parakriner Faktogieren kann und die Ektodoméane
wahrscheinlich den wichtigsten funktionellen Tetbrv APP im ausgewachsenen Gehirn
darstellt.
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Die beiden langeren APP-Isoformen APP751 und APR&fBalten ein 56 Aminosauren
langes Insert fur ein Kunitz-Protease-Inhibitor-Motin-vitro-Studien haben bestétigt, dass
beide Isoformen Serin-Proteasen wie Trypsin undn@itgypsin inhibieren kénnen (163) und
sie als Inhibitoren des Faktor Xla, einer Serintase, auch ein Rolle in der
Gerinnungskaskade spielen (164).

Mehrere Indizien deuten auch auf eine Funktion &P als Adhasionsmolekul hin. So
konnte gezeigt werden, dass APP sowohl an extdaed! Matrix-Proteine wie Heparin und
Kollagen bindet (165, 166) als auch die interzélel Adhasion durch Homo- bzw.
Heterodimerisierung unterstitzt (167).

Wie bereits erwahnt, setzt dieSekretase-Prozessierung von APP auch die intudéned
Domane, AICD, frei. Neben APP wurde dieser Proeesagsschritt auch bei vielen anderen
Transmembranproteinen gefunden. Dadurch werdenemMEmbran verankerte Proteine
gespalten, entweder um zytosolische Fragmenteugeizen, die an der Zellkommunikation
beteiligt sind, wie z.B. beim Notch-Rezeptor, oder durch den Abbau dieser Proteine die
physiologische Funktion abzuschalten ("Proteosonmr déembran”, (168)). Nach
Ligandenbindung wird der Notch-Rezeptor duschundy-Sekretase gespalten, wodurch die
intrazellulare Doméne von Notch (NICRptch intracellular domainins Zytosol freigesetzt
wird. Wie der Notch-Rezeptor wird APP durch di&ekretase und anschliel3end durchydie
Sekretase prozessiert (168). Daher wurde in Analagir Signalibertragung des Notch-
Rezeptors eine transkriptionsaktivierende Funktieon AICD postuliert. Durch die
Verwendung eines artifiziellen Reportersystems kemezeigt werden, dass AICD mit zwei
weiteren  Moleklilen, Fe65 und der Histon Acetyltfarsse Tip60, einen
transkriptionsaktivierenden Komplex bilden kannqL6=e65 nimmt in der Zelle durch eine
intramolekulare Interaktion eine geschlossene Kionédion ein. Durch die Bindung des Fe65
an den zytoplasmatischen Schwanz von APP wird diese@molekulare Interaktion
aufgehoben und Fe65 aktiviert. Das AICD wird zusanmit dem aktivierten Fe65 durch
Sekretase&Sheddingund anschlie3ender-Sekretase-Prozessierung ins Zytosol freigesetzt.
Nach der Translokation in den Kern interagiert Fe®f Tip60 und weiteren noch
unbekannten Transkriptionsfaktoren. Durch die Bimglan Promotorregionen reguliert dieser
Komplex die Transkription von Zielgenen (170). Olhivdie von dery-Sekretase-vermittelte
Prozessierung von APP fir die Translokation von5Fe6 den Kern notwendig zu sein
scheint, ist die gleichzeitige Translokation vonCBI in den Kern wahrscheinlich nicht
erforderlich (170).
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Die endogenen Zielgene der APP-Signalibertragungdeme gegenwartig kontrovers
diskutiert. So wurde die AICD-abhéangige Expressiegslation fir mehrere potentielle Gene
wie Neprilysin, Glykogen-Synthase-Kinase {GSK3{), LRP1 und dem EGF-Rezeptor
beschrieben (171-174). Einige dieser Zielgene staihenger Verbindung mit der AK. Dazu
zahlen insbesondere das Neprilysin, eine Endopees#ichit A-degradierender Aktivitat, und
LRP1, einem in den ApoE-Metabolismus involvierteezBptor. Dennoch sind weitere
Untersuchungen der Funktion von AICD als Transloipaktivator oder Coaktivator notig,
da einige Zielgene in einer weiteren Studie nichstétigt werden konnten. Zudem zeigte
diese Untersuchung, dass Fe65 unterschiedliche d®oem unabhéngig von der AICD Co-
Expression transaktivieren kann (175).

Obwohl APP einem Zelloberflachenrezeptor &hneltd sbisher nur wenige Liganden
postuliert worden. Zu den bisher identifizierteryamden gehéren F-Spondin und TAG1. F-
Spondin ist ein sezerniertes neuronales Protein,ataZell-Zell Interaktionen beteiligt ist.
Co-Expression von F-Spondin verhinderte gh8ekretase-Spaltung von APP und reduzierte
so die A3-Sekretion (176). Kurzlich wurde zudem gezeigt, sda3AG1, ein
Glycophosphatidylinositol (GPI)-linked RecognitidMoleculeder auf3eren Plasmamembran,
ein funktioneller Ligand von APP ist (177). Durcle dnteraktion von TAG1 mit APP wird
AICD in einemy-Sekretase-abhangigen Prozess freigesetzt. Es vposteliert, dass die
erhdhte Freisetzung von AICD eine verminderte Ngen@se verursacht. So wurden sowohl
im Gehirn von APP- als auch von TAG1-defizientenuskn mehr neuronale Vorlauferzellen
gefunden. Sollte diese Beobachtung bestétigt werdeme TAG1 der erste funktionelle

Ligand von APP, der einen intrazellularen Signalweginflusst.

1.9 Enzyme der APP-Prozessierung

1.9.1 Die a-Sekretase

Die a-Sekretase schneidet APP zwischen AS 16 und 1Agl&yomane. Dieser Schnitt fuhrt
zur Sekretion des grof3ten Teils der extrazellul@emane als APRsund verhindert die
Entstehung des [APeptids durch die Spaltung von APP innerhalb dgdativs (118, 119).
Es konnte gezeigt werden, dass dieser proteolgis8ichnitt durch einea-helikale
Konformation im Bereich der Spaltstelle sowie dushen 12-13 AS grol3en Abstand der
Schnittstelle von der Membran bestimmt wird. Daiseider Schnitt weitgehend unabhéngig

von der primdren Aminosauresequenz (119). dteekretase abhangige Prozessierung von

16
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APP findet in den spaten Kompartimenten des setkseteen Transportweges oder an der
Zelloberflache statt (102, 119, 178). Wahrend APWKen fast allen kultivierten Zellen
konstitutiv ins Medium sezerniert wird, kann diek&ion durch die Aktivierung von
sekundaren Botenstoffen erhéht werden. So fuhriSti@alibertragung der muskarinischen
Acteylcholin-Rezeptoren oder deEpidermal-Growth-Factor (EGF)-Rezeptoren Uber
sekundare Botenstoffe zu einer Aktivierung von @rdinase C (PKC), Tyrosinkinasen
(MAPK) oder Extracellular-signal regulatedinasen (ERK). Diese wiederum steuern @ie
Sekretase-Aktivitat und fuhren infolgedessen ziweriverstarkten APRsSekretion (179-
182). Diea-Sekretase-Aktivitat kann aber auch direkt Uber Akévierung der PKC durch
Phorbolester stark erhoht werden (183, 184).

Lumen Zytosol

Prozessierung durch
Prohormone Convertase
Katalytische Doméne

zn2+
SH

Cystein-rich/
Disintegrin-/
EGF-like domain

Pro-Doméne

SP

Abb. 6: Doméanenstruktur eines typisches Mitglieds dr ADAM-Familie.

ADAMSs sind Typ-I-Transmembranproteine mit einer kkhDomanen-Struktur bestehend aus (1) einem N-
terminalen Signalpeptid, (2) einer Prodoméane, weldbn Cystein-Switch enthalt, (3) einer Schnitistélir die
Serin-Protease Furin, (4) einer katalytischen Daménit einem HEXXH Zink-Bindemotiv, (5) eineBystein-
rich/Disintegrin-/EGF-like Domain(6) einer hydrophoben Transmembrandoméne undifiégm zytosolischen
Schwanz (verandert nach (185)).

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass nechfigglieder der ADAM A Disintegrin
and Metallo-ProteinageFamilie die charakteristischen Eigenschaftencd8ekretase haben.
Neben demTumor-Necrosis-Factos- converting Enzym (TACE, ADAM17) wurdeo-
Sekretase Aktivitat auch fur die FamilienmitgliededdAM10 und ADAM9 nachgewiesen.
ADAMs sind Typ-I-Transmembranproteine mit einer  KHDomanen-Struktur.
Typischerweise bestehen sie aus einem N-termin8lgnalpeptid, einer denCystein-
Switchf enthaltende Prodoméne, einer katalytischen Donmréiteeinem Zink-Bindemotiv,
einem Cystein-reichen/Disintegrin-/EGF-ahnlicherréBeh, der Transmembrandoméne und
einem kurzen zytosolischen Bereich (Abb. 6).

TACE wurde urspringlich als Proteinase identifizietie das inflammatorische Zytokin
TNFo von dem membrangebundenem Vorlauferprotein fraigdi86, 187). Die perinatale
Sterblichkeit von TACHB¢nockoutMausen ist vermutlich auf die stark erniedrigteFFNind

Notch-Prozessierung zurtickzufihren (188, 189)
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Dagegen wurde ADAM10 al$lyelin-Basic-Proteindegradierendes Enzym aus Myelin-
Membranpréaparationen des Gehirns isoliert (190).f AGrund von vielfaltigen
Fehlentwicklungen des zentralen Nervensystem, d#miten und des kardiovaskularen
Systems sterben ADAMI1KnockoutMause friih in der embryonalen Entwicklung. Dabeli
spielt die Prozessierung des Notch-Rezeptors, weloheine Reihe von Signalibertragungen
involviert ist, als wichtigstes physiologisches Suwat von ADMA1O eine entscheidende
Rolle (191).

ADAM9 schneidet nicht die Lys16-Leul7 Peptidbinduagndern die His14-GIn15 Bindung
innerhalb der -Domane von APP (192). Ein mit dieser Spaltung éinstimmendes APRBs
wurde im Sekret von primaren hippocampalen Neur@sganden (193).

APPs wird jedoch sowohl von TACE und ADAM1KnRockoutFibroblasten (120, 191) als
auch primare Neuronen aus ADAM®ockoutMausen sekretiert (194). Dies deutet darauf
hin, dass ein ,Team“ an Proteasen mitSekretase-Aktivitat existiert. Auf Grund
funktioneller Uberlappung oder Redundanz kann soddt Ausfall eines Mitgliedes

kompensiert werden.

1.9.2 Die B-Sekretase

Die amyloidogene Prozessierung von APP wird durehpeSekretase BACE1S(site APP
Cleaving Enzyme Jingeleitet. BACEL, auch als Memapsin 2 oder Asp2eichnet, ist eine
501 Aminosauren lange Typ-I-Transmembranproteaseemer grof3en Ektodomane, einer
Transmembrandoméane und einem kurzen zytoplasmatisChterminalen Schwanz. Am N-
Terminus befindet sich ein kurzes Signalpetid (A31), gefolgt von einem Propeptid (AS
22-45) ((109, 110, 195-197), Abb. 7). Nach der passlationalen Entfernung des Propeptids
beginnt das reife Enzym bei AS 46 (198). Das inlderinalen Domane gelegene katalytische
Zentrum enthalt zwei fir Aspartylproteasen der Repamilie charakteristische Motive
(DTGS (AS 93-96) und DSGT (AS 289-292)). Die Mutati eines der beiden
Asparaginsauren inaktiviert das Enzym (195). Wielema Aspartylproteasen hat BACE1
sechs luminale Cysteinreste, die drei intramolekeuisulfidbriicken bilden, sowie mehrere
N-Glykosylierungstellen (199). Zusatzlich sind BBACEL die Transmembrandoméane und
der zytoplasmatische Schwanz an drei Cysteinenifmaiiiert (200).
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Lumen
Prozessierung durch Furin-
like Proprotein Convertase

93-96 289-292

DTGS DSGT

|SP21PD45

Abb. 7: Schematische Darstellung def-Sekretase BACEL.

BACEL ist eine Typ-I-Transmembranprotease mit eirggofden luminalen Teil, einer Transmembrandoméane
(TM) und einem kurzen zytosolischen Schwanz. Detenttinalen Signal-Peptid (SP) folgt ein PropepRd),
welches posttranslational durch eirerin-like Proprotein Convertasentfernt wird. Das luminale katalytische
Zentrum der Aspartylprotease ist durch die beidarakteristischen Motive DTGS und DSGT gekennzeithn

BACE1 weist die charakteristischen Merkmale @eBekretase aufB-Sekretase-Aktivitat
wurde in den meisten Zell- und Gewebetypen nachegem (111), wobei die hoéchste
Aktivitat in neuronalem Gewebe und neuronalen Ee#lh beobachtet wurde (201). De
Sekretase-Aktivitat tberwog dabei in Neuronen, watirnur geringe Mengen in ruhenden
Gliazellen gefunden wurden (202). DeSekretase kann nur membrangebundenes Substrat
effizient spalten (108). Zudem wurde die hochgieSekretase Aktivitat in sauren
subzellularen Kompartimenten, wie dem Trans-GolgizMerk und Endosomen, detektiert
(123, 203, 204). Ubereinstimmend mit diesen Beohmgen wurde BACEL in diesen
Kompartimenten lokalisiert (110, 195, 205) und phit-Optimum von pH 4,5 nachgewiesen
(195). Wahrend die-Sekretase APP in einem festen Abstand zur Memd¢paltet, schneidet
die B-Sekretase sequenzspezifisch (108). So fuhrt distBution des Methionins unmittelbar
vor derp-Sekretase-Schnittstelle (M596) durch eine groltrdphobe Aminoséaure, wie man
es bei der schwedischen Mutation durch eine LeGcibstitution (M596L) findet, zu einer
Erh6hung der Affinitat deB-Sekretase. Dagegen hemmt die Substitution des ibfetis
durch eine kleine, hydrophobe Aminoséaure, z.B. Natlie B-Sekretase-Prozessierung von
APP (108). Die Uberexpression von BACE1 induziénea starken Anstieg d@-Sekretase-
Aktivitat. Diese verursacht sowohl eine verstarBi#édung der unmittelbar durch deft
Sekretase-Schnitt erzeugten Produkte APBEsd C99, als auch eine Erhdhung dei- A
Sekretion.

Der zweifelsfreie Nachweis, dass es sich bei BACIE1L die B-Sekretase handelt, wurde
durch die Generierung von BACEKhockoutMausen erbracht. Untersuchungen der BACE1-
defizienten Mause zeigten weder in postnatalen nach adulten Mausen einen
offensichtlichen  Phanotyp (206, 207). In BACE-defizen, aber APPswe
Uberexprimierenden Mausen, wurden wed@rPeptide noch die direkten Produkte ges
Sekretase-Schnittes, C99 und APPgefunden (206, 208). Zusammen niit vitro

Untersuchungen von primaren Neuronen aus BA®tkdckout Mausen, die kein A

19



1. Einleitung

herstellten (207, 209), deuten diese Ergebnissaufidrin, dass BACE1 die bedeutendste,
wenn nicht die einzigg-Sekretase im Gehirn ist. Eine Erhéhung der BACEKfrESsion
konnte somit einen grofRen Einfluss auf die Entsighder Alzheimer Krankheit haben. In der
Tat wurde beobachtet, dass die giSekretase-Aktivitat mit dem Alter ansteigt (212idem
wurden erhohte BACE1-Mengen und Aktivitaten in Adisher-Gehirnen gefunden (211-213).
Da Alterung der grof3te Risikofaktor der sporadisciézheimer Krankheit ist, kdnnte ein
Uberproportionaler Anstieg dprSekretase-Aktivitat die Entstehung der AK ausldsen

Da nur ein kleiner Anteil der APP-Molekile durcle @Sekretase geschnitten wird, ist es
sehr wahrscheinlich, dass noch andere BACE1-Subséastieren. Bisher wurden neben
APP auch die APP Homologen APLP1 und APLP2 (21%) Zbwie die-Untereinheit des
spannungsabhangigen Natriumkanalel{age-gated Sodium Chann&GSC, (216, 217)),
das Low-density Lipoprotein Receptor-related Prote(lbRP1, (218)), derP-Selectin
Glycoprotein Ligand (PSGL-1, (219)), dig-Galaktosida-2,6-Sialyltransferase (ST6Gall,
(220, 221)) und der Interleukin-1-Rezeptor Typ-IL-LR2, (222)) als BACE1-Substrate
identifiziert.

Zudem wurde eine Funktion von BACEL1 in der axondyrelinierung beschrieben. Durch
die genauere Untersuchung der BACGEbckoutMause wurde eine Hypomyelinierung der
Axone im zentralen und peripheren Nervensystem rglefn (223, 224). Neuregulin-1
(NRG1) ist ein bekannter Initiator der Myelinierung peripheren Nervensystem und ein
Modulator der Myelinscheidendicke. Der Vergleichnvawildtyp Mausen mit BACE-/-
knockout Mausen zeigte, dass in BACE-defizienten Mausen esclgnittenes NRG1
akkumulierte und gleichzeitig weniger Spaltprodukten NRG1 detektiert wurden. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass BACEL1 in di¢geBliyse von NRG1 involviert ist (223,
224).

BACE?2 ist ein Homolog von BACE1, welches in dertikihen Region des Down Syndroms
auf Chromosom 21 liegt (225). Die AminosauresequemzBACEL und BACE?2 ist zu 45%
gleich und zu 75 % homolog (226, 227). Aber im Gmgéz zu BACEL, welches in
neuronalem Gewebe verstarkt exprimiert ist, wurd&B2 im adulten und im fetalen Gehirn
nur in sehr niedrigen Mengen gefunden (227, 2&8)itro Untersuchungen haben gezeigt,
dass APP von BACEZ2 sowohl an @eBekretase-Schnittstelle als auch innerhalb deA@er
Domane geschnitten wird. Die Prozessierung innbrtat A3-Doméne kann dabei zwischen
Glu-11 und Val-12 als auch C-terminal von deBekretase-Schnittstelle zwischen Phe-19
und Phe-20 bzw. Phe-20 und Ala-21 erfolgen. Zudeundes die A-Sekretion durch die
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BACE2-Uberexpression erniedrigt. Dies deutet datsinf dass BACE2 als alternative
Sekretase fungieren kann (195, 229-231).

1.9.3 Die y-Sekretase

Die y-Sekretase schneidet die dureh bzw. B-Sekretase-Spaltung von APP entstandenen
CTFs. Neben der Sekretion voifs Azw. p3 fuhrt dey-Sekretase-Schnitt zur Freisetzung des
intrazellularen Fragmentes AICD. DyeSekretase ist eine Aspartylprotease (232), die Tryp
Transmembranproteine nach der Entfernung des groBefls der Ektodomane in ihrer
Transmembrandoméne schneidet. Diesen Vorgang meant regulierte intramembrantse
Proteolyse (RIP, (233)). DieSekretase ist ein Multiproteinkomplex, der mindastaus den
vier verschiedenen Proteinen Nicastrin (23®)terior Pharynx Defective-{APH-1, (235)),
Presenilin Enhancer Protein-PPEN2) und Presenilin (PS1 bzw. PS2) besteht. eDiasr
Proteine sind notwendig und ausreichend, um eikéimean y-Sekretase-Komplex zu bilden
(114, 236). Zwei weitere Proteine, CD147 und TMP®Wyrden als Modulatoren der
Sekretase-Aktivitat und als Komponenten deSekretase-Komplexes vorgeschlagen. Da
beide Proteine nicht fur diey-Sekretase-Funktion notwendig sind, missen weitere
Untersuchungen zeigen, ob sie tatsachlich inte@altandteile deg-Sekretase-Komplexes
sind (237, 238).

PS1 und PS2 sind homologe, polytope Transmembriipeo mit neun
Transmembrandoménen (TMD, (239-241)), die das Waahe Zentrum des Komplexes
bilden. Die PS-Proteine enthalten zwei katalytisktive Aspartat-Reste in den TMD 6 und 7.
Die Substitution eines der Aspartate durch eineendminosaure inaktiviert dieSekretase
(232, 242). Zwischen Transmembrandoméane 6 und 7indmtf sich ein grolier,
zytoplasmatischer Loop. Innerhalb dieser Schleifed wdas PS-Protein in ein Amino-
terminales (NFT) und ein Carboxy-terminales-Fragim@iTF) endoproteolytisch gespalten
((243), Abb. 8). Obwohl Presenilin in der Zelle nais stabiles NTF/CTF-Heterodimer
vorliegt, ist die proteolytische Prozessierung keMoraussetzung fir die Bildung eines
aktiven y-Sekretase-Komplexes. So konnte gezeigt werders das mit der familiaren
Alzheimer Krankheit assoziierte P3Exon9 Mutation, der die endoproteolytische
Schnittstelle fehlt, proteolytisch aktiv ist (244).
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Abb. 8: Der y-Sekretase-Komplex

Die amyloidogene Prozessierung von APP wird durehpdSekretase BACEL eingeleitet. Dadurch wird der
gréRRte Teil der Ektodoméane als APBPsezerniert und es entsteht ein in der Membran ckbtéibendes
Fragment, C99. Dieses bindet an die Andocksteleydgekretase-Komplexes und wird anschlieend in das
aktive Zentrum uberfihrt, zu dem die Transmembrariteen 6 und 7 von Presenilin gehdéren. PS1 bzw. PS2
werden beide autoproteolytisch geschnitten, wod@ichN-terminales (NTF) und ein C-terminales Fragine
(CTF) entstehen. Diese bilden zusammen mit dretenssi Proteinen, PEN-2, APH-1 und Nicastrin, den
essentiellen Kernkomplex derSekretase. Das in der Membran gelegene katalgiZantrum ist durch die
kritischen Aspartat-Reste (D) gekennzeichnet. P&ekretase schneidet das C99 in der Transmembramom
und fuihrt so zur Freisetzung der intrazellularemiaoe von APP (AICD) ins Zytoplasma und zur gleidiigen
Sekretion des BrPeptids (verandert nach (245)).

Nicastrin ist ein hoch glykosyliertes Typ-1-Transni@anprotein (246) und mdglicherweise
der Substrat-Rezeptor desSekretase-Komplexes (247). Keine eindeutigen HFon&h
wurden bisher den weitergrSekretase-Komponenten, APH-1 und PEN-2, zugeoréhieN -

2 hat zwei TMDs und sowohl der N- als auch der @ylieus befinden sich auf der luminalen
Seite der Membran. Dagegen hat APH-1 sieben TMDmBBlenschen wurden zwel
verschiedene APH-1 Gene, APH-1A und APH-1B, undNmgern drei Gene identifiziert, die
zusatzlich alternativ gesplict werden konnen. a #\PH-1A und APH-1B sowie PS1 und
PS2 innerhalb degSekretase-Komplexes gegenseitig ausschliel3engkdbeim Menschen
mindestens vier und bei Nagetieren mindestens seetschiedene-Sekretase-Komplexe
gebildet werden (248, 249). Ob diese verschieddfmmplexe unterschiedlich exprimiert
werden, unterschiedliche Funktionen oder verschiedgollen in Entwicklungsprozessen
spielen, wird derzeit noch untersucht.

Die einzelnen Proteine innerhalb deSekretase-Komplexes beeinflussen sich gegenseitig
ihrer Expression. So wird transfiziertes PS oderNPEnicht stabil exprimiert und
uberexprimiertes Nicastrin nicht maturiert (250)aWiend die alleinige Uberexpression von
PS die y-Sekretase-Aktivitat nicht erhoht, fiihrt die genssime Uberexpression der

essentiellery-Sekretase-Komponenten zu einer erhdhten Bildusg-&ekretase-Komplexes
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(236, 251). Die einzelnen Komponenten der-Sekretase ko-lokalisieren im
Endoplasmatischen Retikulum (ER). Zun&chst wird stabiler Subkomplex aus Nicastrin
und APH-1 gebildet (252, 253), zu dem anschlieAamgeschnitteneBS hinzugefugt wird.
Durch die Assoziation von Pen-2 an diesen trimétemplex wird die Endoproteolyse von
Presenilin ermdglicht (254). Ob die Endmontage demplexes bereits innerhalb des ER
oder erst spater im Sekretionsweg erfolgt (255hiisit vollstandig aufgeklart. Die jingsten
Beobachtungen deuten darauf hin, dass ER-Golgi-¢heagyMechanismen eine Rolle in dem
komplexen Zusammenbau spielen (256, 257).

Bis heute wurden mehr als 20 Substrateyed®ekretase identifiziert (siehe Zusammenfassung
(258)). Alle identifizierten Proteine sind Typ-ldmsmembranproteine. Die vorherige
Entfernung ihrer luminalen Domane ist die einzigerdussetzung fur dig-Sekretase
abhangige Prozessierung. DiSekretase-Prozessierung der durShedding entstandenen
kurzen, transmembrandsen Fragmente der Proteing figlhen der Freisetzung kleiner
hydrophober Peptide in den extrazellularen Raume WP, auch zur Abgabe der
intrazellularen Doménen (ICD) in das Zytoplasmaedei ICD haben mdglicherweise
spezifische Funktionen wie die Aktivierung nukledsgnalwege.

Die beiden am besten untersuchten Substrate-8ekretase sind der Notch-Rezeptor und das
APP. Der Notch-Signaltransduktionsweg wurde in Eeolution hoch konserviert und spielt
in der embryonalen Entwicklung bei der Zelldiffezesrung eine wichtige Rolle. Der Notch-
Rezeptor wird in &hnlicher Weise wie das APP preiees Nach der Entfernung der
Ektodomane durch die-Sekretase (ADAM10 oder TACE) wird das membrangelene
Fragment durch dig-Sekretase geschnitten (259, 260). Dabei entsteldesn A3 analoges
NB-Peptid und die intrazellulare Domé&ne von Notch GN) wird in das Zytoplasma
freigesetzt (261). Dieses NICD transloziert in dggllkern und reguliert die Transkription
bestimmter Zielgene (259Wwie das Homeobox-Gen Hes-1, welches fir einen tfaesis
Helix-Loop-Helix Transkriptionfaktor kodiert (26263). Die Bedeutung derSekretase in
der Notch-Prozessierung wird dadurch bestétigt, s d&Slknockout Mause eine
phanotypische Kopie der Notch-defizienten Mause.sbiese Mause sterben kurz nach der
Geburt, haben Fehlbildungen des Achsenskeletts aengken eine schwer beeintrachtigte
Neurogenese (264-266). Dagegen wurden bei W®2kout Mausen nur eine leichte
Lungenfibrose und Blutungen im Alter beobachte7(2®ies deutet darauf hin, dass PS1 den
Verlust der PS2-Funktionen kompensieren kann. P&2l/@oppeknockoutMause zeigen
noch schwerwiegendere Beeintrachtigungen als diekiiS8ckoutMause, die vermutlich auf

die fehlende Prozessierung weiterer Substrate kmuiichren sind (267, 268).
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Wahrend bei PSkeckout Mause eine starke Reduzierung dep-Pekretion und eine
Akkumulation der C-terminalen-Fragmente beobachtetde (266, 269), konnte bei PS1-
und PS2-defizienten Mause kein@-Rroduktion nachgewiesen werden (267, 270).

Seit der ersten Beschreibung einer PS1-Mutatiodaire 1995 (271) sind mehr als 150
weitere Mutationen im PS1 und etwa 10 im PS2 besobn worden. Diese fuhren zu
aggressiven Formen der familiaren Alzheimer Kraitkitke schon in den Zwanzigern zum
Ausbruch kommen konnen (272). Bei diesen gleichqh@Ber das PS1- bzw. PS2-Molekl
verteilt gefundenen Mutationen handelt es sichen deisten Fallen um Punktmutationen
und nur in wenigen Ausnahmen um Insertionen odéet@aen. Das gemeinsame Merkmal
dieser FAK assoziierten Mutationen ist die Erh6hdeg A342 zu A340-Verhaltnisses (40,
42, 43). Die Verschiebung de$#42/40-Verhéaltnisses kann sowohl durch einen Ruaokgkan
AB40-Produktion als durch eine Erhéhung d@d2-Menge verursacht werden (273).

1.10 Unterschiedliche Lokalisierung der amyloidogen en
Prozessierung von wildtyp und schwedischem APP

Auch nach 15 Jahren intensiver Forschung sind dieage Lokalisationen der einzelnen
Prozessierungsschritte von APP und die zellulareampartimente, in denen die A
Freisetzung erfolgt, nicht eindeutig geklart. Dienktitutiv aktiven Metalloproteinasen, die
als a-Sekretase (120-122) fungieren, schneiden APP aniadder Nahe der Zelloberflache
(119, 178, 274). Anfangliche Untersuchungen habenpeSekretase-Aktivitat mit leicht
sauren Kompartimenten, wie dem Trans-Golgi-Netzwexter den Endosomen, in
Verbindung gebracht (99, 102, 123, 275). Nach detdéckung von BACE1l konnte die
Lokalisation dei3-Sekretase in diesen Kompartimenten bestatigt we(t#0, 195, 205). Das
zweite entscheidende Ereignis de-Ader p3-Freisetzung ist die Spaltung der CTFsldur
den y-Sekretase-Komplex. Obwohl ein Teil dep-Rroduktion den Kompartimenten des
sekretorischen Transportweges (ER, TGN) zugesdamieturde (276, 277), deuten mehrere
Untersuchungen darauf hin, dass gh8ekretase-Aktivitat an der Plasma-Membran oder in
den Endosomes lokalisiert ist (278, 279).

Der Vergleich vonwildtyp APP mit der schwedischen Mutation zeigte, dassetieelnen
Prozessierungsschritte und die Freisetzung de$eptids in unterschiedlichen zellularen
Kompartimenten erfolgen. Der zytoplasmatische Sciawaon APP enthélt u.a. eine NPxY-
Konsensussequenz, die fur die Clathrin-vermittétiedozytose von APP zustandig ist.
Mutationen der NPTY-Domane verursachten eine stai®iedrigung der APP-

Internalisierung und eine Akkumulation von APP ar delloberflache (100). Es konnte
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gezeigt werden, dass die Inhibition aeldtyp APP-Endozytose sowohl durch die Entfernung
des zytosolischen Schwanzes, als auch durch SuhlstEmutationen im
Internalisierungssignal GYENPTY diepArreisetzung verhinderte (99, 123). Dartber hinaus
haben radioaktive Zelloberflachenmarkierungen waiidtyp APP gezeigt, dass diepA
Produktion die Internalisierung und das Recycliran \markiertemwildtyp APP erfordert
(99). Daraus lasst sich schlieRen, dass dpeFreisetzung auswildtyp APP nach der
Internalisierung in den endozytischen Kompartimermdolgt. Ungeklart ist bisher, ob dgs
Sekretase&sheddingund auch diey-Sekretase-Prozessierung vamildtyp APP in den
endozytischen Kompartimenten stattfinden.

Dagegen unterscheidet sich die Prozessierung voR &t der schwedischen Mutation
(APPswe) wesentlich von der dedldtyp APP. Derp-Sekretase-Schnitt im APPswe erfolgt
im spaten sekretorischen Transportweg, hochstwhdirdech in sekretorischen Vesikeln, die
aus dem Golgi hervorgegangen sind (275, 280). ImgeGsatz zunwildtyp APP wurde die
ApB-Sekretion von schwedischem APP durch die Entfggndes zytosolischen Schwanzes
nicht beeintrachtigt (37, 108). Diese Untersuchungeigten, dass dgisSekretas&shedding
von APPswe im spaten sekretorischen Transportwéggerund dass die BrSekretion
unabhangig von dem Internalisierungsmotiv von APR®sgt. Aus diesem Grund wurde
vermutet, dass sowohl dd¥-Sekretase-Schnitt als auch die anschlieRep@ekretase-
Prozessierung von APPswe im sekretorischen Tratvgggistattfindet.

Abweichend von diesem Modell der schwedischen ARRd3sierung wurde kirzlich
gezeigt, dass die ASekretion in APPswe Uberexprimierenden Tg2576 Miaukirch dian-
vivo Inhibition der Dynamin-vermittelten Endozytose s zu 70% reduziert wurde (281,
282). Zudem ergaben Untersuchungen der Prozesgiesumes C99-GFP Fusionsproteins,
dass die;-Sekretase C99 nicht im ER, dem TGN oder in deneselischen Vesikeln spaltet,
sondern dass die AICD-Freisetzung an der Zelloben® oder in den frihen Endosomen
erfolgt (278).

1.11 LRP1-abhangige Prozessierung von wildtyp APP

Die Low-density Lipoprotein Recepto(LDLR)-Familie besteht aus strukturell eng
verwandten Zelloberflachenproteinen, die eine \aklzan unterschiedlichen Funktionen in
verschiedenen Organen, Geweben und Zelltypen awesfiihUrspringlich wurde eine
Beteiligung der Familienmitglieder an der Entstefder Alzheimer Krankheit auf Grund
ihrer Schlisselfunktion im Cholesterol/Apolipopriotde (ApoE)-Metabolismus untersucht.
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Dase4-Allel des ApoE ist bis heute der starkste geokasRisikofaktor der nicht-familiaren
Alzheimer Erkrankung. Ein charakteristisches Merkdexr LDLR-Familienmitglieder ist die
Bindung der ApoE-Lipoprotein-Partikel an die exgdualdren Ligandenbindestellen der
Rezeptoren. Die Regulation des Cholesterol/ApoERSézhsels durch  die
Familienmitglieder hat direkten Einfluss auf demgmechymalen ApoE-Gehalt, die zellulare
Cholesterolkonzentration und auf die Entfernung eldsazellularen B-Peptids. Neben der
Beteiligung an der Entstehung der Alzheimer Kraiitkaef Grund der Schltsselfunktion im
Cholesterol/ApoE-Metabolismus, konnte auch ein kige Einfluss einiger
Familienmitglieder auf die APP-Prozessierung gdasgyden (siehe Review (283)).

Der Einfluss ded.ow-density-Lipoprotein Receptor-related Prote(b&P1) auf diewildtyp
APP-Prozessierung wurde im Detail untersucht (28%). LRP1 ist ein 600 kDa grofR3es Typ-
I-Transmembranprotein, welches posttranslationattdérurin in zwei Fragmente, die nicht-
kovalent miteinander verbunden bleiben, gespalted. \Wie 515 kDa groRe extrazellulaxe
Chain enthélt die 4 Ligandenbindungsstellen, wéthrdie 85 kDa grof3¢-Chain aus einem
extrazellularen Stuck, welches mit deChain verbunden bleibt, der Transmembrandomane
und dem zytoplasmatischen Schwanz, der zwei NPxYisdoenthalt, besteht. Es konnte
gezeigt werden, dass APP zusammen mit LRP1 dunchsekretorischen Transportweg an
die Zelloberflache transportiert und anschlielermd die endosomalen-lysosomalen
Kompartimente internalisiert wird (284, 286). LRBéfiziente Zellen zeigten eine um 50%
reduzierte Internalisierung vowildtyp APP. Analog zu den Mutationen der YENPTY-
Domane von APP verursachte die erniedrigte Endsey&nen Anstieg der APPs-Sekretion
und gleichzeitig eine starke Reduktion de-Bekretion in LRP1-defizienten Zellen (284).
Auf Grund dieser Ergebnisse wurde postuliert, d&&81 den Transport von APP beeinflusst
und die APP-Prozessierung reguliert. Detailliertetddsuchungen haben gezeigt, dass die
Interaktion von LRP1 mit APP durch das Adaptorproté&e65 vermittelt wird. Die
Zerstorung des trimeren Komplexes resultierte mereErhdhung der APPs-Sekretion und in
einer Reduzierung derpAProduktion (285).

26



1. Einleitung

1.12 Zielsetzung

1. Auf Grund widersprichlicher Beschreibungen solltean dieser Arbeit die
Prozessierunswege vavildtyp APP und APP mit der schwedischen Mutation (APPswe)
verglichen werden. Dazu sollten verschiedene Mutet in APPwt-, APPswe- und C99-
Expressionskontrukte eingefiigt und diese stabialien exprimiert werden. Durch den
direkten Vergleich der APP-Metaboliten sollten dipotenziellen zellularen
Kompartimente derp-Sekretase- undy-Sekretase-Prozessierung untersucht und die
Unterschiede zwischewildtyp APP und der schwedischen Mutation herausgearbeitet

werden.

2. Durch deny-Sekretase-Schnitt wird neben derf-Reptid auch die intrazellulare Domane
von APP freigesetzt. Es wurde gezeigt, dass AlCBammen mit dem nukleédren
Adaptorprotein FE65 und der Histon Acetyltransfera$ip60 die Transkription
verschiedener Zielgene aktivieren kann. Die Freigsed der intrazellularen Doméne von
APP durch diey-Sekretase und die Funktion von AICD in der Regomatder
Transkription anderer Gene ahneln stark der Pra@esg und SignalUbertragung des
Notch-Rezeptors. In Analogie zur Notch-Prozessigrigdnnte ein extrazellularer oder
intrazellularer Stimulus mit dem Ziel einer Tranpkionsregulierung die amyloidogene
oder die nicht-amyloidogene Prozessierung einleiteme verstarkte amyloidogene
Prozessierung wirde durch die erhohtg-Jekretion zur Entwicklung der Alzheimer
Krankheit beitragen. In dieser Arbeit sollte durdie Verwendung eines heterologen
Transkriptionsassays der Anteil des nicht-amyloatwn bzw. des amyloidogenen
Prozessierungsweges von APP an der Transkriptiondation bestimmen werden.

3. Verschiedene Rezeptoren der Low-density-Lipoprot&amilie greifen durch die
Beeinflussung des APP-Transportes in den APP-Mésabos ein. Low-density
lipoprotein Receptor-related Protein (LRP1)-defiziente Zellen haben eine erniedrigte
APP-Endozytose, die eine stark verminderfeSekretion verursacht. Aufbauend auf den
Untersuchungsergebnissen der unterschiedlichene8siezung vonwildtyp APP und
schwedischem APP sollte der Einfluss von LRP1 arf ¥etabolismus von APPswe

untersucht werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

1-Step Ultra TMB ELISA Substrat
30% Acrylamid (37,5:1)

40% Acrylamid (29:1)

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Agar

Bicine

Bis-Tris

Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid (CaG)
Desoxynucleotidtriphosphat (ANTP)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat, Anhydrat (N&Cy)
Dithiothreitol (DTT)

DMEM

ECL Western Blotting Substrate
EDTA

EGTA

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid (Etbr)

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin
Fotales Kéalber Serum (FCS)
Ficoll 400

Fugené“6

Glycerol

Glycin

Salzsaure (HCI)

Hepes

IGEPAL® CA-630 (NP-40)
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Pierce, Bonn
National Diagnostics,AJS
National Diagnostics, USA
Cambrex, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
NEB, Frankfurt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Lonza, Verviers
Pierce, Bonn
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Pierce, Bonn
Invitrogen, Karlgruh
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen



Immobilon Western HRP Substrate
Isopropanol

Kaliumacetat (CHCOOK)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KIRO,)
L-685,458

Magnesiumchlorid (MgG)

Manganchlorid (MnG)

MES

Methanol

MOPS

Natriumazid (Nah)

Natriumcarbonat (N&£0s)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat Anhydrat (N#&tdy)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Natriumhydroxid (NaOH)

Natrium-Pyruvat

NeutrAvidin Agarose Beads
O-nitrophenylB-D-galactopyranosid (OPNG)
Opti-MEM

OrangeG

PBS

PNPP (p-Nitrophenylphosphat)

Polybrene

Poly-L-Lysin

Ponceau S

Protease Inhibitor Cocktail Complete, EDTA-free
Protein A Agarose

rProteinG Agarose

Rubidiumchlorid (RbCI)

Schwefelséaure ($50y)

Temed (N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-diamin)
Tris

Tris-HCI
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Millipore, Setvach
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Bachem AG, Weil am Rhein
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
BioRad, Minchen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Pierce, Bonn
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Lonza, Verviers
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
cRe, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
BamRR Munich
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe



Trypton
Tween-20
UltrasolPF

Yeast Extrakt
Zinkchlorid (ZnClh)
a-MEM

B-Mercaptoethanol

2.1.2 Antibiotika

Ampicillin
Hygromycin
G418

Penicillin/Streptomycin
2.1.3 Enzyme

Antarktische Phosphatase

Phusiori™ High Fidelity DNA Polymerase
Restriktionsenzyme

T4-DNA-Ligase

Tag Polymerase

2.1.4 GrolRenmarker

peqGOLD Markers IV
1 kb DNA Ladder
2-log DNA Ladder

2. Material und Methoden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fresenius Kabi, Bad Homburg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Lonza, Verviers

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt

NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt

PEQLab, Erlangen
NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt
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2.1.5 Kits

BCA Protein Assay Kit

EZ-Link™ Plus Activated Peroxidase Kit
JETstar Plasmid Purification System
Luciferase Assay Kit

NucleoSpin Plasmid Kit

QIAquick Gel Extraction Kits

QuickChange XL site-directed Mutagenesis Kit

2.1.6 Hardware

Agarosegeldokumentationseinheit
Blockthermostat — BT1302
Elektrophoresekammern
Mini-Protean 3 electrophoresis cell
Novex Midi Gel System
XCell4 SureLockM Midi-Cell
DNA-Elektrophoresekammern
Agagel Mini
DNA SubCell
Fluroreszenzmikroskop
Geltrockner - Model 583 Geldryer
Gene Ray UV-Photometer
Glaswaren
Horizontalschuttler - HT
Inkubator (Bakterien)
Inkubatoren (Zellkultur)
Excella Eco-170
CO-150
Kryo-Einfriercontainer
Kihlschranke und Gefrierschranke --80°C
--20°C
LAS-3000 Mini Luminescent Image Analyser
Lichtmikroskop
Luminometer Victor
Magnetruhrer

Mikrowelle
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Pierce, Bonn
Piercen
Genomednkdh
Promega, Mannheim
Macherey-Nagel, Diren
Qiagen, Hilden
Gigane, La Jolla, CA

Intas, Gottinge
HLC, Bovenden

BioRAD, Hdesy CA
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biometra, Géttingen

BioRAD, Hercules, CA
Olympus, Japan
BioRAD, Herll€A
Biometra, Géttingen

Schott, Mainz

Infors, Bolmingen, Satiz

New Brunswick Sci., Nfigen

New Brunswick Sci., Nurtingen
New Brunswick Sci., Nirtingen
Nunc, Wiesbaden
The8uoentific
Siemens, Minchen
FujifiidUsseldorf
Wilovert, Wetzlar
PerkinElmer, Rodgau - Jiggs
Heidolph, Kehlheim
Media Markt



Multiscan RC Thermo

PCR-Maschine (Tpersonal)

pH-Meter

Pipetten 0,2 pl — 1 ml

Pipettor AccuJet

Schuttler — Rocky 3D

Spannungsquelle Power Pac 200

Spectrophotometer

Sterilbank

T3 Thermocycler

Trans-Blof Electrophoretic Transfer Cell

Uberkopf-Schittler — Test-Tube-Rotator 34528

Ultraschallstab — UW2070 + Sonoplus

Vortex

Waagen
Analysewaage - AE 160
Feinwaage - PL 1200
Feinwaage - BL150S

Warmeschrank — Incucell

Wasseraufbereitungsanlage (lonenaustauscher, ®jilli-

Wasserbad — Grant
X-ray film developer
Zentrifugen

Sorvall RC 5B Plus (Rotor GSA - 8357)
Kihltischzentrifuge

Mikro200R (Rotor 2424)

Universal 320R (Rotor 1619)
Tischzentrifuge

Mikro120

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

0,2 ml Reaktionsgefalle

1,5 ml Reaktionsgefalle

10 cm Petri-Schaalen (Bakterien)
10 cm Petri-Schaalen (Zellkultur)
12-well Platten (Zellkultur)
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Labsystems, Finnland
Biometra, Géttingen
inoLab, Weinheim
Gilson, USA
VWR, Darmstadt
Frobl, Lindau
BioRAD, Hercdés,
Beckmann, Krefeld
Nunc, Wiesbaden
Biometra, Géttingen
BioRAD, Hercul€s\
jdemg Scientific, Tilburg, NL
Bandelictetmics, Berlin
Scientific Industries, New York
Sartorius, Gottingen
Mettler-Toledo, Giessen
Mettler-Toledo, Giessen
Sartorius, Gottingen
MMM, Grafelfing
Millipore, USA
VWR
FUJI Photo, Japan

Thermo 8tfes

Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Newotir
Nunc, Wieshbade

Nunc, Wiesbaden



15 ml Reaktionsgefalle

2 ml Reaktionsgefalie

50 ml Reaktionsgefalie

6-well Platten

Aluminiumfolie

Blotting Papier

Einweg-Handschuhe

Einwegkivetten

High performance chemiluminescence film
Kryo-Vials

Parafilm M Laboratory Film

Mikrotiterplatte, 96-well Platte
Mikrotiterplatte, high binding, Corning
Nitrozellulose Membran

NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel (1 mm x 12 well)
NUuPAGE 4-12% Bis-Tris Midi Gel (1 mm x 20 well)
NuPAGE MES Running Buffer (20x)
Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Pipetten (5 ml — 25 ml)

Protraif (Nitrozellulose Transfer Membran)
PVDF Membran (Immobilion P)
Slide-A-Lyzer 10K MWCO Dialysis Kassetten

Zellkratzer

2.1.8 Software

Fuji Imaging Software
Microsoft Office 2003
Prism GraphPad 4.0
Clone Manager 7
Adobe Photoshop7.0
CorelDraw 12
MultiGauge V3.1
FinchTV
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Sarstedt, NUmbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niumbrecht
Nunc, Wiesbaden
Aro, Metro
A. Hartenstein , Wirzburg
Semperit, Wien
Sarstedt, Niumbrecht
AmersiBiasciences, UK
Nunc, Wiesbaden
Roth, Karlsruhe
Nunc, Wieslead
SigmaeBenhofen
Hertenstein, Wirzburg
Ingigren, Karlsruhe
vitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Kawhe
Roth, Karlsruhe
Starlab, Ahrensburg
Sarstedt, Nimbrecht
SchleicheBé&huell, Dassel
Millipore, Schwaltia
PierBenn
TPP, Schweiz



2. Material und Methoden

2.1.9 Zelllinien

Es wurden zwei immortalisierte Zelllinien, HEK293ihd CHO-KI, in dieser Arbeit verwendet. Bei
den HEK293 (ATCC: CRL-1573) Zellen handelt es sigtm eine urspriinglich von humanen
embryonalen NierenzelleiHgman Embryonic Kidney Cellsbgeleitete Zelllinie. HEK293T Zellen
besitzen durch den Einbau des temperatursensitvens des SV40 T-Antigens eine hohere
Transfektionseffizienz als ihre Mutterzellline (ATC CRL 11268). HEK293T Zellen wurden in
dieser Arbeit sowohl fur die transiente als auatdi@é stabile Expression von Proteinen verwendet.
Bei der CHO-KI Zelllinie (ATCC: CCL-61) handelt esch um einen Subklon der elterlichen CHO
Zelllinie. Die CHO Zelllinie (Chinese Hamster Ovabells) wurde aus einer Biopsie eines Ovariums
(Eierstocks) eines erwachsenen chinesischen Ham&dcetulus griseus gewonnen (287). Die
LRP1 defiziente Zelllinie 13-5-1 wurde durch Ethelthansulfonat-induzierte Mutation der CHO-KI
Zellen erzeugt und anschlieBend durch ilRseudomonasExotoxinresistenz selektiert (288).
PseudomonaExotoxin A ist ein Ligand von LRP1 und wird GbeRR1 in die Zelle transportiert, wo
es seine tddliche Wirkung entfalten kann (289). DlO-KI und 13-5-1 Zellen wurden von Dr. S.
Leppa zur Verfligung gestellt.

Die aus HEK293 hervorgegangene Verpackungszelliai2-293 (Clontech, France), welche die
viralen gag und pol Gene stabil exprimiert, wurde zur Herstellung vairoviralen Partikeln

verwendet.

2.1.10 Bakterienstamme

Fur die Transformation von DNA wurden chemokomptté&ischerichia coli(E. coli) Bakterien des

Stammes DH& verwendet.

Bakterienstamm Genotyp
F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U16QecAl endAl
hsdR17 (-, mk+) phoA suE44thi-1 gyr A96 relAlA-

TetrD(mcrA)183D(mcrCB-hsdSMR-myi 73 endAl supE44 thi-1
E. coli XL10 Gold recAl gyrA96 relAl latlte [F" proAB lacgZDM15Tn10 (Tetr)
Amy Camr

E. coliDH5a
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2.1.11 Primer
Konstrukt Oligonukleotide Einbau in Vektor e
enzyme
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° |
APPE9SMyC Rev: 5- GGGCCCICTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT - 3 PCDNAS.1A+mychis | Hindill/Xbal
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° —
APPE9Sswemyc Rev: 5- GGGCCCICTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT - 3 PCDNAS.1A+mychis | Hindill/Xbal
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
APPeeSmye Rev: 5- TATTTT ATCGAT TCAATGGTGATGGTGATGAT - 3' L HindiiiClat
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
APPEISANPXYmyc Rev: 5- GGGCCCICTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT - 3 PLHCX APPE9SMyc | Hindill/Xbal
Fwd: 5 - AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3°
APPGIEANPXY- Rev: 5- CTTCTGCAAATGGCACCAATTTT — 8 :
F615Pmyc Fwd: 5 - AAAATTGGTG CCATTTGCAGAAG — 3 B s Sl s
Rev: 5- GGGCCCTCTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT -8
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 8 .
APPE9Sswemye Rev: 5'- TATTTT ATCGAT TCAATGGTGATGGTGATGAT - 3° pLHCX Hindill/Clal
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 8 .
APP695swaNPXYmyc Rev: 5- GGGCCCICTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT -3 pLHCX APP695myc | Hindlll/Xbal
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3
APPGISSWANPXY- Rev: 5- CTTCTGCAAA TGGCACCAATTTT -3’ :
F615Pmyc Fwd: 5- AAMMATTGGTG CCATTTGCAGAAG — 3 PLHCX APPE9SMYC | HindillXbal
Rev: 5- GGGCCCICTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT - 3
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3°
APPE95swe-G681Amyc | Rev: 5- GGGCCCTCTAGA CTAGTTCTGCATCTGCTCAAAGAAC PLHCX APP695myc | Hindill/Xbal
TTGTAGGTTGGATTTTCGTAGGCGTTC - 3
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3
APPE95swe-Y682Amyc | Rev: 5- GGGCCCTCTAGA CTAGTTCTGCATCTGCTCA PLHCX APP695myc | Hindill/Xbal
AAGAACTTGTAGGTTGGATTTTCGGCGCCGTT — 3'
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3°
APPE95swe-N684Amyc | Rev: 5- GGGCCCTCTAGA CTAGTTCTGCATCTGCT PLHCX APP695myc | Hindill/Xbal
CAAAGAACTTGTAGGTTGGAGCTTCGTAG -3'
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 8
APPE95swe-P685AMyC | Rev: 5~ GGGCCCICTAGA CTAGTTCTGCATCTGCTCAAAG PLHCX APP695myc | Hindill/Xbal
AACTTGTAGGTTGCATTTTC - 3
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 8
APPE95swe-Y687Amyc | Rev: 5- GGGCCCTCTAGA CTAGTTCTGCATCTGCTC PLHCX APP695myc | Hindill/Xbal
AAAGAACTTGGCGGTTGG -3
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
GIERERAEE) Rev: 5- TATTTT ATCGAT TTACAAGGTGATGACGATCACTG — 3 pLHCX Hindlll/Clal
_ Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
APP69ailless Rev: 5'- GGGCCCTCTAGA CTACAGCATCACCAAGGTGATGA-3 PLHCX APP69SmyC | HindilliXbal
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
APPE9SH Rev: 5- TATTTT ATCGAT TTACTGTTTCTTCTTCAGCATCA —3' pLHCX Hindill/Clal
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
APPB95+32 Rev: 5'- TATTTT ATCGAT TTAGTTCTGCTGCATCTTGGACA — 3 pLHCX Hindill/Clal
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
APPG95+40 Rev: 5'- TATTTT ATCGAT TTACTTGTAGGTTGGATTTTCGT — 3’ pLHCX Hindill/Clal
APPGOS Fud: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT - 3 - Hind/Clal
Rev: 5 -TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3 .
APPE95swe-(-3) Rev: 5- TATTTT ATCGAT TTACAAGGTGATGACGATCACTG — 3' PLHCX e
. Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 8 .
e Rev: 5- GGGCCCTCTAGA CTACAGCATCACCAAGGTGATGA-3 B e al Raaesd
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3 .
APPE9Sswe+4 Rev: 5- TATTTT ATCGAT TTACTGTTTCTTCTTCAGCATCA -3’ pLHCX Hindlli/Clat
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3 .
APPE9Sswe+32 Rev: 5- TATTTT ATCGAT TTAGTTCTGCTGCATCTTGGACA — 3° pLHCX Hindlli/Clat
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 8 .
APPE9Sswe 40 Rev: 5- TATTTT ATCGAT TTACTTGTAGGTTGGATTTTCGT — 3 pLHCX Hindlli/Clat
APPG95SHe Fud: 5 AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT - 3 — i Clal
Rev: 5 -TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3
oo Fud: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT - 3 - HindClal
Rev: 5 -TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3
CooANPXY Fud: 5 AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT - 3 — i Clal
Rev: 5 -TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3 .
C99myc Rev: 5- GGGCCCTCTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT - 3 PLHCX APPE9SMyc | Hindill/Xbal
Fwd: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3° .
COMNPXYmyc Rev: 5- GGGCCCTCTAGA GTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTT - 3 PLHCX APPE9SMyc | Hindill/Xbal
APPGa Fud: 5~ AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT - 3 - il
Rev: 5 -TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3
Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 8
APPGalE6LEP Rev: 5- CTTCTGCAAATGGCACCAATTTT -3 AR Hindil/Clal

Fwd: 5°- AAAATTGGTG CCATTTGCAGAAG - 3

Rev: 5-TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3
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Restriktions-

Konstrukt Oligonukleotide Einbau in Vektor
enzyme

Fwd: 5- AAACTT AAGCTT ATGCTGCCCGGTTTGGCACT — 3
Rev: 5 - ATTCTGCATCAAC CTTCACTTCA -3 _
APPGal-M596V I TR pLHCX HindllI/Clal
Rev: 5 -TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3’

Fwd: 5- GGCCCCAAGCTT ATGCCCATGGGGTCTCTGC — 3 .
SEAP-APP Rev: 5-TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3' PLHCX e
Fwd: 5 - GGCCCCAAGCTT ATGCCCATGGGGTCTCTIGE — 3
Rev: 5- CTTCTGCAAA TGGCACCAATTTT -3 .
SEAP-APP-F615P B e e e T pLHCX Hindlll/Clal
Rev: 5 TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC3

Fwd: 5- GGCCCCAAGCTT ATGCCCATGGGGTCTCTGC — 3

Rev: 5°- ATTCTGCATCAACCTTCACTTCA -3’

SEAP-APP-M596V Fwd 5 - TGAAGTGAAG GTTGATGCAGAAT - 37 pLHCX Hindlll/Clal
Rev: 5-TTTTATCGAT TTAGTTCTGCATCTGC-3"
2.1.12 Vektoren
Eukaryontische Expressionvektoren
pcDNA3.1 A+ mychis Invitrogen (Karlsruhe)
Clontech (Saint-Germain-en-Laye,

Bl France)

pcDNA3.1 A+ mychis APP695myc
pcDNA3.1 A+ mychis APP6SNPXYmyc
pcDNA3.1 A+ mychis APP695swemyc
pcDNA3.1 A+ mychis APP695suéNPXYmyc
pLHCX APP695myc

pLHCX APP693ANPXYmyc

pLHCX APP693ANPXY-F615Pmyc
pLHCX APP695swemyc

pLHCX APP695swaANPXYmyc
pLHCX APP695swaANPXY-F615Pmyc
pLHCX APP695swe-G681Amyc
pLHCX APP695swe-Y682Amyc
pLHCX APP695swe-N684Amyc
pLHCX APP695swe-P685Amyc
pLHCX APP695swe-Y687Amyc
pLHCX APP695-(-3)

pLHCX APP69%ailless

pLHCX APP695+4

pLHCX APP695+32

pLHCX APP695+40

pLHCX APP695

pLHCX APP695swe-(-3)

pLHCX APP695swhailless

pLHCX APP695swe+4

pLHCX APP695swe+32

pLHCX APP695swe+40

pLHCX APP695swe

pLHCX C99

pPLHCX COANPXY

pLHCX C99myc
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Eukaryontische Expressionvektoren
pLHCX COANPXYmyc

pLHCX APPGal
pLHCX APPGal-F615P

pLHCX APPGal-M596V
pLHCX APPGal-F615P/M596V

pLHCX APPGalswe
pLHCX APPGalswe-F615P

pLHCX SEAP-APP
pLHCX SEAP-APP-F615P

pLHCX SEAP-APP-M596V
pLHCX SEAP-APP-F615P/ M596V

pLHCX SEAP-APPGalswe
pLHCX SEAP-APPswe-F615P

pPLHCX LRPCT

pG5E1B
pcDNA3.1 mychis LacZ (+) Invitrogen (Karlsruhe)
pcDNA3 Invitrogen (Karlsruhe)

pcDNA3-Fe65

pLPCX Clontech (Saint-Germain-en-Laye,

France)
pLPCX-BACE1
2.1.13 Stabile Zelllinien

Stabile Zelllinie Resistenz

CHOKI APP695myc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APPG69ANPXYmyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP69ANPXY-F615Pmyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swemyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swANPXYmyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swANPXY-F615Pmyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe-G681Amyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe-Y682Amyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe-N684Amyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe-P685Amyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe-Y687Amyc pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695-(-3) pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP69%ailless pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695+4 pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695+32 pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695+40 pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695 pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe-(-3) pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swailless pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe+4 pLHCX — Hygromycin
CHOKI APP695swe+32 pLHCX — Hygromycin
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Stabile Zelllinie

Resistenz

CHOKI APP695swe+40

pLHCX — Hygromycin

CHOKI APP695swe

pLHCX — Hygromycin

CHOKI C99

pLHCX — Hygromycin

CHOKI COANPXY

pLHCX — Hygromycin

CHOKI C99myc

pLHCX — Hygromycin

CHOKI COANPXYmyc

pLHCX — Hygromycin

CHOKI APPGal

pLHCX — Hygromycin

CHOKI APPGal-F615P

pLHCX — Hygromycin

CHOKI APPGal-M596V

pLHCX — Hygromycin

CHOKI APPGal-F615P/M596V

pLHCX — Hygromycin

CHOKI APPGalswe

pLHCX — Hygromycin

CHOKI APPGalswe-F615P

pLHCX — Hygromycin

CHOKI SEAP-APP

pLHCX — Hygromycin

CHOKI SEAP-APP-F615P

pLHCX — Hygromycin

CHOKI SEAP-APP-M596V

pLHCX — Hygromycin

CHOKI SEAP-APP-F615P/ M596V

pLHCX — Hygromycin

CHOKI SEAP-APPGalswe

pLHCX — Hygromycin

CHOKI SEAP-APPswe-F615P

pLHCX — Hygromycin

293T APPGal

pLHCX — Hygromycin

293T APPGal-F615P

pLHCX — Hygromycin

293T APPGal-M596V

pLHCX — Hygromycin

293T APPGal-F615P/M596V

pLHCX — Hygromycin

293T APPGalswe

pLHCX — Hygromycin

293T APPGalswe-F615P

pLHCX — Hygromycin

293T SEAP-APP

pLHCX — Hygromycin

293T SEAP-APP-F615P

pLHCX — Hygromycin

293T SEAP-APP-M596V

pLHCX — Hygromycin

293T SEAP-APP-F615P/ M596V

pLHCX — Hygromycin

293T SEAP-APPGalswe

pLHCX — Hygromycin

293T SEAP-APPswe-F615P

pLHCX — Hygromycin
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2.1.14 AntikOrper

Primare Antikdrper
Bezeichnung | Antigen Wirt WB Bezugsquelle / Referenz
. C.U. Pietrzik, Johannes-
APP . 1:10000 in 5% ' o
CT15 Kaninchen ; Gutenberg Universitat
(AS 681-695) Milch/TBST Mainz (284)
) E.H. Koo, University of
1G7-5A3 A:AI\DSP380 665 Maus 13_]_0;2_'_ California San Diego
( -665) in California (103)
: . E.H. Koo, University of
0, 1
63D APP Kaninchen i/lllor(ljlo'l'llgss'lé California San Diego
e California (290)
APPBspe . 1:5000 D. Schenk, Elan
R (AS 591 — 596) Kaninchen | i rggr Pharmaceuticals (204)
APPS . 1:2500 in 3% D. Schenk, Elan
192wt (AS 591 — 596) REMMEnen | senmrmey Pharmaceuticals (201)
) E.H. Koo, University of
APP 1:3000 N .
26D6 Maus ; California San Diego
(AS 597-608) in TBST California (291)
APP 1:500
IC16 (AS 597-612) Maus in TBST
K.-H. Baumann, Roche,
BAP-24 Human A340 Mouse Monoclonal Basel (292)
K.-H. Baumann, Roche,
BAP-15 Human A342 Mouse Monoclonal Basel (292)
c-myc 1:1000 ATCC:
9E10 (AS 410 — 419) Maus in TBST CRL-1729
. C.U. Pietrzik, Johannes-
LRP1 . 1:10000 in 5% ' s
1704 Kaninchen ; Gutenberg Universitat
(AS 4530 — 4544) Milch/ TBST Mainz (284)
Sekundare HRP-gekoppelte Antikorper
Bezeichnung | Antigen Wirt WB Bezugsquelle
Anti- ) o
Kaninchen- Kaninchen IgG Ziege 1'.10000 )0 Jackson Lab, Maine, USA
Milch/TBST
HRP
Anti-Maus- : 1:10000 in 5% .
HRP Maus IgG Ziege Milch/TBST Jackson Lab, Maine, USA
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Staghknfahren zur Amplifizierung von beliebigen
Nukleinsdureabschnitten. Eine thermostabile DNAyP@rase synthestisiert hierbei einen DNA-
Abschnitt, der durch zwei Oligonukleotide, so geman Primern, genau festgelegt ist. Wahrend der
PCR wird die DNA durch thermisches Erhitzen denattrund durch anschlieBendes Abkihlen
binden die Primer an jeweils einen Einzelstrang Mekleinsdure. Der entstehende kurze Abschnitt
doppelstrangiger DNA ist sowohl Vorraussetzungaalsh Startpunkt der Synthese des neuen DNA
Stranges. Im Laufe der Verlangerung der Primer€sibn) bei 72°C, dem Aktivitdtsoptimum der
DNA-Polymerase, werden passende Nukleotide anrdas3 -OH Ende des Primers angefugt. Durch
mehrfache Wiederholung der Denaturierung, Primagerung und Primerextension kbnnen genau
bestimmte DNA-Abschnitte exponentiell amplifiziarerden.

Zur Klonierung von cDNA Abschnitten wurde die POQR Rahmen dieser Arbeit zur Amplifikation
und Modifikation verwendet. Die PCR Protokolle ustdeiden sich auf Grund des DNA Templates,
der Primersequenz, der Polymerase und der Langezdeamplifizierenden DNA Fragments.
Spezifische Oligonukleotide wurden entworfen undnvder Firma Invitrogen (Karlsruhe)
synthetisiert. Um die Wahrscheinlichkeit eines éehaften Einbaus von Nukleotiden zu reduzieren,
wurde die Phusidlf High Fidelity DNA Polymerase der Firma NEB (Framitj verwendet. Neben
einer 5°-3"-DNA Polymerase besitzt die Phusion Palsase auch eine 3°-5"-Exonuclease-Aktivitat,
welche die Proofreading-Funktion Gbernimmt. Fir t#®GSRs und Kolonie-PCRs wurde die Taq

Polymerase der Firma NEB (Frankfurt) eingesets kdiine Proofreading-Aktivitat hat.

Reaktionsansatz: 10 pl 5x Phusion HF Puffer
100-500 ng cDNA Template
0,25 ul (500 nM) Primer fwd (Stock: 100 uM)
0,25 pl (500 nM) Primer rev (Stock: 100 pM)
1 pul (200 pM) dNTP-Mix (Stock: je 10mM)
0,5 pl Phusion
Mit H,Oq44 auf 50 pl aufgefullt.

Die Reaktionsansatze wurden gemischt, dicht vessskh und die PCR im Thermocycler

durchgefuhrt. Das hier angegebene PCR Programmewzud Amplifikation der cDNA von APP

verwendet.
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PCR Programm: Denaturierung: 98°C 30s
Denaturierung: 98°C 10s
Annealing: 60°C 30s 30 Zyklen
Elongation: 72°C 240s
Schlussverlangerung: 72°C 240s
Lagerung: 4°C o

Die PCR wurde anschlieRend uber ein 0,8 % (w/v) régegel aufgetrennt (2.2.1.4) und das
amplifizierte DNA-Fragment mittels Gelextraktion saudem Gel eluiert (2.2.1.5). Nach
anschlielendem Restriktionsverdau (2.2.1.6) uneéuten Aufreinigung (2.2.1.5) wurde das DNA-

Fragment in einen Expressionsvektor kloniert (28).1
2.2.1.2 Mutagenese

Zum Austausch einer oder mehrerer Basen oder flatibeen eines oder mehrerer Codons innerhalb
eines Vektors bzw. cDNA-Abschnittes wurde entwedierQuickChang® site-directed mutagenesis

oder dieTwo-Step PCR Mutagenesisrwendet.

2.2.1.2.1 QuickChang® site-directed mutagenesis

Das QuickChange XL site-directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA) wurde zum gezielten
Einfligen von Punktmutationen verwendet. Die Methioeleiht auf einem doppelstrangigen Vektor, in
den die Modifikation eingefiigt werden soll, und zvegnthetischen Oligonukleotidprimern. Das
Primer-Paar ist komplementar zueinander und enthatter Mitte die gewiinschte Mutation. Die
beiden Plasmid-Strange werden anschlieRend dueciNdizung deiPfuTurbo DNA-Polymerase in
der PCR mit hochster Genauigkeit repliziert, scsahsch den Einbau der beiden Primer ein mutiertes
Plasmid mit versetzten Bruchstellen in den beidarzdistrangen entsteht. Dpn |, eine spezifische
Endonuklease fir methylierte bzw. hemimethyliertd ) erkennt und verdaut DNA, die aus fast
allen E. coli Stammen isoliert wurde. Durch die anschliel3endeaBdlung des PCR-Ansatzes mit
Dpn | wird der parentale, nicht mutierte DNA-Straalggebaut und der mutierte, neu synthetisierte
Strang selektiert. Nach der Transformation in skppetenteE. coli XL10-Gold Bakterien wird die
doppelstrangige, mit versetzten Bruchstellen vemsehvektor-DNA enzymatisch repariert und die
Zellen auf Ampicillin-Platten selektioniert. Die Nagenese wurde gemdl dem vom Hersteller

vorgegebenen Protokoll durchgefiihrt.
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2.2.1.2.2 Two-Step PCR Mutagenesis

Die Two-Step PCR Mutagenesisurde zum Austausch von Basen und zur Deletion @odons
verwendet. Dabei wurde nicht das gesamte Plasmlitiert, sondern &hnlich einer Standard-PCR ein
mutiertes DNA-Fragment generiert, welches an dedeBnmit Restriktionschnittstellen versehen
wurde. Nach anschlieBendem Verdau (2.2.1.6) wuedelmsert in einen linearisierten Vektor ligiert
(2.2.1.8). Dazu wurden ein innerhalb und ein an Beden des zu amplifizierenden DNA Stlickes
bindendes Primerpaar verwendet. Das innere Priraenyar sowohl komplementar zueinander als
auch zu dem jeweils entgegengesetzten Strang dgsseitzten Vektors. Fir den Entwurf der beiden
inneren Primer war es essentiell, dass sich dimuligende Mutation in der Mitte des Primers befand
und diese von 10-15 zum Matrizenstrang komplement&fukleotiden flankiert wurde. Durch drei
PCR-Reaktionen wurde das mutierte Insert hergedieltwei primdren PCR Reaktionen wurden der
5’ bzw. der 3’ zur Mutation liegende Abschnitt rjetveils einem der &uf3eren und einem der inneren
Primer amplifiziert, so dass die beiden entstanddfragmente auf Grund der inneren Primer einen
Uberlappenden, die Mutation-enthaltenden Sequeolalts besalen. Diese beiden PCR-Fragmente
wurden in einer dritten PCR mit den beiden au3@mmern eingesetzt. Diese PCR resultierte in dem

vollstéandigen Insert-Fragment inklusive der eingédia Mutation.
2.2.1.3 Kolonie-PCR

Nach der Ligation der cDNA Fragmente in einen Egpi@svektor und anschliel3ender
Transformation des LigationsgemischesEincoli DH5a eignet sich die Kolonie-PCR zur schnellen
Untersuchung einer grofRen Anzahl an Bakterien @&uf dchtigen und vollstandigen Einbau des
Inserts in den Expressionvektor. Dazu wurde ein RGRter-Mix fur die Anzahl der zu

untersuchenden Kolonien, eine Negativkontrolle {&eKolonie) und eine Positivkontrolle (das
eingesetzte cDNA Plasmid) angesetzt und je 20 plAfesatzes in PCR-Reaktiongefal3e vorgelegt.
Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde je einedf® von der Transformationsplatte aufgenommen
und durch Eintauchen und kurzes Drehen in den PG@RiMerfuhrt. AnschlieBend wurde zur

Sicherung der Kolonie die Pipettenspitze auf efrischen Agaroseplatte mit Selektionsantibiotikum
abgestrichen. Zum Nachwachsen der Kolonie wurdePtiitte Gber Nacht in den Bakterieninkubator
bei 37°C gestellt. Die Reaktionsgefalle wurden Vdossen und die PCR im Thermocycler
durchgefuhrt. Nach Beendigung des Laufes wurde H@R mittels qualitativer Agarose-

Gelelektrophorese (2.2.1.4) auf das entspreche@&eMrodukt untersucht.
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PCR-Master-Mix:

fur eine PCR fur 10 PCRs Endlesmztion
10x ThermoPol Puffer 2 ul 20 pl x1
eine Kolonie als Template
Primer fwd (Stock: 100 pM) 0,1 pl 1pl 0,5 uM
Primer rev (Stock: 100 puM) 0,1 pl 1pl 0,5 uM
dNTP-Mix (Stock: je 10 mM) 0,4 pl 4 pl 200puM
Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,04 ul 0,4 pl
Mit H,Oq44 aufgefillt auf 20 pl 200 pl

PCR Programm zur Selektion positiver Kolonien dBiPAKlonierungen:

Denaturierung: 94°C 3 min
Denaturierung: 94°C 45

Annealing: 58°C 30s 30 Zyklen
Elongation: 72°C 240
Schlussverlangerung: 72°C 240s

Lagerung: 4°C o

2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Aufreinigung von PCR-Produkterd Restriktionsansatzen von Plasmiden oder
PCR-Fragmenten wurde die praparative Agarose-Geefgthorese verwendet. Die Bestimmung von
DNA-Konzentrationen, die Untersuchung der Koloni@RRPAnsatze und die qualitative Analyse der
Kontrollrestriktionen der Klonierungen wurden mitadytischen Gelen durchgefihrt. Bei praparativen
Gelen wurden grof3ere Probenvolumina eingesetzfi(bals bei analytischen Gelen (20 ul), so dass
sich die beiden Systeme in der TaschengrofRe der @el bei sehr groRen Probenvolumina auch in
der Geldicke unterschieden. Je nach Grol3e derwzartenden DNA-Fragmente wurden 0,5% (>4
kDa,), 0,8% (0,5 — 4 kDa) und 1,5%ige (<1 kDa) @stisme verwendet.

Unter regelmaRigem Schitteln wurde die abgewogegaose durch Erhitzen in der Mikrowelle in
1x TAE gelost. AnschlieBend wurde der bis auf 60a&Bgekihlten Agarose 1/50000 der
Ethidiumbromidstammldsung zugesetzt. Nach kurzerachBn wurde die flissige Agarose in den
vorbereiteten Geltrager gegossen und der entsprdeh@robentaschenkamm eingesetzt. Nach dem
Erstarren des Agarosegels wurde der Probenkamrarentind das Gel in die mit 1x TAE gefillte
Laufkammer gestellt. Die zu untersuchenden Probenden mit 1/10 Probenvolumen OrangeG
Ladepuffer versetzt, gemischt und dann vorsichtiglie Probetaschen pipettiert. 0,7 pl des 1 kDa

GroRRenmarkers der Firma NEB (Frankfurt) wurden wlish als DNA-Standard bei Fragmenten mit
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einer Lange groRRer als 1 kDa aufgetragen, wahrenduDdes 2-log Standards fur kleinere Stiicke
benutzt wurden.

Die DNA-Fragmente wurden anschliel3end bei 100 g aufgetrennt, bis die OrangeG-Lauffront
ca. 2/3 des Gels durchwandert hatte. OrangeG léifeiner Gré3e von ungefahr 50 bp und wurde
daher als Lauffront bezeichnet. Das im Agarosegdhandene Ethidiumbromid interkalierte wahrend
des Laufes in die DNA, so dass diese unmittelbah rdem Lauf sichtbar gemacht werden konnte.
Zum Schutze vor Schadigungen der DNA durch UV-Lighirden praparative Gele mit einer

Schwarzlichtlampe untersucht. Qualitative Gele wurddagegen mittels UV-Licht auf einer

Agarosegeldokumentationseinheit dokumentiert.

10x TAE

0,4 M Tris (M 121,14) 48,46 g/l
0,01 M EDTA*N&*2H,0 (M 372.24) 3,72 g/l
11,4% viv ~ 0,2 M Eisessig (Acetic Acid) 11,42 mi/l

Zur Herstellung des 1x TAE Laufpuffers wurde diarBmlésung 1:10 mit $Dqq verdinnt.

Ethidiumbromidstammlésung
1% wiv Ethidiumbromid (EtBr) | 10 mg/m
In H,O4qgelost.

10x OrangeG Stammlésung

20 % (wi/v) Ficoll 400 2 g/10ml
0,25 % OrangeG 0,025 g/10ml
In H,O4qgeldst.

2.2.1.5 Elution von DNA aus praparativen Agarosegelen

Die DNA-Fragmente des praparativen Gels wurden &ahwarzlicht sichtbar gemacht und die
gewiinschte Bande mit einer Rasierklinge herausgésaf Die DNA wurde mit Hilfe des QIAquick
Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) nach den Vdrea des Herstellers eluiert. Nach dem Schmelzen
des Gels in 750 ul Puffer QG bei 50°C wurde dieungsauf Eis gekihlt, um die Affinitdt der DNA
zur Silica-Membran zu erhdhen. Nach der Zugabe2&thul Isopropanol wurde die Losung uber die
Saule gegeben. Nach dem Waschen mit 600 pl PuBenrfdl anschlieender Trocknung wurde die
DNA nach 5 min Inkubation mit 32 ul des auf 70°@Gieaten TE Puffers eluiert.

2.2.1.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen zerschneiden DNA an espgrifischen, palindromischen Sequenzen, die
eine Lange von 4, 6 oder 8 bp haben. Durch diesedayl entstehen DNA-Fragmente mit ,klebrigen*

(,sticky") bzw. ,stumpfen” (,blunt*) Enden. Um eirDNA-Insert gerichtet in einen Zielvektor
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einzubauen, wurde sowohl das Insert als auch dektovedurch zwei unterschiedliche
Restriktionsendonukleasen, die beide ,klebrige” émerzeugten, verdaut. Die dabei entstehenden
Uberhdngenden, einzelstrangigen und komplementBf¢A-Enden des Inserts und des Vektors
wurden anschlief3end durch Ligation (2.2.1.8) méater verbunden.

Dazu wurden 4 pg Plasmid-DNA bzw. das PCR-Produiel@at bei optimalen Pufferbedingungen
der beiden Enzyme und dem Zusatz einer ProteinpB&&, in einem Endvolumen von 50 pl tber
Nacht bei 37°C vollstéandig verdaut. AnschlieRendrdeuder Restriktionsansatz mittels Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.1.4) aufgetrennt und dasoj¢s DNA-Fragment aus dem Gel aufgereingt
(2.2.1.5).

Zur analytischen Untersuchung wurden entsprechepd Plasmid-DNA fir 2-3 Std. bei 37°C in
einem 30 ul Ansatz verdaut (2.2.1.6) und mittelsardge-Gelelektrophorese analysiert und
dokumentiert (2.2.1.4).

Préaparativer Verdau: DNA 4 g
Restriktionsenzym 1 1l
Restriktionsenzym 2 1l
10x Puffer 5 pul
100x BSA 0,5 pl

Auf 50 pl mit HOyq aufgefullt.

Analytischer Verdau: DNA 1ug
Restriktionsenzym 1 0,25 ul
Restriktionsenzym 2 0,25 ul
10x Puffer 3ul
100x BSA 0,3 ul

Auf 30 pl mit HOyq aufgefullt.

2.2.1.7 Dephoshorylierung von DNA

Um die intramolekulare Re-Ligation eines lineariwa Vektors zu verhindern, wurden die 5'-
Phosphatgruppen durch die antarktische Phophataferrd. Nach dem Verdau konnte die
antarktische Phosphatase (NEB, Frankfurt) durchazuson 1/10 Volumen des spezifischen 10x
Reaktionspuffers direkt im Restriktionsansatz vemet werden. Nach der Dephosphorylierung bei
37°C fur 1 Std. konnte das Enzym gegebenenfalls66&C fiir 5 min hitzeinaktiviert werden. Die

Plasmid-DNA wurde anschlie3end mittels Agarose-lBkteophorese aufgetrennt und mit Hilfe des
QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) extiart (2.2.1.5).

Zum Beispiel: Restriktionsansatz 50 ul
10x Antarktischer
Phosphatase Reaktionspuffer 6 pl
Antarktische Phosphatase 1l
Hzodd 3 Lll
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2.2.1.8 Ligation

Der Einbau des mit entsprechenden Restriktionseerygeschnittenen DNA-Fragmentes in einen
zuvor linearisierten und dephosphorylierten Velddolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase. Die T4-
DNA-Ligase knupft eine Phosphodiesterbindung zwéschdem 3’-Hydroxylende des einen
Nukleotides mit dem 5’-Phosphatende des anderereNitittes. An Hand eines Agarosegels, auf
welchem 2 ul des Vektor- und des Inserteluatesyaigat wurden, wurden die einzusetzenden
Volumina so bestimmt, dass das eingesetzte molarbaitnis des Inserts zum Vektor 3:1 betrug.
Parallel wurde eine Ligation des Vektors ohne Zusdes Inserts als Religationskontrolle
durchgefiuhrt. Die Ligation wurde in einem 20 ul Atisbei RT (~18°C) Uber Nacht durchgefiihrt. 10
pl eines jeden Ligationsansatzes wurden zur Trardoon von kompetente. coli DH5a eingesetzt
(2.2.2.3).

Ligationsansatz: 10x Ligase-Puffer 2 ul
Plasmid DNA X Ml
Insert DNA X Ml
T4-DNA-Ligase 0,5 ul

Auf 20 pl mit HOyq aufgefulit.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Bakterienanzucht

Einzelkolonien deE. coli Bakterien wurden sowohl zur Plasmidpraparatiorklemen Ansatz (Mini-
Préap) als auch im groR3en Ansatz (Maxi-Prap) in LBelim inokuliert und bei 37°C und 200 U/min
Uber Nacht im Schittelinkubator kultiviert. Als 8lionsantibiotikum wurde bei Bedarf Ampicillin in

einer Konzentration von 40 pg/ml zugesetzt.

1000x Ampicillin
40 mg/ml Ampicillin 400 mg /10 ml
In H,Oq4q gelbst, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

LB Medium

1% w/v Trypton 10 g/l
0,5% w/v Yeast Extrakt 5 g/l
1% Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 10 g/l

Alle Inhaltsstoffe wurden in Lésung gebracht und pld-Wert auf 7,5 eingestellt. Anschlieend wurds d
LB-Medium abgeftllt und 20 min bei 121°C autoklatie
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LB Agar Platten

1% w/v Trypton 10 g/l
0,5% w/v Yeast Extrakt 59/l

1% Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 10 g/l
1,5% Bacto-Agar 15 g/l

Alle Zutaten wurden geruhrt und der pH-Wert auf &ijigestellt. AnschlieRend wurde das LB-Medium
abgefillt und 20 min bei 121°C autoklaviert. NagmdAbkihlen auf unter 60°C wurde wahlweise
Ampicillin 1:1000 hinzugefiigt und 15 ml Medium itesle 10 cm Bakterienschaalen gegossen.

2.2.2.2 Herstellung chemisch-kompetentét. coli Bakterien

Chemisch-kompetente Bakterien wurden dem Hanahatoll folgend hergestellt (293). Dabei
wurde eine Einzelkoloni&.coli DH50 Gber Nacht in 5 ml LB-Medium bei 37°C und 200 Udmi
kultiviert. Nach dem Umimpfen von einem Milliliteter Ubernachtkultur in 100 ml LB-Medium in
einem 1 L Schittelkolben wurde die Kultur bis zmegi OQyy von 0,5 inkubiert. Die Bakterien
wurden daraufhin bei 5000 U/min und 4°C fur 10 mbzentrifugiert. Alle folgenden Schritte wurden
auf Eis und wenn moglich im Kihlraum durchgefitider Uberstand wurde abgegossen und die
restliche FlUssigkeit mit einer Pipette abgesabDgss Pellet wurde in 33,2 ml kaltem RF1-Puffer mit
einer 10 ml Pipette vorsichtig resuspendiert undefile Stunde im Eisbad im Kihlraum inkubiert.
Das anschlie3end durch 10minitige ZentrifugatiarbB80 U/min und 4°C erhaltene Pellet wurde in
8 ml kaltem RF2-Puffer vorsichtig resuspendiert fiind1l5 min im Eisbad im Kihlraum inkubiert. Je
50 pl der chemisch-kompetenten Bakterien wurderl,Bln ml Reaktionsgefal3en, die bei -80°C
vorgekuhlt wurden, aliquotiert, umgehend in flussig Stickstoff eingefroren und anschlieRend bei
-80°C gelagert. Zur Bestimmung der Transformatiffisenz wurden 0,1 ng des Vektors pcDNA3.1
A+ in die Bakterien mittels Hitzeschocks transfaenhi Die Effizienz wurde in Kolonien pro pg DNA
(colony forming units, cfu) angegeben, wobei 500dke&n nach der Transformation von 0,1 ng einer
Transformationsrate von 5 x %l@fu/ug entsprechen. Chemisch-kompetente Baktelim, eine

Transformationseffizienz héher als 5 x®iffu/ug hatten, wurden bei allen weiteren Experiteen

benutzt.
RF1 Pro Liter
100 mM Rubidiumchlorid (RbCI, M 120,9) 12,19
50 mM Manganchlorid (MnGIM 197,9) 9,895¢
30 mM Kaliumacetat (CkCOOK, M 98,14) 2,944 ¢
10 mM Calciumchlorid (CaG| M 147,01) 1,479
15% wi/v Glycerol 150 g
pH auf 5,8 eingestellt und anschlieRend sterikiitr
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RF2 Pro 500 ml
10 mM MOPS (M 209,3) 1,059

10 mM Rubidiumchlorid (RbCI, M 120,9) 0,690

75 mM Calciumchlorid (CaG| M 147,01) 5519
15% wi/v Glycerol 759

pH auf 6,8 eingestellt und anschlieRend sterikiitr

2.2.2.3 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Zur Transformation von Vektor-DNA wurden 50 ul Aliots der kompetente. coli DH5a (2.2.2.2)
auf Eis aufgetaut und mit 100 ng Plasmid-DNA bz® 1l Ligationsansatz vermischt und fur 20 Min.
auf Eis inkubiert. Durch einen einminitigen HitZesck bei 42°C und anschlie3ender zweiminttiger
Inkubation auf Eis wurde die Aufnahme der DNA ire ddakterien erméglicht. Zur Erholung der
Zellen wurde der Transformationsansatz mit 700ufild2°C vorgewarmtem LB-Medium versetzt und
fur 1 Std. bei 37°C und 200 U/min inkubiert. 100der Plasmid-DNA-Transformation wurden direkt
auf Ampicillin enthaltende LB-Agar-Platten auspktt Dagegen wurden die Zellen der
Ligationsansatz-Transformation nach kurzer Abz@rmgation bei 10000 U/min in 100 pl LB Medium
resuspendiert und anschlieend ausgestrichen.|&tterdPwurden fur 16-24 Std. bei 37°C inkubiert.

2.2.2.4 Kryokonservierung von Bakterien

Zur dauerhaften Lagerung der Bakterienstamme wuré@d pl einer frisch angezogenen und
durchgewachsenen LB-Medium-Kultur mit 400 pl Ghadein einem Cryogefa? gemischt und
anschlieRend bei -80°C eingefroren und gelagent. efoeuten Anziichtung des Bakterienstammes
wurden mit einer sterilen Pipettenspitze einigeléfelvon der Oberflache gekratzt und direkt in

Antibiotikum enthaltendes LB-Medium inokuliert.
2.2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

In den meisten kommerziell erhéltlichen DNA-Extiaks-Kits wird eine Kombination aus alkalischer
Lyse (294) und anschlieBender Bindung der DNA ae Silicamembran durchgefihrt. Dabei werden
nach der alkalischen Lyse Proteine, chromosomald& Dhd Zellfragmente durch die Neutralisation
des pH-Wertes und die Erhéhung der Salzkonzentrajedallt. Zudem wird die Affinitat der DNA

zur Silicmembran durch die hohe Salzkonzentratitwdlg. Nach der Entfernung der Préazipitate wird
die Plasmid-DNA spezifisch an eine Silica-Membrabunden. Verbleibende Verunreinigungen wie
RNA, Proteine und andere Metabolite werden andgaie durch Waschschritte vollstandig entfernt.
Nach der Elution der Plasmid-DNA bei niedriger Ralzentration ist diese direkt fur weitere

Versuche einsetzbar.
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Zur Aufreinigung gréRerer Mengen an Plasmid-DNA §xitPrap“) wurden 330 ml Bakterienkultur
Uber Nacht geziichtet. Zur Isolation der Plasmid-DM#Ade das JETstar Plasmid Purification System
der Firma Genomed (L6hne) verwendet. Kleinere Marigasmid-DNA (,Mini-Prap*“) wurden aus 3
ml einer Ubernachtkultur mit Hilfe des NucleoSpila$Mid Kits der Firma Macherey-Nagel (Diiren)
aufgereingt. Beide Kits enthielten alle notwendigrifer und Lésungen. Die DNA-Extraktion wurde

den Vorgaben des Herstellers entsprechend durdingef
2.2.2.6 DNA-Sequenzanalyse

Zur Verifizierung wurden alle hergestellten DNA-Katrukte am Institut far Immunologie und
Genetik der Universitat Kaiserslautern sequenzizig. Sequenzrohdaten wurden mit dem Programm
FinchTV (Geospiza, Seattle, WA) editiert und die ermiéehit der gewilinschten Sequenz mit dem

ProgramntClone Manager {Sci Ed Software, NC) verglichen.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Routinemafige Zellkulturarbeiten wurden unter kariArbeitsbedingungen in Laboratorien der
Sicherheitsstufe 1 und 2 durchgefihrt. Zur Vermegdwon Kontaminationen wurden samtliche
Zellkulturwaren separat von Laborwaren aufbewalgéwaschen und autoklaviert. Bei den
verwendeten Zellkulturschalen und -platten, 1,5X8Iml und 50 ml Reaktionsgefal3en, Spritzen und
Kanulen sowie Sterilfiltern handelte es sich umviggplastikwaren fur die Zellkultur ¢ell culture
qualified’). Soweit nicht anders vom Hersteller empfohlenyden alle Losungen und Medien bei 4°C

gelagert.
2.2.3.1 Kultivierung von Zelllinien

Die adharent wachsenden HEK293T und CHO-KI Zellenrden routinemaRig in 10 cm
Kulturschalen bei 37°C, 5 % G@nd Feuchtigkeitsattigung in einem Brutschrankikgrt. Die zur
Teilung der Zellen benétigten Medien, 1x PBS undTiypsin-EDTA wurden vor der Benutzung in
einem Wasserbad auf 37°C erwarmt. Die konfluenteited wurden mit 10 ml 1x PBS gewaschen
und anschlieend mit 1 ml 1x Trypsin-EDTA fur emilylinuten von der Platte gel6st. Die Zellen
wurden in 9 ml Medium aufgenommen, fir 4 min bed@2)/min pelletiert und anschlieBend in 10 ml
frischem Medium aufgenommen. Um die Zellen 1:1@exdiinnen, wurden 7 ml frisches Medium mit
einem ml der Einzelzellsuspension vermischt undiime neue 10 cm Kulturschale gegeben. Wurden

die Zellen in grolReren oder kleineren Platten tadtt, wurden die Mengen entsprechend angepasst.
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DMEM complete

DMEM (+ 4.5 g/l Glukose, + L-Glutamin, - Na-Pyruyat 500 ml
10 % FBS 50 ml
1 % Penicillin/Streptomycin 5 mi
(10000 U/ml Penicillin / 10000 pg/ml Streptomycin)

1 mM Na-Pyruvat 5 mi

o-MEM complete

a-MEM 500 ml
10 % FBS 50 ml
1 % Penicillin/Streptomycin 5 mi
(10000 U/ml Penicillin/10000 pg/ml Streptomycin)

1 mM Na-Pyruvat 5 mi

1x Trypsin-EDTA
10x Trypsin-EDTA 5 mi
Mit 1x PBS auf 50 ml aufgefiillt.

10x PBS

1,4 M Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 81,816 g/l
27 mM Kaliumchlorid (KCI, M 74.55) 2,01 g/
100 mM Dinatriumhydrogenphosphat, Anhydrat {NBO, M 141,96) 14,186 g/l
17,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat, (KPO, M 136,1) 2,381 g/l

Der pH wurde mit HCI auf 7,4 eingestellt und dasSPRitoklaviert.

2.2.3.2 Zellzdhlung

Zur Aussaat einer gleichmafigen Zellmenge der tgdenen stabilen Zelllinien wurde die Zellzahl
nach der Resuspendierung in frischem Medium (2RRittels Neubauer Zahlkammer bestimmt und

die gewiunschte Zellmenge anschlieRend ausgesat.
2.2.3.3 Kryokonservierung von Zellen

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurde das Einfrierimedimmer unmittelbar vor der Benutzung
frisch angesetzt. Die einzufrierenden Zellen wurisebh0 cm Schalen bis zur Konfluenz geziichtet und
anschliel3end trypsiniert, in frischem Medium aufgamen und abzentrifugiert (2.2.3.1). Das Pellet
wurde anschlieBend in 2 ml Einfriermedium resusphdind in zwei Kryovials aliquotiert. Die
Dauerkulturen wurden unmittelbar bei -80°C eingefround anschlieRend in flissigem Stickstoff
gelagert. Zur erneuten Kultivierung wurden die @ellim Wasserbad bei 37°C schnellstméglich
aufgetaut, in 9 ml warmem Medium aufgenommen undclaielfend in einem 15 ml
Reaktionsrohrchen fir 4 min bei 800 g abzentrifigiPas Pellet wurde in 8 ml warmem Medium

aufgenommen, in eine 10 cm Schale Uberfiihrt undhdie8end in einem Inkubator inkubiert.
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Einfriermedium
90 % (v/v) DMEM complete bzwa-MEM complete 9 mi
10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) 1ml

2.2.3.4 Transiente Transfektionen

Zur transienten Expression von Proteinen in Zeédhn wurde sowohl die Calciumphosphat-
Prazipitation als auch lipidbasierte Transfektioagdmden verwendet. Das optimale
Transfektionsverfahren wurde individuell fur jedelltnie ermittelt. Wéhrend beide Techniken hohe
Transfektionsraten bei allen HEK 293T Zelllinierzietten, konnten CHO-KI Zellen nur mit der

Lipid-vermittelten Methode effizient transfiziertanden.

2.2.3.4.1 Transiente Transfektion mittels Calciumphosphatipitation

Bei der Calciumphosphat-Prazipitation (295) wird ANmit Calciumchlorid und einem
Phosphatpuffer gemischt. Die sich dabei bildendemen DNA-Calciumphosphat-Kristalle setzen
sich auf der Zelloberflache ab und werden anschitid@lurch Endozytose in die Zelle aufgenommen.
Zur Transfektion wurden am Vortag ausgesaten HEKI2&w. GP2 293 Zellen mit einer Dichte von
40-50% eingesetzt. Zur Herstellung des Transfektosatzes eines 6-wells (einer 10 cm Platte)
wurden 2 pg (15 pg) DNA in 75 pl (450 plx044 gelost und mit 8,3 pl (50 pl) einer 2,5 M CacCl
Losung versetzt. Anschlie3end wurden 83 pl (50@ulHepes-Puffer hinzugegeben, die Losung kurz
gemischt und fir 20 min bei RT inkubiert. Eine k& Tribung bildete sich innerhalb weniger
Minuten. Der Transfektionsansatz wurde anschlief3emdichtig im Zellkulturmedium verteilt und
die Schale in den Inkubator gestellt. Durch eineedMmwechsel wurden nach 4-6 stindiger
Inkubation die Prazipitate entfernt. Am darauf taiden Tag wurde das Medium zur Gewinnung des
konditionierten Mediums nochmals gewechselt. Nachiteven 24 Std. wurde das Medium

eingesammelt und die Zellen lysiert (2.2.4.2).

2,5 M Calciumchlorid-Lésung
2,5 M Calciumchlorid (CaG| M 147,02) 3,679
Mit H,O4q auf 10 ml aufgefiillt und sterilfiltriert.

2x Hepes-Buffer

50 mM Hepes (M 238,3) 5,96 g
280 mM Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 8,18 g
1,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat, Anhydrat {NBO, M 141,96) 0,106 g

In 450 ml HOy4q geldst und den pH auf pH 7,1 eingestellt. Esnst@&heidend, dass der pH im Bereich von ¥,1
+/- 0,05 liegt. AnschlieBend auf 500 ml aufgefiiterilfiltriert.
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2.2.3.4.2 Lipidbasierte transiente Transfektion

Der Transfer der DNA in die Zelle erfolgt bei d@pidbasierten Transfektionsmethode durch einen
Komplex aus DNA und dem Multikomponententransfeki@agenz FugeH& (Roche, Mannheim).
Wie bei der Calciumphosphat-Transfektion wurderSgdl vor der Transfektion ausgesate Zellen mit
einer Konfluenz von ca. 30-40 % eingesetzt. Dien$faktion erfolgte gemafl dem vom Hersteller
angegebenem Protokoll. Bei allen Transfektionendewin Fugen&'6 zu DNA Verhaltnis von 3:1
eingesetzt. Um einen Kontakt des Transfektionsmeagmit der Plastikoberfliche des 1,5 ml
Reaktionsgefalles zu verhindern, wurden zur Tratisfekvon 6-well Platten pro well 100 pl
OptiMEM vorgelegt. Direkt in das Medium wurden 6 Rligené“6 pipettiert und durch kurzes
Antippen gemischt. AnschlieRend wurden 2 pg DNAzbgeflgt und wiederum gemischt. Nach einer
20 minutigen Inkubationszeit wurde der DNA-Transieksreagenz-Komplex tropfchenweise und
gleichméaRig auf dem Zellkulturmedium verteilt. Zderstellung eines 24 Std. Uberstandes wurde das
Medium am folgenden Tag gewechselt. Nach weitedeStd. wurde das Medium eingesammelt und
die Zellen lysiert (2.2.4.2).

2.2.3.5 Herstellung stabiler Zelllinien

2.2.3.5.1 Killing curves

Zur Herstellung stabiler Zelllinien wurde zuerste dzur Selektion bendtigte Konzentration des
verwendeten Antibiotikums ermittelt. Dazu wurder diu transfizierenden Zellen 1:10 in 6-wells
gesplittet und zur Adhasion an den Boden fir weriBgenden inkubiert. Anschlie3end wurden die
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen dedilfotikums behandelt. Zur Bestimmung der
Konzentration des Antibiotikums Hygromycin wurde® pig/ml bis 400 pg/ml dem Medium
zugesetzt. Das Medium wurde alle zwei Tage gewdichisd frisches Antibiotikum hinzugefligt. Das
Absterben der Zellen wurde regelmallig beobachtet die Konzentration, bei der alle Zellen
abgestorben waren, bestimmt. Sowohl 293T als akd®Kd Zellen waren bei ungefahr 250 pg/ml
Hygromycin vollstandig abgestorben. In anfanglichErperimenten wurden daher 250 pg/ml
Hygromycin zur Selektion von stabilen Zellen verden Zum Vergleich verschiedener Mutationen
mussten mehrere Zelllinien mit gleicher Expresgiergestellt werden. Nach unserer Erfahrung lasst
sich eine gleichmaRige und hohe Expression dureh/drwendung einer niedrigeren Konzentration
erreichen. Daher wurden die stabilen Zellen durl@fr® % des ermittelten Wertes, bei Hygromycin

150 pg/ml, selektioniert.
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2.2.3.6 Herstellung von retroviralen Partikeln

Alle Arbeiten mit retroviralen Partikeln wurden ibaboratorien der Sicherheitsstufe 2 unter
entsprechenden Vorkehrungen durchgefiihrt. Alle #kebewurden an Sicherheitsstufe 2 geeigneten
und mit Biohazard-Warnhinweisen gekennzeichneterilB&nken durchgefiihrt. Dabei wurden Kittel,
Gesichtsschutz, Armstulpen und doppelte Handschg®tragen. Zur Verhinderung von
Kontaminationen wurden nur Plastik-Einmalwaren \edet. Potentiell infektioser Mull wurde vor
der Entsorgung mit UltrastF (Fresenius Kabi, Bad Homburg) desinfiziert. Aieharfkantigen
Materialien wurden mit Vorsicht verwendet und inezigllen Sicherheitscontainern gesammelt.

Sowohl der Fest- als auch der Flussigmull wurdgelredRig durch Autoklavieren dekontaminiert.

Fiar den stabilen und vererbbaren Einbau von geainetis Material in das Genom von sich teilenden
Zellen wurde retroviraler Gentransfer verwendeb(2Z27). Die Technik beruht auf der Verwendung
der Verpackungszelllinie GP2-293, welche die vingagundpol Gene stabil exprimiert, dem Vektor
pVSV-G, welcher das Virushillen Glykoprotein dessMelar Stomatitis Virus (VSV-G) kodiert und
dem retroviralen Expressionsvektor pLHCXag Pol und VSV-G sind fur Bildung und die
Replikation des Virus no6tig. Durch die Transfektiotes pVSV-G und des retroviralen
Expressionsvektors in die Verpackungszelllinie veerduf Grund der separaten Integration der Gene
infektiose, aber replikationsinkompetente retrder@artikel gebildet, wodurch die Sicherheit beai de
Verwendung retroviraler Partikel erhéht wird. Dasddillenprotein VSV-G den Viruseintritt in die
Zellen durch Lipidbindung und Fusion mit der Plasmanbran vermittelt (298), kbnnen mit diesen
pantropischen retroviralen Partikeln sowohl Saegetils auch Nicht-Saugetierzellen infiziert werden
Zur Herstellung der retroviralen Partikel wurdench® Schalen fur mindestens eine Stunde mit Poly-
L-Lysin (5 pg/ml in sterilem BDyq) beschichtet, zweimal mit 5 ml sterilem®4q gewaschen und
anschlieRend getrocknet. Konfluente GP2-293 Zellarden 1:5 auf die frisch beschichteten Platten
gesplittet, so dass sie am nachsten Tag eine €aig80Konfluenz erreichten. Die Zellen wurden
anschliefend mit 10 pug pVSV-G und 10 pg des Expesgektors pLHCX mittels Calciumphosphat-
Methode (2.2.3.4.1) transfiziert. Das die Prazipit@nthaltende Medium wurde nach 4-6 Std.
abgesaugt und durch 8 ml frisches Medium erse&8&td. nach der Transfektion wurde das Medium
durch 5 ml frisches Medium erneuert und die retaden Partikel fir weitere 24 Std. in dem Medium
gesammelt. Parallel wurden 200000 Zellen der msfizaerenden CHOKI bzw. 293T Zellen pro 6-
well ausgesat und Uber Nacht inkubiert. Das koowiirte, viruspartikelhaltige Medium wurde
eingesammelt und sterilfiltriert. AnschlieRend waird ml frisches Medium mit 1 ml sterilfiltriertem,
retrovirale Partikel enthaltendem Medium gemisamd 4 pl Polybrene (5 mg/ml in sterilem®}q)
hinzugefuigt. Polybrene ist ein Polykation, das diadungsabstof3ung zwischen Virus und
Zellmembran reduziert. Das Medium der zu trangferiden Zellen wurde durch das retrovirale

Partikel-Polybrene-Medium ersetzt. Die Zellen wurdér 24 Std. inkubiert und anschlie3end das
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Medium gewechselt. Am folgenden Tag wurden dieefell:40 in 10 cm Schalen gesplittet und in
Selektion (150 pg/ml Hygromycin fur CHOKI und 293ellen) genommen. Das Antibiotika

enthaltende Medium wurde anschlieend alle zweeTegeuert und das Wachstum der Zellen mit
einer nicht-transfizierten Kontrollplatte verglicheNachdem die Zellen unter Selektion mehrfach
gesplittet worden waren, wurden die Zellen auf @iepression des erwiinschten Zielproteins
untersucht und nach erfolgreichem Nachweis zur Kousrung weggefroren. Alle in dieser Arbeit

hergestellten und verwendeten stabilen Zellliniemden ohne Subklonierung als gemischte Kulturen

verwendet, um klonale Effekte zu vermeiden.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von konditioniertem Medium

Zur Untersuchung sezernierter Proteine wie APPs Aflevurde konditionierter Zellkulturiberstand
eingesammelt. Das Medium wurde 48 Std. nach desaaisder Zellen auf 60 mm Zellkulturplatten
abgesaugt und durch 4 ml frisches Medium ersetm. #chsten Tag wurden die konfluenten
Zellkulturplatten aus dem Inkubator genommen untl B8 gestellt. Das 24 Std. Medium wurde
abgenommen und in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Ubertiindt fir 5 min bei 14000 U/min bei 4°C
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Uberstaimdaneue ReaktionsgefaBe uberfiihrt und bei

-80°C gelagert.
2.2.4.2 Proteinextraktion

Zur Untersuchung intrazellularer Proteine wurdetily&ate hergestellt. Dazu wurden konfluente 60
mm Zellkulturplatten aus dem Inkubator genommen dinekt auf Eis gestellt. Nach zweimaligem
Waschen der Zellen mit 4 ml eiskaltem PBS wurdenl, ®iskaltes 1 x PBS auf die Zellen gegeben
und die Zellen vollstandig mit einem Zellkulturstlea von den Platten gekratzt. Die Zellen wurden
resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal¥fiiber Nach Abzentrifugation der Zellen fir 1 min
bei 7000 U/min und 4°C wurde der Uberstand verworf®©urch erneutes Waschen der
Zellkulturplatten mit 1,5 ml eiskaltem 1 x PBS warddie Zellen vollstandig eingesammelt und in das
gleiche Reaktionsgefald Gberfuhrt. Nach erneutetrifiggation fir 1 min bei 7000 U/min und 4°C
wurde der Uberstand vorsichtig vollstandig abgenemmnd das Zellpellet in exakt 150 pl NP40-
Lysis-Puffer + 1x Protease Inhibitor Cocktail, EDTree (Roche, Mannheim) aufgenommen und auf
Eis fur 20 min inkubiert. Alle 5 min wurde das 2gdlat durch invertieren gemischt. Die unléslichen
Zellfragmente wurden anschlieBend fir 20 min bed0 U/min und 4°C abzentrifugiert. Der

Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR Uberdid bei -20°C gelagert.
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NP40 Lysis-Puffer

50 mM Tris (M 238,3) 10 ml1 M Tris, pH 7,4
150 mM Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 6 ml 5 M NacCl

0,02 % Natriumazid (Naj\M 65.01) 2 ml 2% NaN

1 % Nonidet" P40 (NP40, 2 ml Nonidef™ P40 (NP40,

chemisch identisch: IGEPALCA-630)

chemisch identisch: IGEPALCA-630)

Mit H,04q aufgefillt und pH auf 7,4 eingestellt. Bei 4°C| Mit H,04q aufgefullt und pH auf 7,4 eingestellt.
lagern. Bei 4°C lagern.

1 M Tris, pH 7,4

1 M Tris base (Tris, M 121,14)

24,23 g /200 ml

Mit H,04q aufgefillt, pH mit HCI auf 7,4 eingestellt. AchtynTris Puffer sind Temperatur abhéngig. Losu

steril autoklaviert.

5 M NaCl

5 M NaCl (NaCl, M 58,44) 14,61 g /50 ml
Mit H,04q aufgefillt.

2 % Natriumazid Giftig 1!
2 % Natriumazid (NaBy M 65.01) | 0,65g/50ml
Mit H,04q aufgefillt. Bei 4°C gelagert.

25 x Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free

25 x Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free ‘ 1 Tablette

In 2 ml H,044 aufgeldst und bei -20°C gelagert.

10x PBS

1,4 M Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 81,816 g/l

27 mM Kaliumchlorid (KCI, M 74,55) 2,01 g/

100 mM Dinatriumhydrogenphosphat, Anhydrat 14,186 g/l
(NaoHPO, M 141,96)

17,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat, (KIPO, M 136,1) 2,381 g/l

Den pH mit HCI auf 7,4 eingestellt und das PBS klatgert.

2.2.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen der Lysate wurden mieHiesBCA Protein Assay Kitder Firma Pierce
(Bonn) bestimmt. DeBCA Protein Assajombiniert die Reduktion von Guzu Cd* durch Proteine

bei alkalischen Bedingungen mit der kolorimetristh@uantifizierung des Chelatkomplexes

bestehend aus einem einwertigen Kupferkationjind zwei Molekiilen Bicinchoninsédure (BCA).

Der sich bildende violette Farbstoff wurde bei 360 gemessen und die Proteinkonzentration relativ

zu einer BSA-Standardkurve bestimmt. Die BSA-Stadkiarve (0 pg/ml — 500 pg/ml) wurde nach

dem angegebendem Pipettierschema in einem Volunmen 26 pl angesetzt. 2,5 ul der zu

untersuchenden Lysatprobe wurden mit 22,5 04lgemischt. Das BCA Reagenz A wurde 50:1 mit

dem BCA Reagenz B gemischt und jeweils 500 ul dami€ches wurden zu jeder Probe gegeben. 2 x
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200 pl der Proben wurden nach 30minttiger Inkulpatiei 60°C zur Doppelbestimmung in eine 96-
well-Platte tberfihrt und der Farbumschlag bei B0 gemessen. Anhand der BSA-Standardkurve

wurde die Proteinkonzentration in den Lysaten deret

Pipettierschema der BSA-Standardkurve
BSA-Konzentration (ug/ml) H5Ogqq (1) BSA-Standard 1 mg/ml (ul)
0 25 0
100 22,5 2,5
200 20 5
300 17,5 7,5
400 15 10
500 12,5 12,5

2.2.4.4 Immunoprazipitation

Die Immunoprazipitation wurde zur Aufkonzentratiater Medienmetabolite APBs und A3
verwendet. Die einzusetzenden Medienvolumina wuat@rand der Proteinkonzentration der Lysate
(2.2.4.3) normalisiert. 25 pl ProteinA-Agarose wemdin 1,5 ml Reaktionsgefaf3e vorgelegt, die
Proben hinzugegeben und mit frischem Medium auf @00 aufgeflllt. Nach Zugabe des
monoklonalen Antikoérpergemisches 1G7-5A3 bzw. demoklonalen Antikdrpers IC16 (jeweils
1:300) wurde das zu untersuchende Protein (ber tNaeh 4°C auf einem Uberkopfschiittler
immunoprazipitiert. Der Komplex aus dem Antigen utem an die Protein A Agarose gebundenen
Antikorper wurde fir 1 min bei 500 g abzentrifugiend der Uberstand verworfen. AnschlieBend
wurden die Kigelchen mit 1 ml NP40 Lysispuffer gealzen, erneut fur 1 min bei 500 ¢
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Ndokm weiteren Waschschritt wurde der Uberstand
entfernt und der Immunkomplex mit 10 pl 2x Ladepuffersetzt, durch Anschnipsen gemischt, fir 5
min bei 95°C gekocht und anschlielRend auf Eis gekitach einer kurzen Abzentrifugation der
Agarosekiigelchen bei 10000 g wurde der gesamte stéimer mittels SDS-PAGE aufgetrennt
(2.2.4.5). Durch Western Blot Analyse (2.2.4.7) damr anschlie3end die Medienmetabolite detektiert.
Zur Messung des APBg wurde der spezifische, polyklonale Antikdrper 192xrwendet, wahrend
zur Detektion von A die monoklonalen Antikérper IC16 oder 26D6 eingesevurden. Zur
Vermeidung der Kreuzreaktivitdt des zur Immunogpiéiaiion eingesetzten Antikdrpers in der
Immundetektion wurde bei der Visualisierung def die Membran nach der Ponceau Farbung
(2.2.4.7.1) unterhalb der IgG Bande abgeschnitten.
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NP40 Lysis-Puffer

50 mM Tris (M 238,3) 10 ml1 M Tris, pH 7,4

150 mM Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 6 ml 5 M NacCl

0,02 % Natriumacide (Na)\V 65.01) 2 ml 2% NaN

1 % Nonidet" P40 (NP40, 2 ml Nonidef™ P40 (NP40,

chemisch identisch: IGEPALCA-630) chemisch identisch: IGEPALCA-630)

Mit H,04q aufgefillt und pH auf 7,4 eingestellt. Bei 4°C| Mit H,04q aufgefullt und pH auf 7,4 eingestellt.
lagern. Bei 4°C lagern.

4 x Ladepuffer

62,5 mM Tris (M 121,14) 1 ml/7,6 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

10 % Glycerol 0,8 ml/7,6 ml Glycerol

0,2 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 1,6 ml/7,6 ml 10 % SDS

0,0125 % w/v Bromphenolblau 0,2 ml/7,6 ml 0,5 % (w/v)
Bromphenolblau

Mit H,0O4q aufgefillt und den pH auf 6,8 eingestellt. 4BNercaptoethanol wurden vor der Benutzung zy
760 pl Ladepuffer gegeben. Zur Herstellung des &telpuffers wurde der 4x Ladepuffer 1:2 mjt,
verdinnt.

2.2.4.5 Tris/Tris-Glycin SDS-PAGE

Durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (S&sE) werden Proteine unter
denaturierenden Bedingungen im elektrischen Fetth narem Molekulargewicht aufgetrennt. Das
anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDSyddekt die Eigenladungen der Proteine und es
bilden sich Micellen mit konstanter negativer Lagymo Masseneinheit.

Zur Probenvorbereitung werden die Proben mit eiblrarschul? an SDS bei 95°C gekocht, wodurch
die durch Wasserstoffbriicken erzeugte raumlichenS#k- und Tertiarstruktur des Proteins aufgeldst
wird. Zur vollstandigen Auftrennung des Proteins drine lineare Priméarstruktur werden die
Schwefelbriicken durch die Zugabe des reduzierepdidercaptoethanol aufgeldst.

Zur Untersuchung von Proteinen mit einem Molekwanght groer als 20 kDa wurde das von U.K.
Laemmli (299) eingefiihrte SDS-haltige Tris-Glycinffersystem und das Mini-Protean Gelsystem
der Firma BioRAD (Hercules, CA) verwendet. Dabeirden die Proteine zuerst in einem
niederprozentigen Sammelgel bei pH 6,8 an einer egsamen Lauffront konzentriert und
anschlieend im Trenngel bei pH 8,8 entsprechemed (BroRe aufgetrennt.

Die mit Seife gereinigten und mit Wasser gespul@&asplatten wurden in die Giel3vorrichtung
eingespannt und das Uberschiissige Wasser mitp@itier entfernt. Da die Trennfahigkeit des
Trenngels von der Hohe des Acrylamid-Anteils im @eltl der sich daraus ergebenden Vernetzung
abhangt, wurde das Trenngel entsprechend der Giéfeu untersuchenden Proteine angesetzt. Je
hoher der Anteil des Acrylamids im Gel, desto kégén Proteine kbnnen aufgetrennt werden.
Umittelbar nach dem Start der Gelpolymerisationclwtie Zugabe von Temed wurde das Trenngel
zwischen die beiden Glasplatten bis ca. 2 cm ualierdtes oberen Glasplattenrandes gegossen und mit

Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisates Gels wurde das Isopropanol mit Wasser
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entfernt, welches anschliel3end mit Filterpapietst@hdig aufgenommen wurde. Danach wurde das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Pesotieihkamm ohne Luftblasen eingesetzt. Nach
der vollstandigen Polymerisation des Gels wurde Klmmm vorsichtig entfernt, die Taschen mit
Wasser gespilt und das Gel in die Trennkammer sétgie Die innere Pufferkammer wurde bis zur
oberen Glaskante und die auf3ere bis zum oberenndrdas Trenngels mit Elektrophoresepuffer
aufgefillt, so dass ein durch das Gel laufendesntreislauf zwischen der inneren Kathode und der
aulReren Anode aufgebaut werden konnte.

Zur Auftrennung der Lysate in der SDS-PAGE wurdégichmaliige Proteinmengen (meistens 20
pg), die anhand der BCA Messung bestimmt wurdeR®.42), eingesetzt. Zur Untersuchung der
Medienmetabolite wurden die Medienmengen zu den tefkonzentrationen in  den
korrespondierenden Lysaten normalisiert. Die Prokerden mit HOyq auf ein einheitliches Volumen
aufgeflllt, mit 4 x Ladepuffer versetzt, fir 5 mbei 95°C denaturiert, auf Eis abgekihlt, kurz
abzentrifugiert und anschlieend in die Probentsgipettiert. Als GroRenmarker wurden zusatzlich
1,5 pl depeqGOLD Markers IMPEQLab, Erlangen) aufgetragen. Nach dem EinladérProben in
das Gel bei 100 V wurden die Proteine bei 130 \gatwénnt, bis die Bromphenollauffront das Ende
der Glasplatte erreichte. AnschlieBend konnte dateifgel fur die Western-Blot-Analyse (2.2.4.7)

verwendet werden.

Pipettierschema der 1,5 mm Tris SDS-PAGE Gele
Trenngele
Acrylamid — Konzentration
8 % 10 % 12 %
Wasser 4,4 ml 4 ml 3,6 ml
40% Acrylamid (29:1) 1,6 ml 2ml 2,4 ml
Trenngel Puffer 2ml 2ml 2ml
10% APS 80 pl 80 pl 80 pl
Temed 8 ul 8 ul 8 ul
Sammelgel
5 % Acrylamid — Konzentration
Wasser 1,56 ml
40% Acrylamid (29:1) 0,312 ml
Sammelgel Puffer 0,625 ml
10% APS 25 pl
Temed 2,5 ul
4x Trenngelpuffer
1,5 M Tris (M 121,14) 36,94 g / 200ml
0,4 % Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 0,8 g/200 ml
Der pH wurde mit HCI auf 8,8 eingestellt.
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4x Sammelgelpuffer

0,6 M Tris-HCI (M 157,6) 18,91 g/200 ml
0,4 % Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 0,8 g/200 ml
Der pH wurde mit NaOH auf 6,8 eingestellt.

10 % APS
10 % Ammoniumpersulfat (APS, M 228,2) 5 g/50 ml
Das APS wurde in Hy4 geldst und bei 4°C gelagert.

10x Laufpuffer

250 mM Tris (M 121,14) 30,2 g/l
1,92 M Glycin 144 g/l
1 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 10 g/l

Der pH wurdenicht eingestellt. 100 ml des 10 x Laufpuffers wurdet @00 ml HOyq zur Herstellung des in
der Gelelektrophorese verwendeten 1 x Laufpufferdinnt.

4 x Ladepuffer

62,5 mM Tris (M 121,14) 1 ml/7,6 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

10 % Glycerol 0,8 ml/7,6 ml Glycerol

0,2 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 1,6 ml/7,6 ml 10 % SDS

0,0125 % w/v Bromphenolblau 0,2 ml/7,6 ml 0,5 % (w/v)
Bromphenolblau

Mit H,04q aufgefillt und den pH auf 6,8 eingestellt. 4BtNMercaptoethanol wurden vor der Benutzung z(
760 pl Ladepuffer gegeben.

10 % SDS
10 % Sodiumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 1,0 g/10 ml

Beim Abwiegen des SDS wurden Handschuhe, BrilleeKund Atemschutz getragen. Anschliel3end wurde
es in HOyq geldst.

0,5 M Tris, pH 6,8
0,5 M Tris-HCI (M 157,6) 15,76 g/200 ml

Mit H,04q aufgefillt, pH mit NaOH auf 6,8 eingestellt. Steritoklaviert. Achtung: Der pH Wert eines Trist
Puffers ist Temperatur abhéngig.

0,5 % Bromphenolblau
0,5 % Bromphenolblau 50 mg/ml
Bromphenolblau wurde in @44 geldst.

2.2.4.6 Bis-Tris / Mes-Tris - SDS-PAGE

Die Bis-Tris / MES-Tris-SDS-PAGE wurde zur Auftramg von niedermolekularen Proteinen wie
AP verwendet. Die Gele basieren auf der Arbeit vom Tpdyke und Sheldon Engelhorn von der
Firma Invitrogen und sind detailliert im U.S. Pdte162338 beschrieben. Sie dhneln den von
Invitrogen vertriebenen NUPAGE Bis-Tris-Gelen, digsatzlich in einigen Féllen zur Auftrennung

von Proteinen benutzt wurden. Der in der ,stande8®S-PAGE (wie z.B. dem Laemmli-Puffer-
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System) verwendete pH-Wert liegt zwischen acht medin und kann zur Deaminierung und
Alkylierung der Proteine sowie der Reoxidierung dezduzierten Cysteine wéahrend der
Elektrophorese fuhren. Dagegen erfolgt die Aufttergnder Proteine durch das Bis-Tris / MES-Tris-
Gel-System sowohl im Sammelgel als auch im Trenbgeheutralem pH, wodurch diese negativen
Effekte vermieden werden. Der niedrigere und etfibbe pH-Wert im Sammel- und im Trenngel
ermoglicht zuséatzlich die Langzeitlagerung der GBler entscheidende Vorteil der Bis-Tris / MES-
Tris-SDS-PAGE st ihr sehr groRRer Auftrennungshdreider einem Gradientengel oder den Tris-
Tricine-Gelen (300) ahnelt, so dass auch kleingeifre mit einem Molekulargewicht bis zu 2 kDa
untersucht werden konnen.

Das NuPAGE-Elektrophorese-System der Firma Invitrogen (Kahs) wurde fiir die Bis-Tris /
MES-Tris SDS-PAGE verwendet. Das GielRen der Gelelastik-Kassetten (Invitrogen, Karlsruhe)
erfolgte wie bei den Tris / Tris-Glycine-Gelen (2.3). Nach dem Einlaufen der Proben in das Gel bei
100 V wurden die Proteine bei 130 V aufgetrenntsdilieRend konnte das Proteingel fir die

Western-Blot-Analyse (2.2.4.7) verwendet werden.

Pipettierschema der 1 mm Bis-Tris SDS-PAGE Gele

Trenngele
Acrylamid — Konzentration
10 % 12 %
Wasser 2,7 mi 2,26 mi
30% Acrylamid (37,5:1) 2,20 mi 2,64 mi
Bis-Tris Gelpuffer 1,65 ml 1,65 ml
10% APS 33 ul 33 ul
Temed 11 pl 11 pl
Sammelgel
5 % Acrylamid — Konzentration
Wasser 1,23 ml
30% Acrylamid (37,5:1) 0,260 ml
Bis-Tris Gelpuffer 0,500 ml
10% APS 20 pl
Temed 5 ul

4x Bis-Tris Gelpuffer

1,6 M Bis-Tris (M 157,6)

33,47 g/100 ml

Mit H,04q aufgefillt und den pH mit HCI auf 6,4 eingestellt.

10 % APS

10 % Ammoniumpersulfat (APS, M 228,2)

5 g/50 ml

Das APS wurde in 4 gelost und bei 4°C gelagert.
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20 x MES Laufpuffer

1 M MES (M 292,25) 292,25 gl
1M Tris (M 121,14) 121,14 g/l
69,3 mM Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 19,98 g/l
20,5 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, M 292,2 5,99 g/l

Mit H,04q aufgefillt. Zur Verwendung 1:20 mit,Byq verdinnt.

4 x Ladepuffer

1,44 M Bis-Tris (M 209,24) 3,01 g/10 ml

0,64 M Bicine (163,17) 1,04 g/10 ml

4 % wi/v Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 4 ml/10 ml 10 % SDS

100 mM Dithiothreitol (DTT, M 154,25) 1ml/20 ml 1 MDTT

0,05 % w/v Bromphenolblau 1 ml/10 ml 0,5 % (w/v) Bromphenolblau

Mit H,04q aufgefillt und bei -20°C gelagert.

10 % SDS
10 % Sodiumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 1,0 g/10 ml

Beim Abwiegen des SDS wurden Handschuhe, BrilleeKund Atemschutz getragen. Anschliel3end wurde
es in HOyq gelbst.

0,5 % Bromphenolblau
0,5 % Bromphenolblau 50 mg/ml
Bromphenolblau wurde in @44 gelést.

1MDTT
1 M Dithiothreitol (DTT, M 154,25) 1,54 g/10 mi
Mit H,04q aufgefillt, aligoutiert und bei -20°C gelagert.

2.2.4.7 Western-Blot-Analyse

Der Western-Blot wurde zur immunologischen Detektion Proteinen eingesetzt. Dabei werden die
bei der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wahrendetidroblottings aus dem Polyacrylamidgel
Uber ein zum Gel senkrecht angelegtes elektrisEledt auf eine Membran transferiert (2.2.4.7.1).
Anschlie@end werden die immobilisierten ProteinacHuindirekte Immundetektion visualisiert
(2.2.4.7.2). Hierbei bindet ein antigenspezifiscAptikbrper (2.1.14) mit den beiden Fab-Fragmenten
an ,sein“ Epitop auf dem Antigen. Die Fc-Region dastikdrpers wird wiederum durch einen
sekundaren Antikorper erkannt (2.1.14), Uber den @lgentliche Detektion erfolgt. Der indirekte
Nachweis des untersuchten Proteins erfolgt durehQiidierung des Luminols durch die an den
sekundaren Antikorper gekoppelte Meerrettichperas@d(HRP), wobei die entstehende Lumineszenz

detektiert und dokumentiert wird.
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2.2.4.7.1 Elektroblotting

Die zum Elektroblot verwendeten Filterpapiere uni ghorésen Schwamme wurden in 1x
Transferpuffer equilibriert. In 1x Transferpuffeguélibrierte Nitrozellulose Membranemurden zum
Blotten der Tris / Tris-Glycine Gele verwendet, wgiid fur 5 Min in Methanol aktivierte
Polyvinylidenfluoridmembranen (PVDF, Immobilion Mijllipore, Schwalbach) zum Transfer der Bis-
Tris I MES-Tris Gele verwendet wurden. Der Blot deiwie abgebildet zusammengebaut und in die
mit 1x Transferpuffer gefiillte Blotting-Kammer (Tr&Blof® Electrophoretic Transfer Cell, BioRAD,
Hercules, CA) gestellt. Um die Wechselwirkung deot&ine, hier besonders der kleineren wig A
mit der hydrophoben Membranoberflache zu beglunstigerde dem Transferpuffer beim Blotten auf
PVDF-Membranen 20% Methanol zugesetzt. Der Trangféolgte gekihlt und durch einen
Magnetruhrer gemischt bei 25 V Uber Nacht odei7beV fur 2 Std.

Nach Beendigung des Transfers wurde die Membra&atiernung der Salze mit Wasser gewaschen.
Zur Kontrolle der Transferqualitat (z.B. Luftblagemnd der gleichm&Rigen Beladung wurden die
Proteine anschlieRend durch Einlegen in Ponceadssrig gefarbt. Der reversibel an die positiven
Ladungen der Proteine gebundene Farbstoff wurdehbeB8end durch mehrfaches Waschen mit
TBST wieder entfernt.

Kathode
|

. .. | poréser Schwamm
Filterpapier: )
¢ 1 Gel

Membran

Filterpapieri

] poréser Schwamm

Anode
10x Transferpuffer
250 mM Tris (M 121,14) 30,2 g/l
1,92 M Glycin (M 75,07) 144 g/l

Der pH wurdenicht eingestellt. 100 ml des 10 x Laufpuffers wurdemZLransfer auf

Nitrozellulosemembranen mit 900 mp®y bzw. mit 700 ml HOy4q und 200 ml Methanol zum Blotten auf
PVDF Membranen zur Herstellung des im Western Bdotvendeten 1 x Transferpuffers verdiinnt. Nach dem
Verdiinnen sollte der pH bei ungefahr 8,3 liegen.

Ponceau S Ldsung

0,5 % (w/v) Ponceau S 1 g/200 ml
1 % (v/v) Essigsaure 2 ml/200 ml
Mit H,04q aufgefillt.
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2.2.4.7.2 Immundetektion

Zur Durchfihrung der indirekten Immundetektion waemddie unspezifischen Bindungsstellen der
Membran nach dem Blotten und der Ponceau-FarbuBgl(2.1) durch einstiindige Inkubation in 5 %
(w/v) Magermilchpulver in TBST abgesattigt. Anseifdend wurde die Membran mit dem primaren
Antikorper eingeschweil3t (2.1.14) und Uber Nacliteduem Drehrad bei 4°C inkubiert. Am néchsten
Morgen wurde der Antikdrper abgenommen und die Mamlkzur Entfernung des lberschissigen
bzw. unspezifisch gebundenen primaren Antikdrpersimer Inkubationskammer viermal fir 10 Min
mit TBST gewaschen. Danach wurde der zum primanetikérper passende sekundare Antikdrper
1:5000 in 5% Magermilchpulver in TBST verdinnt und die Membran gegeben. Nach einstiindiger
Inkubation wurde der Uberschissige bzw. unspehifigebundene sekundare Antikdrper durch
viermaliges Waschen mit TBST unter leichtem Schiitbeei Raumtemperatur entfernt. Nachdem die
Membran kurz mit TBS abspullt wurde, erfolgte diestdlisierung der mit den AntikGrpern
gekoppelten Proteine durch die HRP-vermittelte @xichg des Chemilumineszenzsubstrates nach
Angaben des Herstellers (ECL Western Blotting Salbst Pierce, Bonn; Immobilon Western HRP
Substrate, Millipore, Schwalbach). Das emittiertéubche Licht wurde mit Hilfe eines LAS-3000

Mini Luminescent Image Analyser der Firma Fuijifiidusseldorf) dokumentiert.

10 x TBS

1,37 M Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 80 g/l
27 mM Kaliumchlorid (KCL, M 74,55) 2,01 g/l
250 mM Tris (M 121,14) 30,28 g/l

In H,Oq4q4 geldst und den pH auf 7,4 eingestellt.

1xTBS
100 ml 10x TBS auf einen Liter mit,By4 aufgefilit.

1x TBST
100 ml 10 x TBS auf einen Liter mit,Byq aufgefillt. 1 ml Tween-20 zugesetzt und gemischt.

5% Magermilchpulver in TBST
5% (w/v) Magermilchpulver 0,5 g/50 ml
Mit 1 x TBST aufgefiillt.

2.2.4.8 Herstellung HRP-gekoppelter Antikdrper

Als Detektionsantikorper fir den ELISA (2.2.4.9)nden die 840 und A342 spezifischen Antikorper
an die Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Kopplung wurde das EZ-Link™ Plus Activated
Peroxidase Kit (Pierce, Bonn) verwendet. Fir dialy@ien vor und nach der Kopplung wurden Slide-
A-Lyzer 10K MWCO Dialysis Kassetten (Pierce, Bobenutzt.
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Die Dialysekassette wurde fir 30 s in Carbonatpuéfimgelegt. Eine Spritze wurde mit 1 mg
Antikorper (ca. 500 pl bis 1 ml) gefillt. Zu gergsgyVolumen wurde mit Carbonatpuffer aufgefullt.
Eine Nadel wurde in eine der Offnungen der Dialgssktte eingefiihrt, die Fliissigkeit injiziert und
die Uberschissige Luft aus der Kammer entfernt. Aveikorper wurde anschlieRend tber Nacht bei
4°C unter leichtem Ruhren gegen Carbonatpufferysiit. Zur Entnahme des Antikorpers wurde
eine frische Spritze durch eine neue Offnung eiilgef ein Luftpolster in die Kammer vorgelegt und
der Antikdrper aufgenommen. Die dialysierte Prohede direkt in eine HRP Ampulle injiziert und
fur 1 Std. bei RT inkubiert. Nach der Zugabe vorul®atrium-Cyanoborohydrid wurde die Bindung
fur 15 min reduziert und die aktivierte HRP duralgbe von 20 pl Quenching Puffer fur weitere 15
min bei RT ,gequencht”. Die HRP-Antikdrper Losunginde anschlieRend tiber Nacht bei 4°C gegen
1x PBS dialysiert. Zur langfristigen Lagerung wurder HRP-gekoppelte Antikdrper 1:1 mit
SuperFreeze™ peroxidase conjugate stabilizer @jieBonn) gemischt, aliquotiert und bei -20°C

gelagert.

Carbonatpuffer, pH 9,4

60 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHg™ 84,01) 5,04 g/l
140 mM Natriumcarbonat (N@O;, M 105,99) 14,83 g/l
Mit H,044 aufgefillt und pH auf 9,4 eingestellt. Autoklatiand bei RT gelagert.

10x PBS

1,4 M Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 81,816 g/l
27 mM Kaliumchlorid (KCI, M 74,55) 2,01 g/l
100 mM Dinatriumhydrogenphosphat, Anhydrat 14,186 g/l
(NaoHPO, M 141,96)

17,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat, (KO, M 136,1) 2,381 g/l

pH mit HCI auf 7,2 eingestellt und autoklaviert.rHerstellung von 1x PBS 1:10 mit8y4 verdinnt.

2.2.4.9 Sandwich-ELISA

Der Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay ®@&h-ELISA) wurde zur spezifischen
Quantifizierung der sezernierterB40- bzw. A342-Mengen eingesetzt. Dabei wurden zwei Antikorper
eingesetzt, die gegen zwei unterschiedliche SteleenA3 Peptides gerichtet waren. Nachdem die in
der Probe vorhandenenpAeptide durch den gegen Gesarfit-gerichteten Antikorper IC16
gebunden waren, wurden dig40- bzw. A342-Mengen mittels HRP-gekoppelter Antikdrper BAP24
bzw. BAP15 quantifiziert.

Zum Einsammeln der Peptide wurde der Primarantikorper 1C16, der gedienN-terminalen 8
Aminosauren des BxPeptids gerichtet ist, fest an einigh bindingMikrotiterplatte (Corning, Sigma,
Deisenhofen) gebunden. Dazu wurde der Antikorp2s@in 1x PBS, pH 7,2 verdinnt und jeweils
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100 pl in einwell pittetiert. Die Platte wurde abgedeckt und Gbechtidei 4°C auf einem Schiittler
inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der synthetisclfieStandard im Probenpuffer angesetzt.

Mischtabelle der AB-Standardreihe
Ap-Endkonzentration Assaybuffer Synthetisches B-Peptid
3 ng/ml 5ml 6 ul AB - Stock (10 ng/pl)
1,5 ng/ml 2,5ml 2,5 ml 3 ng/ml B
0,75 ng/ml 2,5 ml 2,5ml 1,5 ng/ml B
2 ng/ml 2,5 ml 4 ul AB - Stock (10 ng/ul)
1 ng/ml 2,5ml 2,5 ml 2 ng/ml 8
0,5 ng/ml 2,5 ml 2,5ml 1 ng/ml A8
0,25 ng/ml 2,5ml 2,5ml 0,5 ng/ml B

Der primére Antikorper wurde von der Mikrotitergaibgenommen, 50 pl Probenpuffer in jede8
vorgelegt und anschlie3end jeweils 50 pl dgrSkandardreihe geladen. Da die sezerniefidenge
sowohl von der Zelllinie, der fSpezie als auch von dem spezifischen Experimdhstsabhangt,
wurden unterschiedliche Probenvolumina zur Quamntifung von A40 und A342 eingesetzt. Im
Allgemeinen wurden 10 pl konditioniertes Medium 340 und 50 pl fur 42 geladen.
Entsprechende Volumina frisches Medium wurden zurgléichen zu der B-Standardreihe gegeben,
so dass alle Proben die gleiche Menge an Serunetath Der HRP-gekoppeltepd0- bzw. A342-
spezifische Sekundarantikdrper, welcher spezifidaB entsprechende C-terminale Ende d@s A
Peptides detektiert, wurde 1:1000 bzw. 1:500 irbEBnpuffer verdiinnt und jeweils 50 ul in jedresl
Uberfuhrt. AnschlieBend wurden allells mit Probenpuffer auf 200 ul aufgefillt, die Pladtegedeckt
und bei 4°C unter leichtem Schitteln inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Proben abgegossen imdalls fliinfmal mit 1x PBS-T gewaschen.
Nach einem weiteren Waschschritt mit 1x PBS wurdienPlatten zur vollstandigen Entfernung des
Puffers vorsichtig auf einem Papiertuch abgeklogéch der Zugabe von 100 pl 1-Step Ultra TMB
ELISA Substrat (Pierce, Bonn) erfolgte die RealdEmwicklung im Dunkeln fir drei bis 15
Minuten. Nachdem die Reaktion durch die Zugabe 10d pl 2 M BSO, abgestoppt wurde, wurde
die Platte bei 450 nm ausgelesen.

10x PBS

1,4 M Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 81,816 g/l

27 mM Kaliumchlorid (KCI, M 74,55) 2,01 g/

100 mM Dinatriumhydrogenphosphat, Anhydrat 14,186 g/l

(NaoHPO, M 141,96)

17,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat, (KIPO, M 136,1) 2,381 g/l

Den pH mit HCI auf 7,2 eingestellt und das PBS lataert. Zur Herstellung von 1x PBS 1:10 mit®iy
verdinnt.
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Probenpuffer
0,5 % BSA 0,25 g / 50ml
In 1x PBS-T, pH 7,2 gel6st. Jedes Mal frisch aresetmd sterilfiltrieren.

2.2.4.10 Zelloberflachenbiotinylierung

Biotinylierung wurde zur Untersuchung der ExpressiBegulation und Lokalisation von Proteinen
auf der Zelloberflache verwendet. N-Hydroxysulfadognid (Sulfo-NHS) Ester des Biotins kénnen
zur spezifischen Markierung von Zelloberflachenprmmtn verwendet werden, weil sie wasserléslich
sind und auf Grund ihrer geladenen Sulfonséuregrupght durch die Zellmembran dringen kénnen.
Sulfo-NHS-Biotin Reagenziereagieren mit priméaren Aminogruppen, welche in 8eitenkette von
Lysin und am N-Terminus eines Proteins vorkommegi, ésgnem pH von 7-9 unter Bildung von
stabilen Amidbindungen. Biotinylierte Proteine weind mit immobilisiertem NeutrAvidin (-
Neutarvidin-Agarose (Pierce, Bonn)), einem Avidindat, das sich durch niedrige unspezifische
Bindungseigenschaften auszeichnet, isoliert unatrdie®end tber SDS-PAGE und Western Blot
nachgewiesen.

Konfluente 60 mm Zellkulturplatten wurden aus derubator genommen und direkt auf Eis gestellt.
Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die Zelienmal mit 2 ml eiskaltem PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Zellen fur zweimal 20 miih Iorml Biotinylierungs-Losung (0,5 mg/ml EZ-
Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Pierce, Bonn) in kale PBS) unter langsamem Schaukeln auf einem
Horizontalschittler bei 4°C inkubiert. Nach erfe@gtBiotinylierung wurde unverbrauchtes Sulfo-
NHS-Biotin durch viermaliges Waschen mit 2 ml elsda 50 mM Glycin in PBS abgesattigt und
entfernt. Nach einem weiteren Waschschritt mit aiskn PBS wurden die Zellen von den Platten
gekratzt, pelletiert und in NP40 Puffer lysiertA2.2). Zur Isolierung der biotinylierten Proteine
wurden nach der Konzentrationsbestimmung gleichiefPimengen auf 600 pl mit NP40-Puffer
aufgefillt und mit 25 pl NeutrAvidin-Agarose (PietdBonn) Uber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad
inkubiert. Die NeutrAvidin-Agarose wurde bei 500fgr 1 min abzentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das Pellet zweimal milINP40-Puffer gewaschen. Abschlie3end
wurde der Uberstand sehr vorsichtig vollstandigemlognmen und das Pellet mit 10 pl 2 x Ladepuffer
versetzt und durch leichtes Anschnippen gemischg.FDoben wurden 5 min bei 95°C gekocht, auf
Eis abgekuhlt und kurz abzentrifugiert. Die so #emen Proteine wurden mittels SDS-PAGE
(2.2.4.5) aufgetrennt und im Western Blot (2.2.47if) den entsprechenden Antikdrpern analysiert.
Zur Kontrolle der gleichmaRigen Proteinexpressiamden jeweils 20 pg der biotinylierten Zelllysate

in der SDS-PAGE parallel aufgetragen.
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2.2.4.11 AICD in vitro Assay

Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit kann diecduy-Sekretase-Spaltung der APP-CTFs
freigesetzte intrazellulare Domane (AICD) nur ssbhwer in Lysaten nachgewiesen werden. Zur
Untersuchung von AICD verwendet man daher die vitro Generation von AICD aus
Membranpraparationen.

Die APP stabil Uberexprimierenden Zellen wurdenlthcm Schalen ausgeséat. Nach zwei Tagen
wurde das Medium erneuert und die Zellen bis zunfkienz weitere 24 Stunden gezichtet. Die
Zellen wurden aus dem Inkubator genommen, direkE@igestellt, das Medium abgesaugt und die
Zellen mit 8 ml eiskaltem 1x PBS gewaschen. NacghZigjabe von 5 ml eiskaltem 1x PBS wurden
die Zellen vollstandig mit einem Zellkulturschabam den Platten gekratzt. Die Zellen wurden in
dem 1 x PBS resuspendiert und in ein 15 ml Reakgjefd? tUberfiihrt. Die restlichen Zellen wurden
durch erneutes Waschen der Zellkulturplatten mtl%eiskaltem 1 x PBS vollstandig eingesammelt
und in das gleiche Reaktionsgefal? Gberfuhrt. Dikedevurden fir 4 min bei 1200 U/min und 4°C
abzentrifugiert und anschliel3end in exakt 10 nkadtem 1x PBS resuspendiert. 1 ml der gleichméafig
resuspendierten Zellen wurde zur Herstellung effedlysats in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? tberfihrt,
abzentrifugiert und in NP40 Lysispuffer lysiert Z2.2). Die restlichen 9 ml der Zellsuspension
wurden fur den AICDn vitro Assay verwendet. Die Zellen wurden erneut 4 mint@60 U/min und
4°C abzentrifugiert und das Pellet in 500 pl eigkal hypotonischen Puffer resuspendiert. Die Zellen
wurden anschlieBend zweimal flr 10 s vorsichtigastinifiziert (Einstellung: 30% Intensitét), wobei
die Suspension zwischen den Sonifikationsschriteh Eis gekihlt wurde. Zur Entfernung der
Zellkerne und groRerer Trimmerfragmente wurde disp8nsion fir 15 min bei 1000 g und 4°C
zentrifugiert. Der postnukleare Uberstand wurdeimneues 1,5 ml ReaktionsgefaR iberfiihrt und die
Membranen fiir 45 min bei 20000 g und 4°C pelletiexas Pellet wurde in 60 pl Assay Puffer
aufgenommen und anschliel3end jeweils 30 ul in ®iml ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Einer der
beiden Anséatze wurde zur Generation des AICD f&t® bei 37°C inkubiert. Der andere wurde als
Negativkontrolle entweder fir 2 Std. auf Eis odsryaSekretase-Inhibitor-Kontrolle nach Zusatz von
2,5 UM L-685,458 (Bachem AG, Weil am Rhein) bei G7fnkubiert. Die Proben wurden
anschlieBend 30 min bei 20000 g und 4°C zentrifugiker Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuihrt und mit 4x Ladepuffer versetzt. Die Pmolwaurden anhand der Proteinkonzentrationen der

korrespondierenden NP40-Lysate normalisiert unceadm 12% Bis-Tris-Gel aufgetrennt.

Hypotonischer Puffer

10 mM Tris (M 121,14) 121 mg/100 ml
1 mM Ethylendiamintetraessigséaure (EDTA, M 292,25) 29 mg/100 ml
1 mM Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-tetesggsaure 38 mg/100 ml
(EGTA, M 380.35)

Mit H,04q aufgefillt und pH auf 7,4 eingestellt.
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10x PBS

1,4 M Natriumchlorid (NaCl, M 58,44) 81,816 g/l
27 mM Kaliumchlorid (KCI, M 74,55) 2,01 g/
100 mM Dinatriumhydrogenphosphat, Anhydrat 14,186 g/l
(NaoHPO, M 141,96)

17,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat, (KPO, M 136,1) 2,381 g/l

Den pH mit HCI auf 7,4 eingestellt und das PBS Katgert. 1:10 mit HOyq zur Herstellung von 1x PBS
verdinnen.

Assay Puffer
150 mM Natrium-Citrat Dihydrat (M 294.10) ‘ 4,41 g/100 ml
Mit H,Oyq auffillen und pH auf 6,4 einstellen.

4 x Ladepuffer

1,44 M Bis-Tris (M 209,24) 3,01 g/10 ml

0,64 M Bicine (163,17) 1,04 g/10 ml

4 % wi/v Natriumdodecylsulfat (SDS, M 288,38) 4 ml/10 ml 10 % SDS

100 mM Dithiothreitol (DTT, M 154,25) 1ml/20 ml 1 MDTT

0,05 % w/v Bromphenolblau 1 ml/10 ml 0,5 % (w/v) Bromphenolblau

Mit H,04q aufgefillt und bei -20°C gelagert.

2.2.4.12 Gal4-Assay

Zur Untersuchung der potenziellen transkriptiomelfktivitat der intrazellularen Doméane des APP
(AICD) wurde die DNA-Bindedomane des Hefe-Transkoipsfaktors Gal4 in den zytoplasmatischen
C-Terminus von APP an der Grenze der Transmembnafide zum intrazellularen Schwanz
eingebaut (169). Die Transkription des Gal4-abhgemwiLuciferase Reportergenes wird dabei durch
die Translokation eines potentiellen Komplexes derm AICD, dem nuklearen Adaptorprotein Fe65
und der Histon Acetyltransferase Tip60 in den Ks&timuliert.

CHOKI bzw. HEK 293T Zellen mit verschiedenen, staliierexprimierenden APPGal Mutationen
wurden in 12-well Platten mit gleicher Zellzahl plagtiert und am folgenden Tag mit Fug&f@
(Roche, Mannheim) transfiziert (2.2.3.4.2). Alleamsfektionen enthielten 0,2 pg des Luciferase
Reporter Plasmids pG5E1B und zur Transfektionskdletr0,05 pg des digi-Galaktosidase
konstitutiv exprimierenden Plasmids pcDNA3.1 mys-hiacZ (+). Zuséatzlich wurden die Zellen
entweder mit 0,2 ug pcDNA3 oder zur Aktivierung daPP-abhéngigen Transkription des
Luciferasegens mit 0,2 ug des TransaktivatorplasmidcDNA3-Fe65 ko-transifiziert. Die Zellen
wurden 48 Std. nach der Transfektion in 150Paksive Lysis BuffefPLB, Promega, Mannheim)
lysiert und die Proteinkonzentration durch die BRIAthode gemessen (2.2.4.3).

AnschlieBend wurde zur Bestimmung der Transakiivigr die Luciferaseaktivitdt durch das

Luciferase Assay Kit (Promega, Mannheim) nachgewiesen (2.2.4.12.1) udié f-

68



2. Material und Methoden

Galactosidaseaktivitdit mit  derO-Nitrophenylfi-D-Galactopyranosid (OPNG)-Methode zur

Standardisierung der Transfektionseffizienz gemeé32.4.12.2).

2.2.4.12.1 Luciferase Assay

Die Messung der Luciferaseaktivitat erfolgte gerdaf vom Hersteller angegebenem Protokoll. Das
Iyophilisierte Luciferasesubstrat wurde im LucifegaProbenpuffer zur Herstellung des Luciferase-
Probenreagenzes resuspendiert. 20 pl der Probnlysaden in eine Mikrotiterplatte pipettiert und

die Platte anschlielend in ein Luminometer (VictoRodgau-Jiugesheim) gestellt. Die Messung
erfolgte automatisch nach einem programmierten oRodit Nach der Zugabe von 100 pl des

Luciferase-Probenreagenzes erfolgte eine Verzogseplrase von 2 s. Das durch die Luciferase-
vermittelte Oxidation des Luciferins produziertehi wurde anschlieRend in einem 10 s Zeitabschnitt

gemessen.

2.2.4.12.2 B-Galactosidase Assay

Zur Bestimmung dep-Galactosidaseaktivitdt wurden 20 pl der Lysate 36itul desPassive Lysis
Buffersin einemwell einer Mikrotiterplatte gemischt. Zusatzlich wurdeysate von untransfizierten
Zellen zur Bestimmung der Hintergrundaktivitdt vendet, da Zellen endogereGalactosidase
besitzen oder ein Isozym exprimieren kénnen. Zuant$ter Reaktion wurden zu den 50 ul der Probe
50 ul 2 x ONPG Probenpuffer gegeben und durch fgpenh gemischt. Die Platten wurden abgedeckt
und bei 37°C fur 30 min oder bis zur Entstehungerischwachen gelben Farbe inkubiert. Die
Reaktion konnte durch die Zugabe von 150 pl 1 MriNadcarbonat gestoppt werden. Die Absorption
der Proben wurde bei 420 nm gemessen.

Die Luciferaseaktivitdten der einzelnen Proben wordan Hand def-Galactosidaseaktivitaten

standardisiert.

2 x ONPG Probenpuffer

2 mM Magnesiumchlorid (MgG| M 95,21) 0,2 ml/50 ml 0,5 M MgGl
100 mMB-Mercaptoethanol (M 78,13) 0,34 ml/50 ml

1,33 mg/ml o-Nitrophenyp-D-galactopyranosid (ONPG, M 301,25) 66,5 mg/50 ml

In 200 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,3 angesetzt bei -20°C gelagert.

500 mM Magnesiumchlorid
500 mM Magnesiumchlorid (MggIM 95,21) 2,38 g/50 ml
In H,04q I6SEN.

200 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,3

5,52 g/l Natriumdihydrogenphosphat Anhydrous (M@, M 119,98)

41,31 g/l Dinatriumhydrogenphosphat HeptahydratiNrO, * 7H,0, M 268,07)
In H,044 gelost.
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Stoplésung
1 M Natriumcarbonat (N&O;, M 105,99) ‘ 5,3 g/50 ml
In H,044 gelost.

2.2.4.13 Seap Assay

Zur einfachen und schnellen Quantifizierung von APKurden Alkalische Phosphatase
Fusionsproteine von APP (SEAP-APP) verwendet (2%8bil in HEK 293T oder CHOKI Zellen
exprimierte SEAP-APP Fusionsproteine werden wieWliltyp-Proteine prozessiert. Daher konnte
die Messung der ins Medium sezernierten AlkaliscH&imosphatase zur Quantifizierung von
sezerniertem APPs (SEAP-APPSs) genutzt werden.

Zur Messung von SEAP-APPs wurden stabil exprimigeeiZellen und zur Bestimmung der
endogenen Alkalischen Phosphatase nicht trangéz#gllen in 12-well Schalen ausgesat. Zwei Tage
nach der Aussaat wurde das Medium gewechselt un@4(Std. konditioniert. Das konditionierte
Medium wurde vorsichtig abgenommen, fiir 5 min b&0d0 U/min bei 4°C abzentrifugiert und der
Uberstand anschlieRend in ein neues 1,5 ml ReakjedalR uberfiihrt. Die Zellen wurden lysiert
(2.2.4.2) und die Proteinkonzentration bestimmt2.@23). Sowohl die Lysate als auch das
konditionierte Medium wurden bei -80°C gelagert.

Im Gegensatz zu der von den meisten Zellen exprienieendogenen Alkalischen Phosphatase ist die
fur die Fusionskonstrukte verwendete AP fir wemigst30 min bei 65°C stabil. Vor der Messung von
SEAP-APPs wurden daher Aliquots der konditionierlgherstande zur Hitzeinaktivierung der
endogenen Alkalischen Phosphatase bei 65°C inkubier

Zur Messung der Alkalischen Phosphatase wurdenl2afepkonditionierten und hitzeinaktivierten
Medien in eine Multititerplatte Uberfuhrt und 200 des frisch angesetzten Substratpuffers
hinzugeben. Die Platte wurde 30 min bei RT inkulied die Reaktion konnte durch die Zugabe von
40 pl 3 M NaOH gestoppt werden. Anschlieend wudltke Absorption der Proben bei 405 nm
gemessen. Die Resultate wurden anhand der Proteieitrationen der korrespondierenden Lysate
korrigiert und zur SEAP-APPs Messung des SEAP-ABRG@ormalisiert (ausgedruckt als % SEAP-
APP695wt).

Alkalische Phosphatase Substratpuffer

0,1 M Glycin (M 75,07) 7,51 g/l
1 mM Magnesiumchlorid Hexahydrat (Mg&H,O, M 203,3) 0,203 g/l
1 mM Zinkchlorid (ZnC}, M 136,29) 0,136 g/l

Mit H,O4q auf 1 | aufgefillt und den pH mit NaOH auf 10,4gestellt. Das Optimum der alkalischen
Phosphatase liegt zwischen 9,5 und 10,5. Stenidfittund bei 4°C gelagert.

Unmittelbar vor der Verwendung eine Tablette pNpitrophenyl-Phosphat, Sigma, N-9389, 5mg, bei -
20°C gelagert) in 5 ml Alkalische Phosphatase Satmiffer gelost.
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3 Ergebnisse

Ein zentrales Ereignis der Pathogenese der Alzhdiri@ankung ist die Aggregation des Amyldid-
(AP)-Peptids im extrazellularen Raum des Gehirns. Bgseptid wird durch$- und y-Sekretase-
Prozessierung aus dem Vorlauferprotein APP hergabgédten. Wahrend die Entfernung des
zytosolischen Schwanzes inklusive des Internalisgssignals YENPTY die Sekretion von
wildtyp APP vollstdndig unterdriickte, hatte die C-termenalerkirzung von APP mit der
schwedischen Mutation (APPswe) keinen EinflussciefAB-Sekretion (37, 108). Dies deutet darauf
hin, dass die Freisetzung deg-Reptids beinwildtyp APP in endozytotischen Kompartimenten wie
den Endosomen erfolgt (99, 123), wahrend es beinPsi® im sekretorischen Transportweg
freigesetzt wird. Dabei schneidet digSekretase APPswe im sekretorischen Transportweg,
wahrscheinlich in vom Golgi abgeschniirten sekretbién Vesikeln (275, 280). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass sowohl daSekretase&sheddingals auch dery-Sekretease-Schnitt von
APPswe im sekretorischen Transportweg lokalisgrt i

In einer kurzlich veroffentlichten Publikation habeCirrito et al. die Endozytose-abhéngige
Produktion von B und dessen anschlielende Sekretion in die Intelfissigkeit an APPswe
Uberexprimierenden Mausen (Tg2576) untersucht (2823 Inhibition der Clathrin-vermittelten
Endozytose durch die Infusion eines Dynamin-Peptidhitors reduzierte in diesem Mausmodell die
AB-Sekretion um 70%. Zudem zeigte die Untersuchung BEeozessierung eines C99-GFP
Fusionsprotein, dass die AICD-Freisetzung durchydsekretase nicht im ER, im Golgi/Trans-Golgi-
Netzwerk oder in sekretorischen Vesikeln, sonderder Zelloberfliche oder in Endosomen erfolgt
(278). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zimgigen Modell der APPswe-Prozessierung.
Zur Untersuchung dieser abweichenden Beobachtusgl#tan die Unterschiede zwischen aeldtyp
APP- und APPswe-Prozessierung herausgearbeitet dred Lokalisation der einzelnen
Spaltungsereignisse bestimmt werden.

Zahlreiche Arbeiten haben gezeigt, dass die APRd2gierung in Zellkultur sehr ahnlich zamvivo
Metabolismus ist. Die prinzipielle Prozessierung VPP ist dabei in unterschiedlichen Zelltypen
identisch (111) und das Prozessierungsmuster ungith&ion endogener Expression oder exogener
Uberexpression (99, 111, 301, 302).

Die APP-Prozessierung wurde weitgehend in humamnaoryonalen Nierenzellen, HEK293, und in
Ovarienzellen des chinesischen Hamsters, CH@KIrese Hamster Ovary Céllaufgeklart (37, 99,
100, 111, 303)Beide Zelltypen sind daher geeignete Modellsystenne Untersuchung des APP-
Metabolismus. Da BACEL nur schwach in HEK293-Zekegprimiert ist (110, 196, 197), lassen sich
insbesondere die Fragmente der amyloidogenen Riem@sg von wildtyp APP schwieriger
nachweisen als in CHOKI-Zellen. Dagegen ermégliiathéhere BACE-Aktivitat der CHOKI-Zellen
eine einfache Detektion der ARPsund AB-Sekretion. Da die Messungen vorg-Aund APP§-

Sekretion wesentliche Bestandteile der Untersuchi@ngpezifischen Unterschiede zwischeldtyp
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3. Ergebnisse

APP- und APPswe-Prozessierung war, basiert dertgyrd@il dieser Arbeit auf Untersuchungen in
CHOKI-Zellen.

Um die Analyse der einzelnen Spaltungsfragmenteriaichtern bzw. zu erméglichen wurden durch
virale Transfektion fur alle Mutanten APP stabiletdéxprimierende Zellen erzeugt und nach der

Selektion als Massenkulturen verwendet, um klok#flekte zu vermeiden.

3.1 Antikdrper zum Nachweis der APP-Prozessierungsf  ragmente

In dieser Arbeit wurden eine Vielzahl an Mutationan den zytoplasmatischen Teil von APP
eingefligt. Diese Mutationen liegen im Epitop degege die C-terminalen 15 AS gerichteten
Antikérpers CT15, wodurch die Verwendung diesesikEmpers ausgeschlossen wurde. Die meisten
der in dieser Arbeit verwendeten APP-Expressionskaokte wurden daher am zytoplasmatischen
Ende mit einemlag versehen, der der C-terminalen Sequenz des c-WhyteiRs entsprach. Diese
Fusionsproteine ermoglichten den Nachweis der ARBrdssion durch die Verwendung des gegen
die c-Myc-Sequenz gerichteten und kommerziell éiibien Antikdrpers 9E10.

Die verschiedenen Spaltprodukte des amyloidogenend udes nicht-amyloidogenen
Prozessierungsweges wurden durch spezifische Apgké und durch die GroRe bzw.
GrolRenunterschiede der Fragmente detektiert undifideert. Die amyloidogene Prozessierung von
APP fiihrt durch def-Sekretase-Schnitt zu dem im Zellkultur-Uberstaetektierbaren APBsund
dem im Lysat nachweisbaren C98C{TF). Die auswildtyp APP und dem APPswe hervorgehenden
APP$ Fragmente (~100-110 kDa) unterscheiden sich nurchdudie beiden C-terminalen
Aminosauren, KM in dewildtyp Form und NL bei der schwedischen Mutante. Die Kiaig dieser
beiden Aminosauren durch die Antikérper 192wt bzZi@2swe ermdglichte den spezifischen
Nachweis von APH%,: bzw. APP8.,.. Sowohl das ca.12 kDa grof3e C99 als auch das dliech
Sekretase-Prozessierung von C99 ins Zytosol fretges AICD wurden wiederum mit dem
Antikérper 9E10 nachgewiesen. Das parallel sezamigB-Peptid (A8) wurde entweder durch den
Antikbper 26D6 oder durch den Antikdrper IC16, leigegen den N-terminalen Bereich de-A
Sequenz gerichtet, nachgewiesen. Dig-Peptide zeichnen sich durch eine C-terminale
Sequenzvariabilitat aus. Daher wurde mittels ELEB& AB-Gesamtmenge in die entstandengi@:
und AB42-Mengen aufgeschlisselt. Dazu wurden d@4Aspezifische Antikdrper BAP24 bzw. der
ApB42-spezifische Antikdrper BAP15 als Detektionsainger verwendet.

Im nicht-amyloidogenen Weg entstehen durch @&ekretase-Schnitt das sezernierte APER400-
110 kDa) und das im Lysat nachweisbare C-termikRad@ment C83oCTF). Das im Vergleich zum
APP$ C-terminal etwas langere ARPsnthalt zusatzlich die N-terminalen 16 Aminosauwien AB-
Sequenz und konnte somit durch die beiden AntikoB&6 und IC16 vom APBsunterschieden
werden. C83 (~10 kDa) wurde wie C99 mit dem Antgdeir 9E10 detektiert und durch das etwas
kleinere Molekulargewicht vom C99 (~12 kDa) abgegte Die y-Sekretase-Prozessierung von C83
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3. Ergebnisse

erzeugt wiederum das ins Zytosol freigesetzte AR das in den Uberstand sezernierte p3-Peptid.
Das aus dem C83 generierte AICD ist identisch mindaus C99 freigesetzten AICD und wurde
wiederum mit dem Antikorper 9E10 nachgewiesen. Dé¢ektion des p3-Peptids war in dieser Arbeit
nicht moéglich.

Die Gesamtmenge der APPs-Sekretion, also die SuausdPPg und APPg, wurde mit Hilfe des
gegen die N-terminale Doméne des APP gerichteteikdpers 63D im Uberstand gemessen.

Lumen B-Sekretase Zytosol

y-Sekretase
Ict

63D 192wt ¢ 9E10
9 N o
3 0 APP695 AR E 5
192swe CT15
26D
APPwt: a-Sekretase
EEISEVKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKKKQY TSIHHGVVEVDAAVTPEERHLSKMQQNGYENPTYKFFEQMQN
192wt
APPsB.,
APPswe:
y-Sekretase
B-Sekretase a-Sekretase Schnitt
Schnitt Schnitt y €
596 | 597 612 | 613 645 646
EEISEVNLDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGWIATVIVITLVMLKKKQY TSIHHGVVEVDAAVTPEERHLSKMQQNGYENPTYKFFEQMQN
192swe CT15
26D6
IC16
APPsB,,.
APPsa ——
C99 - BCTF
C83 -aCTF
C50 - AICD
AB40 -] BAP24
AR42 7] BAP15
P3 —

Abb. 9: Schematische Darstellung von APP, der Prozsierungsfragmente und der zur Detektion
verwendeten Antikorper.

Das APP besteht aus einer grof3en luminalen Domédneinem N-terminalen Signalpeptid, einer einzelnen
Transmembrandomane und einem 47 AS grof3en zytoptesimen Schwanz. Die Lage deB-Reptids und der
Sekretase-Schnittstellen im APP sind gekennzeiclihaetem ist das bei einigen APP-Konstrukten C-taaini
angefiigte c-Myc-Epitop dargestellt. Zur Verdeutlin der durchu-, B- und y-Sekretase-Prozessierung von
APP entstehenden Fragmente ist der SequenzbeimicB8 AS N-terminal def-Sekretase-Schnittstelle bis zum
C-Terminus fur daswildtyp APP und das schwedische APP hervorgehoben und imbhuéhstabencode
wiedergegeben. Durch die schwedische Mutation wedile beiden Aminosauren unmittelbar N-terminal fgler
Sekretase-Schnittstelle ausgetauscht (K595N, N59Bi§ Transmembrandoméne ist grau unterlegt und der
AB40-Sequenzbereich unterstrichen dargestellt. DigelLderp-Sekretase-Schnittstelle an Position 1 dfs A
Peptids (die angegebenen AS Nummern beziehen si€hdia APP695-Sequenz) und dieSekretase-
Schnittstelle zwischen AS 16 und 17 def-Peptids sind eingezeichnet. DijeSekretase schneidet APP
mehrfach in der Transmembrandoméane. Durch g&chnitt wird wahrscheinlich zuerst einp49-Peptid
erzeugt, welches nachfolgend durch weite®ekretase-Schnitte zupA2 und A840 verkirzt wird. Die durch
die APP-Prozessierung entstehenden Fragmente sisprechend ihrem Sequenzbereich dargestellt. Zigdat
sind die Epitope der verwendeten Antikérper angegeb
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3. Ergebnisse

3.2 Unterschiedliche Mechanismen reduzieren die A B-Sekretion
der internalisierungsdefizienten NPXY-Deletionsmuta  nten von
wildtyp APP und schwedischem APP

Zunachst sollte der Einfluss der Internalisierurmn wder Zelloberflache in die endozytotischen
Kompartimente auf die APP-Prozessierung unterswarden. Zur Herstellung von Endozytose-
defizienten APP695wt- und APPswe-Expressionskokigru wurde die zytoplasmatische
Konsensussequenz der Clathvigrmittelten Internalisierung von Zelloberflacheoiginen, NPTY,
entfernt ANPTY)(90). Da die NPTY-Doméane von APP im Epitop degen die letzten 15 AS von
APP gerichteten Antikoérpers CT15 liegt, wurde z@tdéktion ein c-Myc-Tag an den C-Terminus von
APP angefugt.

Die stabilen Massenkulturen der APP695myc bzw. ABRBIPTYmyc Uberexprimierenden CHO-
Kl-Zellen zeigten im Western Blot eine gleichmafigeression (Abb. 10B, 1. Feld). Die Entfernung
des Endozytosesignals NPTY verursachte einen stakkestieg der APRs und der APPs-Sekretion
(Abb. 10B, 2. und 3. Feld). Gleichzeitig wurde @i&Sekretase-Spaltung und somit die ARRS
Sekretion durch die Entfernung des NPTY-Motivsksemniedrigt (Abb. 10B, 4. Feld). Die Abnahme
der B-Sekretase-Prozessierung verursachte zudem eimaind®rung der C99-Menge (Abb. 10B, 5.
Feld, obere Bande) und infolgedessen eine starkal&he der -Sekretion (Abb. 10B, 6. Feld).
Frihere Arbeiten haben bereits gezeigt, dass difedBaong der Konsensussequenz NPTY die
Internalisierung von APP inhibiert und so eine lstafkkumulation von APP an der Zelloberflache
verursacht. Dabei fuhrt die Erhdhung der Substrat&otration zu einer verstarktenSekretase-
Prozessierung von APP, wodurch die APPs- und Af¥ekretion stark erhoht wird (100, 123).
Demzufolge deutet die gleichzeitige Abnahme der gRFSekretion der internalisierungsdefizienten
APP-Proteine (Abb. 10B, 4. Feld) darauf hin, dass gto3te Teil dep-Sekretase-Prozessierung in
endozytotischen Kompartimenten erfolgt. Dies fi#utder Annahme, dass die starke Verminderung
der AB-Produktion in Folge der erniedrigten Internalisigg vonwildtyp APP hauptsachlich durch die
reduzierte-Sekretase-Prozessierung verursacht wird.

Untersuchungen von schwedischem APP haben gedeigs, diese Mutation diepAProduktion um
das 6-8fache erhoht ((37, 108, 304) siehe auch A®pb.APPswe ist im Vergleich zumildtyp APP
ein besseres Substrat deSekretase. In Folge der verstarkigsekretase-Spaltung kommt es zu
einer Erhéhung der C99-Menge (vergleiche CTF-Venigilin Abb. 10C, 5. Feld mit Abb. 10B, 5.
Feld, oder auch Abb. 19), deren Prozessierung diiechSekretase zu einer verstarktep-8ekretion
fuhrt. Wie beimwildtyp APP (Abb. 10B) verursachte die Entfernung des Eythsesignals NPTY im
APPswe (APPG695swNPTYmyc) eine verstarkte AP&sSekretion (Abb. 10C, 3. Feld).
Infolgedessen stieg auch die Freisetzung der GeA&ms-Menge stark an (Abb. 10C, 2. Feld). Im
Gegensatz zunwildtyp APP wurde dig-Sekretase-Spaltung von APP695swe durch die Emnthgrn
des NPTY-Motivs nur geringfligig beeintrachtigt (AW®C, 4. Feld). Dagegen waren die durchfidas
Sekretase&shedding erzeugten C-terminalen Fragmente (C99) in  APPG66ABIRTYmyc
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3. Ergebnisse

Uberexprimierenden CHOKI-Zellen im Vergleich zu A®Bswemyc stark erniedrigt (obere Bande in
Abb. 10C, 5. Feld). In Folge der erniedrigten C98rAge war auch die fASekretion des NPTY-
Deletionskonstruktes von schwedischem APP wie beildityp APP stark vermindert (Abb. 10C, 6.
Feld).

A
Lumen Zytosol
B-Sekretase y-Sekretase
WT: K_
ﬂ O APP695 AR E [
SWE: NL /
a-Sekretase
APP: LSKMQQNGYENPTYKFFEQMQN
APPANPTY: LSKMQQNGYE KFFEQMQN
B C
CHOKI CHOKI
100kDa-IE| 9E10-APP 100kDa'IE| 9F10-AFP
100kDa] | 63D - APPs 100kDa-| M @ | 63D - APPs

100kDa] # el | 2606 -APPsa | oo0.] s gmem | 26D6 - APPsa

100kDa-| M S | 192wt - APPSB,,  100kDa-| M s | 1925we - APPSB,,.

10kD

Abb. 10: Verminderte Ap-Sekretion der NPTY-Deletionsmutanten vonwildtyp und von schwedischem
APP

A Schematische Darstellung der zur Generierung vabilsiberexprimierenden CHOKI-Zellen verwendeten
APP695-Expressionskonstrukte. Die Lage der Seleebabnittstellen und des pAPeptids im APP sind
eingezeichnet. Zudem ist der doppelte Aminosautaassh der schwedischen Mutation unmittelbar N-teaimn
von der B-Sekretase-Schnittstelle dargestellt. Zur Detektiworden die APP-Expressionskonstrukte am
zytoplasmatischen Ende mit einer c-Myc-Sequenz edens. Der Deletionsbereich der NPTY-Doméne ist
vergrof3ert dargestellt.

B Vergleich des Prozessierungsmusters wildtyp APP695myc mit der internalisierungsdefizienten NPT
Deletionsmutante APP6ABIPTYmyc.

C Vergleich des Prozessierungsmusters der schwedischMutante, APP695swemyc, mit
APP695swaANPTYmyc. 2 Tage nach der Aussaat wurden die Mediemstabil Uberexprimierenden Zellen
gewechselt. Die fir weitere 24 Std. konditionierddadien und die Lysate wurden anschlielend mis&S-
PAGE aufgetrennt. Sowohl imildtyp APP als auch in APPswe Uberexprimierenden Zellbétge die Deletion
der NPTY-Doméne die APPs- und die ABFBekretion. Wahrend die NPTY-Deletion dwldtyp APP$
(APP$,)-Sekretion stark reduzierte, war die ABRsFreisetzung in APPswWeNPTYmyc exprimierenden
Zellen nur geringfiigig beeintrachtigt. Erstaunlicheise fiihrte die Deletion sowohl zu einer Abnahror C99

in APP695myc- als auch in APP695swemyc-Zellen. ®iesbnahme verursachte jeweils eine starke
Erniedrigung der B-Sekretion.
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Entgegen vorherigen Verdéffentlichungen deuten diesgebnisse darauf hin, dass Veranderungen in
der Konsensussequenz fur die Clathrin-vermittditéernalisierung von schwedischem APP wie beim
wildtyp APP eine starke Erniedrigung def-Sekretion hervorrufen. Interessanterweise bestétig
diese Ergebnisse, dass der grof3te Teipe®skretase-Schnittes von APPswe im spaten selgeten
Transportweg erfolgt, da die AFRgsSekretion ungeachtet der inhibierten Internalisigr
weitgehend unverandert blieb (280). Die ReduziemmgAB-Sekretion wurde somit nicht durch eine
vermindertep-Sekretase-Prozessierung hervorgerufen, sonderheisdirekte Folge der erniedrigten
C99-Menge. Die beobachtete erhohte ARBskretion deutet auf eine verminderte Endozytese d
NPTY-Deletionkonstrukte von APPswe hin. Die Akkumtidbn von APPswe an der Zelloberflache
wirde zu einem Anstieg der Substratkonzentratiorudgekretase fihren. Diese wiederum hatte eine
verstarkten-Sekretase-Prozessierung von APP695swe und somidatektierten Anstieg der ARiRs

Sekretion zur Folge.

3.3 Verminderte C99-Fragmente und A B-Sekretion der NPTY-
Deletionsmutanten von APP770swe

Wahrend in Neuronen Uberwiegend APP695 exprimiertl,wsind die beiden langeren Isoformen
APP751 und APP770 die haufigsten Isoformen in mnghtronalen Zellen. Um einen Isoform
spezifischen Effekt auszuschliel3en, wurden zustAPP770swemyc bzw. APP770MMPTYmyc
Expressionskonstrukte kloniert und durch virale nBfaktion Uberexprimierende CHOKI-
Massenkulturen hergestellt. Die Zellpools wurdehgeichméalige Expression untersucht (Abb. 11,
1. Feld) und das Prozessierungsmuster analysiét.ADalyse wurde zur Quantifizierung bis zu
sechsmal wiederholt. Der Vergleich der beiden zallp fihrte zu ahnlichen Ergebnissen wie bei den
zuvor analysierten APP695swemyc Uberexprimiereri¢idien. Die Entfernung der NPTY-Doméne
verursachte im Vergleich zu APP770swemyc eine 4fa&teigerung der APBsSekretion in
APP770swaNPTYmyc Uberexprimierenden Zellen (Abb. 11A, 3.d;@). Diep-Sekretase-Spaltung
und somit die APH%,.«Sekretion wurde durch die Deletion der NPTY-Dombégieht, aber statistisch
nicht signifikant erniedrigt (Abb. 11 A, 4. Feld).@QResultierend aus der starken Erh6hung der APPs
Sekretion und unveranderten APBRgFreisetzung ergab sich eine erhdhte Gesamt-APRPmd/le
(Abb. 11 A, 2. Feld). Wahrend die erhOhéeSekretase-Prozessierung die C83-Menge in den
APP770swaNPTYmyc exprimierenden Zellen erhéhte, waren di€9-€EBagmente, entgegen den
Erwartungen, um mehr als 50% erniedrigt (Abb. 115AFeld, D). Die verminderte C99-Menge in
APP770swaNPTYmyc exprimierenden Zellen korrespondierten eiiter tber 50%igen Abnahme
der AB-Sekretion gegeniiber APP770swemyc exprimierenddlerz@Abb. 11 A, 6. Feld, E). Auf
Grund dieser Ergebnisse konnte ein Isoform-spehiéis Effekt der fehlenden NPTY-Doméane auf die

APP-Prozessierung ausgeschlossen werden. Zuderatigiest sie unsere Beobachtung, dass die
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Deletion des NPTY-Motivs von APPswe trotz unverateteAPP$,«Sekretion eine starke Abnahme
der C99-Menge und derpASekretion verursacht (Abb. 11A, 4. Feld).
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Abb. 11: Die Deletion der NPTY-Doméane von APP770swerringert sowohl die C99-Menge als auch die
AB-Sekretion bei gleichzeitig unveranderte-Sekretase-Prozessierung.

A Vergleich des Prozessierungsmusters der langste-I8oform, APP770swemyc, mit der NPTY-
Deletionsmutante APP770sadPTYmyc. 2 Tage nach der Aussaat wurden die Mediem stabil
Uberexprimierenden Zellen gewechselt. AnschlieBgadden die fur weitere 24 Std. konditionierten Medi
und die Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt undzeiéen auf gleichméRige APP-Expression untersugiat.
Deletion der NPTY-Domane verursachte eine 4fachéliing der APRsSekretion (B). Da gleichzeitig dig
Sekretase-vermittelte APRgeSekretion durch die Entfernung der NPTY-Doméane geningflgig beeinflusst
wurde (C), fuhrte der starke Anstieg der ARMFseisetzung auch zu einem Anstieg der Gesamt-ARéTgje.
Ungeachtet der unverdnderten ABRsFreisetzung verursachte die Deletion des Intesigmlingssignals NPTY
sowohl eine mehr als 50 %ige Abnahme der C99-Mébyals auch der B-Sekretion (E).
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3.4 Die Deletion der NPTY-Domane verursacht eine Ak kumulation
von APPswe an der Zelloberflache

Die bisherige Interpretation der beobachteten Egeaften von APRNPTY-Konstrukten beruhte auf
der Annahme, dass diese Doméne die InternalisievangAPP-Zelloberflaichenmolekilen vermittelt.
Untersuchungen der Sortierungssignale von APP hgeagigt, dass insbesondere die NPTY-Doméne
fur die Endozytose vomvildtyp APP verantwortlich ist (98, 100). Punktmutatiorianerhalb des
Motivs inhibierten die Internalisierung vomildtyp APP und verursachten eine Akkumulation von
APP an der Zelloberflache (100).

Um zu untersuchen, ob die Deletion der NPTY-Domaumeh im schwedischen APP zu einer starken
Anhaufung von APPswe an der Zelloberflache fihurde die Oberflachenmenge von APP mittels
Oberflachenflachenbiotinylierung bestimmt. Analagrewildtyp APP verursachte die Deletion der
NPTY-Domane eine starke Akkumulation von APP770sywem@n der Plasmamembran (Abb. 12).
Interessanterweise akkumulierte dabei nur die neatarForm von APP an der Oberflache (Abb. 12,
obere Bande). Gleichzeitig wurde aber keine Erhghder maturierten APP-Formen in den Lysaten
beobachtet, so dass das Verhéltnis von maturieztemcht-maturiertem APPswe unverandert blieb
(Abb. 12, obere Bande).

Die Deletion des NPTY-Motivs blockierte somit eigeits die Internalisierung von APPswe, hatte
aber anderseits keinen Einfluss auf die ReifungABPR. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
beobachteten Veranderungen der APP-Prozessierunth dlie Entfernung der NPTY-Domane

groitenteils auf die Inhibition der APP-Endozytasdickzufihren sind.
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Abb. 12: Die Entfernung der NPTY-Domé&ne im APP770se verursacht eine Akkumulierung von
maturiertem APP an der Zelloberflache

APP770swemyc bzw. APP770sMPTYmyc Uberexprimierende CHOKI-Zellen wurden mitioh
oberflachenmarkiert. Nach der Immunpréazipitationt NNeutravidin-Beads wurden die markierten Proteine
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und APP mit dem Anfiled 9E10 nachgewiesen. Die Deletion der NPTY-
Doméne im APP770swe verursachte eine starke Aklationl von maturiertem APP an der Zelloberflaches Di
Kontrollanalyse der Lysate zeigte eine gleichmaffggression der APP-Konstrukte. Zudem konnte keine
Veranderung der maturierten APP770swe-Menge duebeletion des NPTY-Motivs beobachtet werden.
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3.5 Punktmutationen der Internalisierungsdomane YEN PTY
verursachen bei gleichbleibender APPs  B..e-Sekretion eine
starke Reduktion der C99- und A B-Mengen

Der Bereich um das NPTY-Motiv von APP, GYENPTY, teéd theoretisch aus drei voneinander
unabhangigen Domanen - NPTY, YENP und GY. Dieserldppungen mehrerer eigenstandiger
Signalsequenzen haben uns dazu bewogen, die Bedeuwar einzelnen Aminosauren der
GYENPTY-Domane von APP zu untersuchen. Zur Ermitildes Einflusses einzelner Aminosauren
auf die APP-Prozessierung wurden einzelne Aminestutes GYENPTY-Motivs gegen Alanin
ausgetauscht und anschlieBend stabil UberexprindereCHOKI-Zellen durch virale Infektion
gewonnen. Die Untersuchung des APP-Metabolismugteeginen starken Anstieg der APPs-
Sekretion bei allen Mutationen (Abb. 13B, 2. Feldidbei wurde deutlich, dass der Anstieg der APPs-
Sekretion durch unterschiedliche Effekte der Motan auf dieo- und B-Sekretase-Prozessierung
hervorgerufen wurde. Wahrend die G681A Mutation AlRPsi-Sekretion nur leicht erhdhte, wurde
sie durch alle anderen Mutationen um ein Vielfachesteigert (Abb. 13B, 3. Feld, Abb. 14A).
Wahrend die APHs.«Sekretion durch die Y682A oder die P685A MutationYENPTY-Motiv im
Vergleich zum APP695swemyc leicht anstieg, wur@edsirch die Punktmutationen N684A, Y687A
und die Doppelmutation Y682A/P685A geringfligig edrigt (Abb. 13 B, 4. Feld, Abb. 14B). Wie
zuvor bei den NPTY-Deletionsmutanten deuten diesgelihisse darauf hin, dass di€Sekretase-
Prozessierung von APPswe weitgehend unabhéngig imernalisierungssignal YENPTY ist.
Erstaunlicherweise wurde durch die Mutation deshatnal vor dem YENPTY gelegenen Glycins
65% mehr APH&,.. sezerniert als von APP695swemyc exprimierendeteZ€Abb. 13 B, 4. Feld,
Abb. 14B). Zusammen mit dem leichten Anstieg deP&PSekretion erklart diese Steigerung der
APPg,.sSekretion die starke Erhdhung der Gesamt-APPs-Bleimy APP695swe-G681A-myc
exprimierenden CHOKI-Zellen (Abb. 13A, 2. Feld, AdEC).

Die Analyse der APP-CTFs in diesen Zellen zeigtereidhnlichen Effekt der Punktmutationen wie
zuvor bei der Deletion der gesamten NPTY-Domane.v8aursachte die G681A Mutation im
APP695swemyc neben dem Anstieg der ARRsSekretion auch eine Erhéhung der C99-Fragmente
(Abb. 13B, 5. Feld, Abb. 14D). Dagegen wurde di®-@G8nge durch die anderen Mutationen stark
erniedrigt (Abb. 13B, 5. Feld, Abb. 14D), obwohkedi-Sekretase-vermittelte APRgsSekretion
gleichzeitig nur wenig beeintrachtigt wurde (AbI3. B, 3. Feld, Abb. 14B). Zudem waren die C83-
Mengen leicht erhéht (Abb. 13B, 5. Feld, Abb. 14D).Vergleich zu APPswe flihrten die Mutationen
in der YENPTY-Doméane im APPswe somit zu einem itieetlen C99 zu C83-Verhéltnis (siehe Abb.
13A, 5. Feld). Ubereinstimmend mit den NPTY-Deletkonstrukten war die fASekretion der
Punktmutanten des YENPTY-Motivs stark erniedrigglfe Abb. 13B, 6. Feld). Quantifizierungen der
AB40- und A42-Mengen von konditoniertem Uberstand durch ELI3digten eine parallele
Abnahme von B840 und A42 um ca. 50 % (Abb. 14E). DiepAO- und A42-Freisetzung aus
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Abb. 13: Punktmutationen innerhalb des Endozytose-Mtivs von APPswe haben keine signifikanten
Einfluss auf die p-Sekretase-Prozessierung, verursachen aber eine ta Abnahme der AB-Sekretion.

A Schematische Darstellung von APP695swemyc. UnlimitteN-terminal des B-Peptids ist der doppelte
Aminosaurenaustausch der schwedischen Mutationtli@mmemacht. Zudem sind die 47 zytoplasmatischen
Aminosauren vergrofRert und im Einbuchstabencoddemgegeben. Die im Bereich des Internalisierungsdig
eingeflgten Punktmutationen sind fett dargestelit anhand der APP695-Nummerierung bezeichnet.

B Die in A beschriebenen Expressionskonstrukte wurden Herstellung von stabil Uberexprimierenden
CHOKI-Zellen verwendet. Das Medium der gleichméaBiggesaten Zellen wurde nach 48 Std. gewechselt und
fur weitere 24 Std. konditioniert. Anschlieend dem die Lysate und die Zelliberstande mit den aglgmoen
Antikérpern im Western Blot analysiert.

Im Vergleich zum APP695swemyc erhdhten die Mutaroimnerhalb der YENPTY-Doméane signifikant die
APPsi-Sekretion, wahrend keine dieser Mutationen einileaitigen Effekt auf die APBs.sFreisetzung
zeigten. Nur die G681A Mutation fihrte zu einemftigién Anstieg der APPs,«Sekretion. Die Detektion der
CTFs zeigte, dass die C83-Mengen durch den Andeéed\PPs-Sekretion leicht erhéht waren. Auf der anderen
Seite waren die C99-Fragmente trotz unveranderfP g\, Sekretion durch die Punktmutationen innerhalb
der YENPTY-Domane stark erniedrigt. Der Redukticer €99-Menge folgend, zeigten die Mutationen des
YENPTY-Motivs auch eine starke Abnahme dé¢¥-3ekretion.
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Abb. 14: Quantifizierung des Prozessierungsmusters der APP695swemyc-Konstrukte — mit

Punktmutationen in der YENPTY-Doméne

Quantifizierung zu den in Abb. 13 gezeigten Ergebain. Die Daten wurden als MittelwerStandardfehler aus
drei bis sechs Experimenten berechnet und zuddtzhon die APP-Expressionsmenge der stabil
Uberexprimierenden CHOKI-Zellkulturlinien angegléah

A Verglichen mit APPswemyc erhéhten die Punktmuteio im YENPTY-Motiv signifikant die APRs
Sekretion, wahren® kein eindeutiger Effekt einer der Mutationen irlredb des Endozytosesignals YENPTY
auf die APPB,,«Sekretion beobachtet wurde. Nur die G681A Mutafidimte zu einem substantiellen Anstieg
der APP8q.sFreisetzung.C Insgesamt fihrten somit alle Mutationen innerhd#és GYENPTY-Motivs zu
einem Anstieg der Gesamt-APPs-Sekretion.

D Die Quantifizierung der CTFs zeigte, dass die C8hlk durch die erhdhteSekretase-Prozessierung leicht
anstieg. Im Gegensatz zum nahezu gleichbleibend@$4,. waren die C99-Mengen durch die Mutationen
innerhalb des Internalisierungssignals YENPTY strkedrigt.F Die Konzentrationen von 340 und A342 im
konditionierten Medium wurden mittels ELISA gemeass®er Abnahme von C99 folgend, verursachten die
Mutationen des YENPTY-Motivs eine parallele 50 %#fgmahme der Sekretion beidep/Spezien.

APP695swe ist demnach deutlich von dem intrinsisdbedozytose-Signal abhangig. Obwohl fie
Sekretase-Spaltung von APPswe durch die Mutatidasmicht beeintrachtigt wurde, verursachte die
starke Erniedrigung der C99-Level eine 50 %ige Redn der A3-Sekretion.

Die AB-Produktion von Zellen, die die APPswe-Punktmutaio ohne C-terminalen Myc-Tag stabil
Uberexprimierten, war ebenfalls reduziert. Diegizadass die beobachteten Effekte nicht durch den

angehangteiag verursacht wurden (Daten nicht gezeigt)
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3.6 Die C-terminale Verkirzung von APPswe erniedrig t die A B-
Produktion bei unveranderter APPs  B...-Sekretion

Unsere Beobachtung, dass Mutationen innerhalb deNPTY-Doméane von APPswe diepA
Sekretion beeintrachtigen, steht im WidersprucHriédbheren Berichten, in denen die Entfernung des
gesamten zytoplasmatischen Schwanzes einschlief@ishY ENPTY-Motivs keinen Einfluss auf die
AB-Sekretion in transient transfizierten Zellen hé#e, 108).

Zur Untersuchung der Diskrepanz zwischen dem géngldodell der APPswe-Prozessierung und
unseren Beobachtungen wurden C-terminal verkirBt@695swe Expressionskonstrukte kloniert und
mittels retroviraler Infektion stabile CHOKI-Masdeituren gewonnen. Die Konstrukte wurden
anhand der Anzahl der verbleibenden zytoplasmaiseaminosauren benannt (Abb. 15A). Dabei
stimmten APP695swe-tailless und APP695swe+4 mit denden vorigen Untersuchungen der
APPswe-Prozessierung verwendeten Expressionskétestriiberein und wurden zur Reproduktion
dieser Ergebnisse eingesetzt (37, 108).

Die Entfernung der C-terminalen sieben Aminosdwen APP695swe (APPswe+40) hatte keinen
Einfluss auf die APP-Prozessierung. Dagegen |0ste zdsatzliche Entfernung der GYENPTY-
Domane von schwedischem APP (APPswe+32) eine skatik&hung sowohl der AP&sals auch der
APPs-Sekretion aus (Abb. 15B, 2. und 3. Feld). Omstet darauf hin, dass die durch die Beseitigung
des Endozytose-Motivs verursachte Akkumulation &&Pswe an der Zelloberflache eine erhdahte
Sekretase-Prozessierung induzierte. Im Gegensatr ltatte die Entfernung der YENPTY-Domane,
genau wie bei den Punktmutanten und der DeletianNRTY-Motivs, keinen Einfluss auf dig
Sekretase-vermittelte Freisetzung von ARRs(Abb. 15B, 4. Feld). Dennoch war digd/ekretion
stark erniedrigt (Abb. 15B, 5. Feld). Die weitererkiirzung des zytoplasmatischen Schwanzes bis auf
vier Aminosauren unmittelbar nach der Membran (ARRP31) verursachte keine weitere Veranderung
des APP-Prozessierungsmusters. Daraus kann gesemloserden, dass die Aminosauren zwischen
Transmembrandoméane und YENPTY-Domane nicht an demittlung der Endozytose beteiligt sind
und keinen Einfluss auf die Prozessierung von ARPhaben. Die vollstdndige Entfernung aller
zytosolischen Aminosauren (APPswe-tailless) odegasalie C-terminale Verkirzung bis zer
Schnittstelle dery-Sekretase innerhalb der Transmembrandomane (ARBswesultierte in einer
weiteren Reduktion der [ASekretion (Abb. 15B, 5. Feld). Diese Abnahme dp+Phoduktion wurde

im Wesentlichen durch eine Abnahme ¢eBekretase-Prozessierung hervorgerufen (Abb. 15B, 4
Feld). Zudem verursachte die komplette Entfernueg zi/tosolischen Schwanzes eine Verringerung
der APPs- und APPs-Sekretion (Abb. 15B, 2. und 3. Feld).

Die Unabhéangigkeit der APRs.«Sekretion von dem Endozytosesignal bestatigtebdabachteté-
Sekretase-Prozessierung von APPswe im sekretonisénansportweg (280). Die fAProduktion
korreliert dabei aber nicht mit der ARRs-Menge, da die p-Sekretion der Endozytose-defizienten
Mutanten um mehr als 50% reduziert war. Der Rlcggaler APPB.sSekretion durch die

vollstdndige Entfernung der zytoplasmatischen Damamird vermutlich durch die instabile
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Abb. 15: Stark erniedrigte Ap-Produktion bei unveranderter APP.,.sSekretion von C-terminal
verkirztem schwedischem APP

A Schematische Darstellung der C-terminalen Verkigean von APP695swe. Die Sequenz der
zytoplasmatischen Domane ist vergrof3ert dargesintlt im Einbuchstabencode wiedergegeben. Die Bositi
dese—Schnittes nach Aminosaure 49 und dg48- und die 842-Schnittstellen der-Sekretase sind dargestellt.
Die Expressionskonstrukte wurden anhand der Anzhul verbleibenden zytoplasmatischen Aminosauren
benannt.

B Stabile Expression der schrittweise C-terminalkiierten APPswe-Konstrukte in CHOKI-Zellen deuten
darauf hin, dass dip-Sekretase-Spaltung von APP695swe unabhéngig vaoplagmatischen Schwanz, aber
abhangig von der stabilen Integration von APPswdiénZellmembran ist. Die Entfernung der C-termémal/

AS hatte keinen Einfluss auf die APP-Prozessierubggegen fuhrte die Verkirzung der letzten 15 AS
einschlie8lich des YENPTY-Motivs (APPswe+32) zuesinstarken Anstieg der APPs- und AfSekretion,
hatte aber keinen Einfluss auf die Freisetzung ABR$.,. Dessen ungeachtet verringerte sich jedoch @lie A
Produktion durch die Entfernung der YENPTY-DoméadDi& weitere C-terminale Verkiirzung bis auf die enst
vier Aminosauren unmittelbar nach der Transmembyarithe von APPswe (APPswe+4) hatte keinen weiteren
Einfluss auf die APPswe-Prozessierung. Die zusdizli Entfernung der positiv geladenen Aminosauren
unmittelbar nach der Transmembrandomane (APPsWessiverminderte dif-Sekretase-Spaltung und fihrte
zu einer weiteren Reduktion def/ekretion.

Integration der Konstrukte APPswe-tailless und A28 in die Membran hervorgerufen.

Wahrend die Verkirzung bzw. Entfernung des zytesbkn Schwanzes in frilheren Untersuchungen

keine Reduktion der pxSekretion verursachte (37, 108), fuhrten dieséiN@erungen von APPswe in
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unseren stabilen Zelllinien zu einer starken Abnalder A-Produktion. Diese vorherigen Ergebnisse
der APPswe-Prozessierung konnten hier somit trégiclger cDNA-Konstrukte nicht reproduziert
werden. Zusétzlich bestatigen die Ergebnisse deri@inal verkirzten APPswe-Konstrukte, dass die
Reduzierung der pSekretion in APPsweNPXYmyc exprimierenden Zellen kein artifizieller

Nebeneffekt des angefligten Myegsist.

3.7 Inhibition der lysosomalen Aktivitat verursacht einen starken
Anstieg der C83-Menge, aber keine Stabilisierung de  r C99-
Fragmente

In der amyloidogenen Prozessierung ist die Entsigivon C99 der Freisetzung vorfs Aorgelagert.
Somit bestimmt die Haufigkeit dgi-Sekretase-Prozessierung von APP die Substratmeege-
Sekretase und infolgedessen die Produktion @eBéptids. Eine bestimmte Menge ABRShrt dabei
zur gleichen Anzahl an C99-Fragmenten.

Ungeachtet der unverdnderten APfRsSekretion waren die C99-Fragmente in Zellen, die
internalisierungsdefizientes APPswe exprimiertenunseren Untersuchungen stark reduziert. Die
parallele Abnahme der C99-Fragmente und d&iSAkretion in diesen Zellen deutet darauf hin, dass
die Reduzierung der C99-Menge den Rickgang dpfPrdduktion verursachte. In weiteren
Experimenten sollte daher die Ursache der vermiade€99-Fragmente in APP695sMMdPTYmyc
exprimierenden CHOKI-Zellen untersucht werden.

Zunachst wurde angenommen, dass Mutationen im YEN®R®tiv die Erniedrigung der C99-Menge
durch eine schnellere Metabolisierung der entstamadeC99-Fragmente verursachen koénnten.
Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dassrelBeg Teil von APP in Lysosomen degradiert
wird und dass die Inhibition der Lysosomen zu estarken Akkumulation C-terminaler Fragmente
von APP fihrt (303, 305).

Daher wurde zunachst versucht, die C99-Fragmentehdilie Behandlung der Zellen mit NEl zu
stabilisieren. NHCI ist eine schwache Base, die von Zellen aufgenemmwird und saure
Kompartimente wie die Lysosomen neutralisiert. Bidkeutralisation verursacht eine Inhibition der
sauren Hydrolasen. Es ware zu erwarten geweses,eilaschnellerer lysosomaler Abbau der C99-
Fragmente durch die Behandlung mit JOH zu einer verstarkten Akkumulation von C99 in
APP695swaANPTYmyc exprimierenden CHOKI-Zellen fiihrt.

Die Behandlung der APP695swemyc bzw. APP693dWET Ymyc stabil Gberexprimierenden Zellen
mit NH,Cl hatte keinen signifikanten Einfluss auf die AP¥pression (Abb. 16, 1. Feld). Wahrend die
a-Sekretase-Prozessierung nicht beeinflusst wurdbrtd die Neutralisierung zu einer leichten
Abnahme der APBg.«sSekretion (Abb. 16, 2. und 3. Feld). Diese Verenomg des3-Sekretase-
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Abb. 16: NH,CI stabilisiert die C83-, aber nicht die C99-Fragmate

APP695swemyc und APP695sAPTYmyc stabil Uberexprimierende CHOKI-Zellen wundenit 10 mM
NH,4CI behandelt. Die Neutralisierung der sauren Kotiymente verursachte eine geringfligige Verminderung
der APP8,«Sekretion, wodurch auch diepAProduktion leicht zuriickging. Wéhrend die Behandleine
starke Anreicherung der C83-Fragmente hervorriefde keine Stabilisierung von C99 beobachtet.

Sheddingsst auf das saure pH-Optimum von BACEL zuriickztgi(110). Die leichte Reduzierung
der APP8,.«Sekretion verursachte eine geringfugige AbnahmeA@eProduktion (Abb16, 7. Feld).
Wahrend die NECI-Behandlung zu einem starken Anstieg der C83-Mefighrte, war keine
Stabilisierung der C99-Fragmente zu beobachteneDaischwerte die starke Akkumulation von C83
die gleichzeitige Detektion der CTFs unbehandefigifen (Abb 16, 6.Feld). Das schwache CTF-
Signal der unbehandelten Zellen entsprach dabekdgebnissen in Abb. 10C.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die diirehSekretase-Spaltung von APP erzeugten CTFs
im Gegensatz zu den dur@hSekretase&sheddinggebildeten CTFs in Lysosomen abgebaut werden.
Interessanterweise war die C83-Menge trotz derkstarhOhten APRsSekretion in den
APP695swaNPTYmyc exprimierenden Zellen nach der JHBehandlung niedriger als in
APP695swemyc exprimierenden Zellen. Dies weist ufanin, dass die aus APP695svPTYmyc
enstandenen C83-Fragmente weniger effizient von deloberflache in die lysosomalen
Kompartimente transportiert werden als die entdprden C83-Fragmente der APPswemyc

exprimierenden Zellen.
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Abb. 17: Chlorquine stabilisiert die C83-Fragmente hat aber keinen Einflul3 auf die C99-Menge
APP695swemyc oder APP695saPTYmyc stabil Uberexprimierende CHOKI-Zellen wundmit 100 uM
Chloroquine behandelt. Die Neutralisierung sauremi§artimente verursachte eine Erniedrigung der SRRs
Sekretion, wodurch auch dieBAroduktion zuriickging. Wahrend die Behandlung shaeke Anreicherung der
C83-Fragmente induzierte, wurde keine Stabilisigruon C99 beobachtet.

Die Behandlung der Zellen mit Chloroquine fiihrte #hnlichen Ergebnissen. Chloroquine
neutralisiert wie NHCI den pH-Wert innerhalb der sauren Vesikel undhieint somit die lysosomalen
Hydrolasen. Parallel zur APRge«Sekretion sank auch diefAreisetzung durch Chloroquine starker
als durch NHCI (Abb. 17, 4. und 7. Feld). Aber wie bei der XdHBehandlung resultierte auch die
Neutralisierung durch Chloroquine nur in einem lgtar Anstieg von C83, nicht aber in einer
Stabilisierung der C99-Fragmente (Abb. 17, 5. Felfiheut zeigte die Inhibition der lysosomalen
Degradation durch Chloroquine eine starkere Akkatnom deraCTFs in den APP695swemyc als in
den APP695sweNPTYmyc Zellen (Abb. 17, 5.Feld), obwohl letzteranes hoherea-Sekretase-
Prozessierung, d.h. APRSekretion, aufwiesen (Abb. 17, 3. Feld).

Diese Ergebnisse schlieRen einen erhdhten lysosam@bbau als Ursache der reduzierten C99-
Mengen in APP695sweNPTYmyc-Zellen aus.

86



3. Ergebnisse

3.8 Inhibtion der y-Sekretase stabilisiert C99- und C83

Die verminderte C99-Menge der APP695aMETYmyc exprimierenden CHOKI-Zellen kénnte auch
durch eine verstarkig-Sekretase-Prozessierung der CTFs verursacht weEtenvare vorstellbar,
dass C99 durch die Mutationen der NPTY-Doméane esséres Substrat deSekretase ist und dass
das entstehendepAPeptid auf Grund einer veranderten Lokalisierungeringerem Malie sezerniert
wird.

Zur Untersuchung diese Hypothese wurden die APR&5gc bzw. APP695swWNPTYmyc stabil
Uberexprimierenden CHOKI-Zellen mit depaSekretase-Inhibitor L-685,458 behandelt. Bei einer
erhohteny-Sekretase-Prozessierung der C99-Fragmente in ARBRGANPTYmyc-Zellen wére zu
erwarten, dass dig-Sekretase-Inhibition eine verstarkte Akkumulatieon C99 in diesen Zellen
verursachen wirde.

Die Inhibition dery-Sekretase durch L-685,458 hatte weder einen Eafauf die APP-Expression

(Abb. 18, 1. Feld) noch auf die-Sekretase- oder dif-Sekretase-Prozessierung von APPswe

CHOKI
L-685,458 - - + +

100kDaJ~E E SE10-APP

100kDa | SIS . S S| 63D -APPs
100kDa- -_— s | IC16 -APPsa
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Abb. 18: Inhibition der fy-Sekretase induziert eine Akkumulation der C99- und C83-Fragmente,
verursacht aber keine verstarkte Stabilisierung vorC99 in APP695swANPTYmyc exprimierenden Zellen
Behandlung der APP695swemyc bzw. APP692¢8WReTYmyc lberexprimierenden CHOKI-Zellen mit 2,5 uM
L-685,458, einemry-Sekretase-Inhibitor, beeintrachtige weder dieSekretase- noch digi-Sekretase-
Prozessierung. Dagegen wurde dif-Produktion durch die-Sekretase-Inhibition vollstandig unterbunden.
Gleichzeitig verursachte die Behandlung mit L-688,4eine Stabilisierung der CTFs, wobei C83 starker
akkumulierte als C99. Insgesamt wurde ¢&STF-Verhaltnis der beiden Zelllinien durch dyeSekretase-
Inhibition nicht veréndert, so dass trotz gleich?P$,sSekretion eine ebenso starke Abnahme der C99-
Menge in den APP695swWeIPTYmyc-Zellen beobachtet wurde wie bei den unbdahien Zellen.
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(Abb. 18, 3. und 4. Feld). Wie erwartet blockiedtsr y-Sekretase-Inhibitior die fxSekretion (Abb.
18, 7. Feld). Im Einklang mit friheren Untersuchemduhrte diey-Sekretase-Inhibition sowohl zu
einer Akkumulation von C83 als auch von C99, wobB8B die Uiberwiegend stabilisierte Form war
(Abb. 18, 6. Feld). Obwohl C99 viel starker in APB8wemyc Zellen akkumulierte, wurde auch ein
leichter Anstieg in APP695sw@&PTYmyc exprimierenden Zellen beobachtet. Insgedalieb das
C99- Verhéltnis zwischen den APP695swemyc- und AlRP695swANPTYmyc-Zellen durch die
Behandlung mit L-685,458 unverandert. Die detetaiddifferenz der C99-Mengen in den beiden
Zelllinien (Abb. 18, 4. Feld) konnte somit durcle giSekretase-Inhibition nicht aufgehoben werden.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die ederzi C99-Mengen in Zellen, die Endozytose-
defizientes APPswe exprimierten, nicht durch veksta y-Sekretase-Prozessierung der C99-

Fragmente verursacht wurden.
3.9 a-Sekretase-Prozessierung von C99 vermindert A B-Sekretion

Die oben beschriebenen Ergebnisse legen die Vengutahe, dass die Mutationen der YENPTY-
Doméne auch die Internalisierung der CTFs beeihtigien kénnten. In Folge der verminderten
Endozytose wurden die CTFs an der Zelloberflachkemklieren und kbnnten so zum Substratdder
Sekretase werden, wodurch C99 in C83 umgewandettemavirde. Diese Umwandlung wiirde
sowohl die bei der NKCI bzw. Chloroquine-Behandlung beobachtete gersm@dékumulation von

C83 in APP69ANPTYmyc exprimierenden Zellen (

Abb. 16, Abb. 17) als auch die - relativ zum C99 - veldg&Stabilisierung von C83 durch dye
Sekretase-Inhibition (Abb. 18) erklaren.

Zur Untersuchung dieser Annahme wurden sowohl dageBsierungsmuster vamildtyp APP als
auch von APPswe mit den entsprechenden NPTY-Dektiotanten in stabil Uberprimierenden
CHOKI-Zellen verglichen. Zuséatzlich zu der Entfengudes NPTY-Motivs wurde die-Sekretase-
Inhibitionsmutation F615P in APP6ABIPTYmyc und APP695sweNPTYmyc eingefiigt (Abb.
19A). Die F615P Mutation inhibiert die-Sekretase-Prozessierung von APP, wodurch es ar ein
starken Abnahme der APRsund p3-Sekretion kommt. Ursachlich fur die Unitedong desa-
Sekretase&sheddingsst dabei die Deformation derhelikalen Struktur in der Nahe derSekretase-
Schnittstelle (119, 306).

Die Entfernung des YENPTY-Motivs fuhrte sowohhiildtyp APP als auch APPswe exprimierenden
Zellen zu der bereits gezeigten starken Erhohumg\8®si- und APPs-Sekretion (Abb. 19B, 2. und
3. Feld, vergleiche Spalte 1 und 2 bzw. Spalte d %n Dagegen reduzierte die zusatzliche F615P
Mutation die APP& und APPs-Sekretion wieder auf die Menge der APR6Z bzw.
APP695swemyc exprimierenden Zellen. Die F615P Nwriatverhinderte also den Anstieg der
APPsi- und APPs-Sekretion der internalisierungsdefiaenAPP-Mutanten (Abb. 19B, 2. und 3.
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3. Ergebnisse

Feld, vergleiche Spalte 1-3 bzw. Spalte 4-6). biestatigte, dass dieSekretase-Prozessierung durch
die F615P Mutation demnach stark inhibiert wird.

Der spezifische Nachweis von ARRs bzw. APP8,. zeigte erneut unterschiedliche
Prozessierungsmuster venldtyp APP und der schwedischen Mutante. Wahrend dieeEnthg der
NPTY-Doméane eine starke Verringerung der ARRSekretion verursachte (Abb. 19B, 4. Feld), hatte
die Deletion im APP695swe keinen Einfluss auf diéP&s.«Sekretion (Abb. 19B, 5. Feld). Die

A B
CHOKI
Lumen Zytosol 100KDa | — ——— | OE10 - APP
B-Sekretase\ Y-Sekretase 100kDa+ - -_ 63D - APPs
2
22 AB ‘E é 100kDa Ld - L d -- w1 26D6 - APPsa
Z
SWE;NL 100kDad S o e | 192swe - APPsB,,,
a-Sekretase
100KDa -] T S 192wt - APPsB,,
a-Sekretase - - 9E10-C99
10kDa-“.-- 9E10 - C83

KMDAEFRHDSGYEVHHQK'LVFFAEDVGSNK

26D6 - ABqon

ToO=0o

26D6 - AB,,,

Abb. 19: a-Sekretase-Prozessierung der C99-Fragmente verurdaic eine starke Abnahme der C99-
Fragmente von internalisierungsdefizientem APPswend tragt zur Abnahme der Ap-Sekretion sowohl in
APPswe als auch iwildtyp APP exprimierenden Zellen bei.

A Schematische Darstellung der verwendeten APP6@BeEgionskonstrukte. Die Lage deB-FPragmentes ist
grau dargestellt und die Aminosauresequenzenwitzsltyp APP und der schwedischen Mutante unmittelbar N-
terminal von derp-Sekretase-Schnittstelle sind angegeben. Zudem diad Positionen der Sekretase-
Schnittstellen relativ zum BxPeptid eingezeichnet. Zur Detektion wurden die ARpressionskonstrukte am
zytoplasmatischen Ende mit einer c-Myc-Sequenzevens. Der luminale Sequenzbereich d@sP&ptids, d.h.
von der B-Sekretase-Schnittstelle bis zur Transmembrandomase vergroRert dargestellt und im
Einbuchstabencode wiedergegeben. Die eingefugteatMot F615P verursacht eine starke Abnahme cdes
Sekretase&sheddings

B Die Deletion der NPTY-Doméane verursachtevifidtyp APP und im schwedischen APP eine starke Zunahme
der APPa-Sekretion. Die zusatzliche Sekretase-Inhibitionsmutation F615P reduzierteedi®hten-Sekretase-
Prozessierung der internalisierungsdefizienten ARpressionskonstrukte auf das Niveau der APP695%mwc
APP695swemyc exprimierenden Zellen. Zudem verriegelie Deletion des NPTY-Motivs die AFRRs
Sekretion, wodurch auch diepA°roduktion vonwildtyp APP stark abnahm. Ungeachtet der weiterhin stark
erniedrigter-Sekretase-Prozessierung erhdhte die F615P Mutatiamternalisierungsdefizientamildtyp APP

die AB-Sekretion. Dagegen hatte die Entfernung der NP DYRBne keinen Einfluss auf die ABRg-Sekretion
von APPswe. Dennoch verursachte die Zerstérungrdeshalisierungssignals im APPswe eine starke Abr&a
von C99 und infolgedessen auch eine starke Ergiedg der /A-Sekretion. Obwohl die zuséatzliche F615P
Mutation keine weitere Auswirkung auf deSekretase-Prozessierung hatte, stabilisiertesimld die C99-
Menge als auch diefASekretion auf dem Niveau der APPswe exprimierertigien.
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3. Ergebnisse

zusatzliche Inhibition deg-Sekretase&sheddingdurch die F615P Mutation hatte sowohl wildtyp
APP als auch im schwedischen APP keine Auswirkunf die pB-Sekretase-Prozessierung im
Vergleich zu den NPTY-Deletionsmutanten (Abb. 18Bynd 5. Feld).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dassped®ekretase-Schnitt vowildtyp APP und der von
schwedischem APP zum grof3ten Teil in unterschiedhcKompartimenten erfolgt. Auf Grund der
Unabhangigkeit vom YENPTY-Endozytosesignal erfalgt f-Sekretase-Prozessierung von APPswe
groRtenteils im sekretorischen Transportweg. Dagegeignet sich derselbe Schnitt wildtyp APP
anscheinend uberwiegend in endozytotischen Konmpartien und ist daher stark abhangig vom
Internalisierungssignal.

In wildtyp APP exprimierenden Zellen konnte vorwiegend C8&ld&rt werden, wahrend C99 nur
schwach zu erkennen war. Die Deletion der NPTY-Duenfiihrte zu einer weiteren Abnahme der
C99-Menge und zu einem leichten Anstieg von C8fldge der starken Inhibition desSekretase-
Sheddinggdurch die F615P Mutation konnten keine C83-Fragmeletektiert werden. Stattdessen
verursachte die F615P Mutation im APPASEPTYmyc mehrere Banden, die alle mit einer
langsameren elektrophoretischen Geschwindigkeitdas C83 von APP6ANPTYmyc im SDS-
PAGE-Gel liefen (Abb. 19B, 6. Feld).

Im Gegensatz dazu resultierte die Deletion der NiPbyhane von APP695swe in einer Umkehrung
des C99 zu C83-Verhaltnisses. Dabei war die C99¢gderder APP695sweNPTYmyc
exprimierenden Zellen trotz unverdndertefaSekretase&sheddings stark erniedrigt, wahrend
gleichzeitig die C83-Menge auf der Grund der veksth o-Sekretase-Prozessierung erhoht war (Abb.
19B, 6. Feld). Die zusatzliche F615P Mutation imP8&B5swaANPTYmyc verminderte die C83-
Menge sogar weit unter die beim APPswe beobacMetgge (Abb. 19B, 6. Feld, 1. und 3. Spalte).
Wahrend die C83-Bande kaum zu detektieren war, @nyrdie beimwildtyp APP, mehrere schwache
Banden mit einer langsameren Laufgeschwindigkeity. ceinem hdheren Molekulargewicht,
beobachtet. Da die F615P Mutation zudem eine stai&kilisierung von C99 verursachte, wurden in
den APP695sweNPTY-F615P-myc Zellen ahnlich hohe oder sogar hé&he®9-Mengen als die
APP695swemyc exprimierenden Zellen detektiert (Al9B, 6. Feld).

Insgesamt verursachte die Deletion des NPTY-Mativd die zusatzliche F615P Mutationvifldtyp
und in schwedischem APP ein &hnliches Muster dgiSékretion, wobei die B-Sekretion von
APPswe um ein Vielfaches héher war (Abb. 19B, AdF&. und 4. Spalte). Bei beiden Zelllinien
verursachte die Deletion des Internalisierungs$sgimmden APP-Konstrukten eine starke Abnahme
der AB-Produktion. Dagegen erhohte die zusatzliche Itibibidesa-Sekretasesheddingsiurch die
F615P Mutation die A-Sekretion wieder auf das Niveau der APP695myc b&RP695swemyc
Uberexprimierenden Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Erniedrigung AprSekretion durch unterschiedliche
Auswirkungen der deletierten NPTY-Domane auf dieozBssierung vonwildtyp APP  bzw.

schwedischem  APP  verursacht wird. Die Abnahme  derp-Sékretion beim
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3. Ergebnisse

internalisierungsdefizienten APP695MMPTYmyc wird hauptsachlich durch die-Sekretase-
Prozessierung der entstandenen C99-Fragmente aehntiréAbb. 19B, 6. Feld, 4. und 5. Spalte).
Dagegen wird die B-Sekretion der korrespondierendeitdtyp APP-Zellen in erster Linie durch die
Unterbindung de$-Sekretas&sheddingan endozytotischen Kompartimenten stark erniedi#gib.
19B, 5. Feld, 1. und 2. Spalte). Bemerkenswertemvevurde die B-Sekretion auch in den
APPB9ANPTYmyc exprimierenden Zellen durch die zusatzlich&ekretase-Inhibitionsmutante
F615P auf das Niveau der APP695myc Zellen erhtbb(A9B, 8. Feld). Dies deutet darauf hin, dass
auch ein Teil der ausvildtyp APP erzeugten C99-Fragmente durch diSekretase in C83
umgewandelt wird. Die Stabilisierung der C99-Fragteedurch die Inhibition den-Sekretase-

Prozessierung in APP6ABIPTY-F615P-myc exprimierenden Zellen erhoht sonatAp-Sekretion.

3.10 Erhothte Oberflachenmenge von APP und CTFs durc  h die
Deletion des Internalisierungssignals NPTY

Neben dem Anstieg der Expression von APP an ddolaflache weisen diese Ergebnisse auch auf
eine Erhéhung der Zelloberflachemenge der CTFseim dellen hin, die APP mit Mutationen der
YENPTY-Doméne exprimieren. Zur Uberprifung diesennahme wurde die Oberflichemenge
sowohl von APP als auch der CTFs durch Oberfladoénglierung in APP770swemyc und
APP770swaNPTYmyc Uberexprimierenden CHOKI-Zellen untersuchin Vergleich zu
APP770swemyc exprimierenden Zellen verursachte f£iestérung des Endozytose-Motivs in
APP770swaNPTYmyc exprimierenden Zellen eine starke Erh6huog maturiertem APP an der
Zelloberflache (Abb. 20, 1. Feld). Neben diesemtisgsakkumulierten dort auch verstarkt die CTFs
der APP770sw&NPTYmyc exprimierenden Zellen (Abb. 20, 2. Feld).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Mutationen der YENPGivi&ane sowohl die Internalisierung von
APP als auch die der CTFs beeintrachtigen und diesdt an der Zelloberflache akkumulieren.

Da die an der Oberflaiche akkumulierenden APP-Md&kélativ schnell durch die-Sekretase
metabolisiert werden, wéare zu erwarten, dass digtzliche Unterdriickung deg-Sekretase-
Sheddingslurch die F615P Mutation einen weiteren AnstiegAleP-Oberflachenmenge verursachen
wirde.

Die Oberflachenbiotinylierung zeigte, dass die &mifing des Endozytosesignals sowohWwitdtyp
APP als auch in APPswe exprimierenden Zellen zemistarken Anstieg der APP-Menge an der
Zelloberflache fihrte. Infolge der zusatzlichen 5B1Mutation in den NPTY-Deletionskonstrukten
wurde die Oberflachenmenge sowohl waildtyp APP als auch von schwedischem APP um ein
Vielfaches erhdht (Abb. 21).
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CHOKI
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Abb. 20: Starke Akkumulation von maturiertem APP und den CTFs an der Zelloberflache durch
Mutationen des Internalisierungssignals NPTY.

Die APP770swemyc bzw. APP770sMdPTYmyc Uberexprimierenden CHOKI-Zellen wurden rBitotin
oberflachenmarkiert. Nach der anschlieRenden Immémygtation mit Neutravidin-Beads wurden die
markierten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrenrd &P durch den Antikérper 9E10 nachgewiesen. Die

Zerstérung des Endozytosesignals YENPTY verursaehte Akkumulation von maturiertem APP und den
CTFs an der Zelloberflache.
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Abb. 21: Zusatzliche Inhibition der a-Sekretase-Prozessierung vervielfacht die Oberflaemmenge von
internalisierungsdefizientem APP

Die Abbildung zeigt eine Oberflachenbiotinylierudgr wildtyp APP oder APPswe exprimierenden Zellen. Die
mit Biotin markierten Proteine wurden mit StreptiniBeads immunoprézipitiert, anschlieRend mit@I3S-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot detektierte Dieletion des NPTY-Motivs verursachte einen Amgstie
der Oberflachenmenge beider APP-Formen. Zudem #ghdik Inhibition dera-Sekretase-Prozessierung von
APP durch die zusatzliche F615P Mutation die Akklatian von APP an der Zelloberflache nochmals dieutl
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3.11 Reduzierte A B-Sekretion internalisierungsdefizienter C99-
Fragmente

Nach unseren bisherigen Beobachtungen erfolgtpesekretase-Prozessierung von APPswe zum
grofdten Teil im sekretorischen Transportweg. Dieegten C99-Fragmente werden anschlieRend an
die Zelloberflache transportiert. Die starke Vegarung der f-Sekretion durch die Akkumulation
von internalisierungsdefizientem C99 an der Zelithehe deutet darauf hin, dass zumindest ein Teil
dery-Sekretase-Prozessierung von C99 in endozytotid€berpartimenten erfolgt.

Diesem Konzept folgend muisste die direkte Expressmes internalisierungsdefizienten C99-
Konstruktes gleichermal3en in einer reduziert@aS&kretion resultieren. Um die Entstehung d@s A
Peptids unabhangig von d@rSekretase-Prozessierung zu untersuchen, wurd€@Konstrukt
verwendet, das aus den C-terminalen 99 Aminoséwem PP und einem N-terminalen Signalpeptid
(SP) besteht. Wahrend der Translation in die ER-Mem wird das SP abgeschnitten. Das
membranstandige Protein ist somit identisch mit dierch diep-Sekretase-Prozessierung von APP
entstehenden C99 (307). Zudem wurde wie zuvor b&R® die Internalisierungsdoméane NPTY
entfernt (C9QNPTY, Abb. 22A).

Die stabile Expression von CABIPTY zeigte im Vergleich zu C99 eine starke Reduxig der 4-
Sekretion (Abb. 22B, 3. Feld). Wahrend die Inhiitider y-Sekretase durch L-685,458 dig3-A
Sekretion vollstandig blockierte, verursachte dechzeitig einen Anstieg der C99-Fragmente (Abb.
22B, 1. Feld — lange Belichtung). Die C99-Akkumidatin COANPTY-Zellen war dabei geringer

als die in C99 exprimierenden Zellen (Abb. 22B, Zeld - kurze Belichtung).
A B
Lumen Zytosol — CHOKI _
5 IC16 - C99
y-Sekretase 10KkDa .l ‘q lange Belichtung
Ic16 CT15
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2 AB g C99 10kDa—] ~ o S kurze Belichtung
Signal-Peptidase / 10kDa
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AR C99ANPXY cos + = + -
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2,5UM L-685458 = = + +

Abb. 22: Reduzierte A-Sekretion von internalisierungsdefizientem C99

A Darstellung der verwendeten C99-ExpressionskoktgtruDas C99 besteht aus den C-terminalen 99
Aminosauren von APP einschlief3lich de-Reptidsequenz und des zytoplasmatischen Schwaxzesminal
wurde das APP-Signalpeptid angefigt, das wahrendndertion in die Membran durch die Signal-Pepgala
entfernt wird. Die Sekretase-Schnittstellen undwievendeten Antikdrper sind eingezeichnet. Zursiédiung
eines endozytosedefizienten C99-Konstruktes wuiel®BTY-Domane deletiert.

B Die Entfernung des Internalisierungsmotivs vercinga eine starke Abnahme der3-8ekretion. Die
Behandlung mit demy-Sekretase-Inhibitor L-685,458 blockierte diep-8ekretion bei gleichzeitiger
Akkumulation der C99 Fragmente, wobei es zu einérkeren Stabilisierung in C99 als in QOPTY
exprimierenden Zellen kam.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass &9PTY im Vergleich zum C99 ein schlechterge$Sekretase-
Substrat ist. Da die Endozytose der C99-Fragmenteehd die Deletion der NPTY-Doméne
beeintrachtigt wird, deuten sie zudem darauf hiassddiey-Sekretase-Prozessierung nicht im
sekretorischen Transportweg, sondern hauptséaciniden endozytotischen Kompartimenten und an
der Zelloberflache lokalisiert ist. Durch die Rdten an der Zelloberflache wiirde das C99 durch die
a-Sekretase in C83 umgewandelt werden. Dieses wéire Abnahme deg-Sekretase-Substrates
C99 und somit eine Erniedrigung defB-&ekretion verursachen.

Zur Untersuchung dieser Annahme wurde versuchtduaiieh diea-Sekretase-Prozessierung von C99
entstandenen C83-Fragmente zu stabilisieren. D&piésp des Antikdrpers CT15 durch die Deletion
des NPTY-Motivs zerstért wurde, konnten die C83ghAmante von C9ONPTY mit diesem
Antikdrper nicht detektiert werden. Daher wurdea @i99-Konstrukte C-terminal mit einem c-Myc-
Tag versehen. Zudem konnten so die rekombinanten uededdogenen CTFs voneinander
unterschieden werden. Rekombinantes C99myc undislamatstandenes C83myc waren sowohl mit
CT15 als auch mit 9E10 detektierbar, wahrend ADEBTYmyc und C8ANPTYmyc nicht durch
CT15 nachgewiesen werden konnten (Abb. 23A).

Die Deletion der NPTY-Domane verursachte auch irfar@g eine starke Abnahme dep-Sekretion
(Abb. 23B, 3. Feld). Der Myd-ag hat demzufolge keinen Einfluss auf die C99-Prdeessg.

Wahrend die Inhibition der lysosomalen Aktivitatrdau NH,CI oder Chloroquine einen kraftigen
Anstieg der C83-Fragmente in APP695myc exprimiegendellen zeigte, blieben die C99-Fragmente
weitgehend unverandert (

Abb. 16, Abb. 17). Daher wurde zunachst versucht, dieGagmyc entstandenen C83myc-Fragmente
durch NHCI zu stabilisieren. Die Neutralisation der sauk@mpartimente durch NiCI verursachte
eine starke Akkumulation von endogenem C83 (AbB, 23 Feld), wahrend gleichzeitig das
rekombinante C99myc (Abb. 23B, 1. Feld) und dekretion nicht beeinflusst wurden (Abb. 23B,
3. Feld). Zudem konnte kein rekombinantes C83myeldiert werden (Abb. 23B, 1. Feld).

Da keine Stabilisierung von C83myc durch JHbeobachten werden konnte, wurde vermutet, dass
die geringe Menge an gebildetem C83myc direkt duliehy-Sekretase prozessiert werden konnte.
Durch die Behandlung der Zellen mit L-685,458 wudie AB-Sekretion vollstandig unterdriickt
(Abb. 23C, 3 Feld). Wahrend dieSekretase-Inhibition einen Anstieg von rekombieantC99myc
verursachte, wurde gleichzeitig eine sehr starkeaBme des exogenen C83myc beobachtet (Abb.
23C, 1 Feld). Begleitend kam es zu einer starkekuAtulation der endogenen C83-Fragmente (Abb.
23C, 2. Feld). Auffallend war, dass diesekretase-Inhibition eine starkere Zunahme vonn@G&3in
C9ANPTYmyc Zellen als in C99myc exprimierenden Zeltemvorrief, wahrend umgekehrt weniger
C9ANPTYmyc als C99myc akkumulierte. Dies lasst vermutedass Mutationen des
Endozytosesignals NPTY eine Akkumulation von GB®TYmyc an der Zelloberflache verursachen,
wodurch diese verstarkt von derSekretase geschnitten werden. Durch die Reterdionder

Plasmamembran kommt es zu einer hoheren UmwandlomgCOANPTYmyc in C8ANPTYmyc
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als von C99myc in C83myc. Diese Ergebnisse zeigamteindeutig, dass C99 durch di€sekretase

in C83 umgewandelt werden kann.
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Abb. 23: a-Sekretase-vermittelte Umwandlung von C99myc in C88yc vermindert die Ap-Sekretion
A Die in Abb. 22beschriebenen C99-Konstrukte wurden zur Detektem@B3myc-Fragmente C-terminal mit

einem MycTagversehen.

B Die Neutralisierung der sauren Kompartimente, avi2 den Lysosomen, durch NEl hatte keinen Einfluss
auf die rekombinante C99myc-Expression oder auf@isSekretion. Gleichzeitig stieg endogenes C83 stark

C Neben der Blockade derpAProduktion verursachte die Behandlung mit deBekretase-Inhibitor L-685,458
einen leichten Anstieg von rekombinantem C99myc eim& starke Zunahme der rekombinanten C83-Menge.
Interessanterweise akkumulierte C83myc starker 9ABIPTYmyc als in C99myc exprimierenden Zellen.
Umgekehrt induzierte dig-Sekretase-Inhibition einen starkeren Anstieg d@®-Eragmente in C99myc als in
CO9ANPTYmyc exprimierenden Zellen. Zudem kam es zuregstarken Akkumulation der endogenen C83-

Menge.

3.12 Mutationen der YENPTY-Domane von APPswe haben
Einfluss auf die in vitro Generation der intrazellu

von APP (AICD)

keinen
laren Domane

Neben den ins Lumen sezerniertefi- dzw. p3-Peptiden wird durch dieSekretase-Prozessierung

der CTFs auch die intrazellulare Doméane von APRCAIins Zytosol freigesetzt. Es wird vermutet,

dass AICD als Baustein eines Transkriptionsfaktoigylicherweise die Transkription anderer Gene

reguliert (169, 170). In einem Aktivierungsprozeswet dabei Fe65 an die zytoplasmatische Domane

von APP. Nach dey-Sekretase-Prozessierung der CTFs wandert der AB&Y-Komplex in den
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Kern. Eine ungeloste Frage ist, ob die APP-abh#@ndigansaktivierung von Genen Uber den
amyloidogenen oder den nicht amyloidogenen Prozessjsweg erfolgt.

Zunachst wurde an den APP695swemyc stabil tbereignenden CHOKI-Zellen untersucht, ob die
Punktmutationen der YENPTY-Doméne oder die Deleties NPTY-Motivs einen Einfluss auf die
AICD-Synthese haben. Da AICD eine sehr kurze Hattageit in der Zelle besitzt, wurde die AICD-
Produktion mit Hilfe eines vitro-Assayggemessen.

Wie zuvor beschrieben, hatten die Punktmutatiomarerhalb der GYENPTY-Domane und die
Deletion des NPTY-Motivs keinen Einfluss auf d&sSekretas&shedding(Abb. 13). Ungeachtet
dessen verursachten die Mutationen eine starke Wkbaader C99-Fragmente bei gleichzeitiger
Zunahme der C83-Fragmente (Abb. 24, 2. Feld). Esmteokeine Abhangigkeit den vitro AICD-
Generation von der C99- oder der C83-Menge fesljiesterden (Abb. 24, 3. Feld). Stattdessen
wurde die Beobachtung gemacht, dass die AICD-Priatukler einzelnen Zelllinien mit der Summe
der C99- und C83-Fragmente korrelierte (Abb. 24eld). Wie zu erwarten war, wurde die AICD-
Freisetzung durch denSekretase-Inhibitor L-685,458 vollstandig unterthem (Abb. 24, 3. Feld).
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Mutatiomeerhalb der YENPTY-Domane die AICD-
Produktion nicht beeintrachtigen. Zudem bestéatgjendass AICD sowohl aus C83 als auch aus C99

durch diey-Sekretase freigesetzt wird.

CHOKI APP695swemyc

L-685458 - - - - = - - - 4
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Abb. 24: Mutationen in der YENPTY-Doméane von APPswehaben keinen Einfluss auf die AICD-
Produktion

Die APP695swemyc bzw. APP695swemyc mit Mutationen @YENPTY-Doméane stabil Uberexprimierenden
CHOKI-Zellen wurden zur Untersuchung den vitro AICD-Produktion eingesetzt. Ungeachtet der
gleichmaRigenp-Sekretase-Prozessierung verursachten die Mutatiaes YENPTY-Motivs eine starke
Abnahme der C99-Fragmente bei gleichzeitiger leichZzunahme der C83-Fragmente. Wahrend keine
Abhéngigkeit dein vitro AICD-Generation von den C99- bzw. C83-Mengen festgllt werden konnte, schien
die y-Sekretase-vermittelte AICD-Freisetzung der eingelizelllinien mit der Summe der C99- und C83-
Fragmente Ubereinzustimmen. Die Inhibition ¢&ekretase durch L-685,458 blockierte die AICD-se&iung.
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3. Ergebnisse

3.13 a-Sekretase-Prozessierung von APP initiiert die AICD -
vermittelte nukleare Signaltbertragung

Zur Untersuchung der Frage, abSekretase- odef-Sekretas&heddingvon APP die AICD-
vermittelte Transaktivierung anderer Gene initjiartirde der Gal4-Transaktivierungsassay eingesetzt.
Dazu wurde ein APPGal-Konstrukt verwendet, bei ddm DNA-Bindungsdoméne des Gal4-
Transkriptionsfaktors der Hefe in den intrazellat&iSchwanz von APP eingebaut war (Abb. 25). In
Abhangigkeit von dey-Sekretase-vermittelten AICD-Freisetzung stimulirt Komplex aus AICD,
dem nuklearen Adaptorprotein Fe65 und der Histortfiransferase Tip60 die Transkription des
Gal4-abhangigen Luciferase-Reportergens (169, 1Z@).spezifischen Inhibition des-Sekretase-
Sheddingsvurde die bereits beschriebene F615P Mutationesietgt, wahrend zur Inhibition dfs
Sekretase&sheddingsdie M596V Mutation verwendet wurde. Die Substintider Aminosaure
Methionin unmittelbar N-terminal dep-Sekretase-Schnittstelle durch Valin verursache esehr
starke Beeintrachtigung dd¥-Sekretase-Prozessierung. Infolge der verminde@68-Fragmente
unterdriickte die M596V Mutation auch digg+Sekretion (108). Die-Sekretase-Inhibitionsmutante
F615P und digi-Sekretase-Inhibitionsmutante M595V wurden einzaehd in Kombination in das
APPGal-Expressionskonstrukt eingefligt. Zuséatzlichurde ein APPGal-Konstrukt mit der
schwedischen Doppelmutation K595N-M596L allein uimd Kombination mit dera-Sekretase-
Inhibitionsmutante F615P hergestellt (Abb. 25).

Zur einfachen und schnellen Quantifizierung von &nelerungen der APPs-Sekretion wurden die
gleichen Mutationen parallel in ein Alkalische-Pploatase-Fusionsprotein von APP (SEAP-APP)
eingefligt. Das Reporterenzym Alkalische-Phosphaba$mdet sich in diesem Konstrukt zwischen
Signalpeptid und der Ektodoméne von APP ((219),./2%).

Sowohl die APPGal- als auch SEAP-APP-Konstrukte dear zur Herstellung von stabil
Uberexprimierenden CHOKI- und 293T-Zellen verwen@ee Prozessierungsmuster der 293T SEAP-
APP und der 293T APPGal Zellen sind in Abb. 26 dategllt.

Die stark erhoht@-Sekretase-Prozessierung der schwedischen Mutentesachte im Vergleich zu
wildtyp APP Zellen einen Anstieg der Gesamt APPs-Sekréfid. 26, 2.Feld). Im Gegensatz dazu
bestétigte die vollstandige Inhibition der ABRsSekretion vonwildtyp APP, dass die M596V
Mutation dag3-Sekretase&sheddingstark erniedrigt (Abb. 26, 5. Feld). Die geringfieyAbnahme der
APPs-Sekretion in Folge der M596V Mutation verdiette den geringen Anteil dgsSekretase-
Sheddingsan der Prozessierung vaildtyp APP (Abb. 26, 5. Feld). Sowohl wildtyp APP als auch

in APPswe exprimierenden Zellen flhrte disekretase-Inhibitionsmutation F615P zu einer stark
Erniedrigung der APRsSekretion (Abb. 26, 3. Feld). Infolgedessen wathadie Gesamt-APPs-
Sekretion stark vermindert (Abb. 26, 2. Feld). Aufund des hohen Anteils von AHRg& an der
Gesamt-APPs-Sekretion der APPswe uberexprimiereridlen war die Abnahme der APPs-
Sekretion durch die F615P Mutation in APPswe-Zellgeringer als in denwildtyp APP
exprimierenden Zellen (Abb. 26, 2. Feld).
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Abb. 25: Schematische Darstellung der SEAP-APP- under APPGal-Expressionskonstrukte.

Beim APPGal-Konstrukt ist die DNA-Bindedoméne desl4sTranskriptionsfaktors der Hefe in den
intrazellularen Schwanz von APP eingebaut. Dagegemas Reporterenzym Alkalische-Phosphatase beim
SEAP-APP zwischen das Signalpeptid und die extirdzet Domane von APP eingefiigt. Die F615P Mutation
zur Hemmung dem-Sekretase-Prozessierung und die M596V Mutatiorrzhibition desB-Sekretasesheddings
wurden einzeln und in Kombination in die SEAP-ARP APP-Gal-Konstrukte eingefligt. Alternativ wurde
zur Erhdhung de-Sekretase-Spaltung die schwedische Doppelmutati®in und zusammen mit der-
Sekretase-Inhibitionsmutation in die Expressionskaukte eingebaut. Die Lage der Sekretase-Sclaliéstund

der Mutationen sind eingezeichnet. ZuséatzlichrmistzergrolRerten Sequenzbereich dgd@Peptid unterstrichen
dargestellt.

Wahrend die erhthtg-Sekretase-Prozessierung von APPswe dieSakretion im Vergleich zum
wildtyp APP um ein Vielfaches erhdhte (Abb. 26, 6. Feld)yde die A-Produktion durch dig-
Sekretase-Inhibition (M596V) vollstandig unterbundéAbb. 26, 6. Feld). Obwohl die F615P
Mutation auch die Sekretion von ABRsund APPBg. leicht beeintrachtigte (Abb. 26, 5. Feld), war
die AB-Sekretion der APP-F615P- und APPswe-F615P-Mutamiéer als in den korrespondierenden
APP bzw. APPswe Zellen (Abb. 26, 6. Feld). Diegizalass die-Sekretase-Prozessierung von C99-
Fragmenten die pxProduktion nicht nur in artifiziellen, internaksiungsdefizienten APP-Konstrukten
erniedrigt. Vielmehr deuten diese Ergebnisse darafdass die-Sekretase-abhéngige Umwandlung
der C99-Fragmente in C83 ein natirlicher Vorgand\lP-Metabolismus ist.

Diese Beobachtungen zeigen zusatzlich, dass weder Hinbau des Gal-Proteins in den

zytoplasmatischen Schwanz noch das N-terminale gerfider Alkalischen-Phosphatase einen
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Abb. 26: Prozessierungsmuster der APPGal oder SEARPP stabil Uberexprimierenden 293T-Zellen

Im Vergleich zumwildtyp APP wurde dig3-Sekretase-Prozessierung durch die schwedische dduptation
K595N-M596L (Swe) stark erhoht. Dadurch stiegenhadie APPs-Sekretion und diepA°roduktion von
APPswe stark an. Im Gegensatz zur schwedischentiglutaerursachte die M596V Mutatiofs-(nh.) eine
Inhibition desp-Sekretas&sheddingsund infolgedessen eine vollstdndige Unterdriickdeg AB-Sekretion.
Dagegen bewirkte die F615P Mutation eine starkeuRtoh der a-Sekretase-Prozessierung-lh.). Die
Kombination der Mutationen resultierte in einer iigdn Wirkung der Mutationen.
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Einfluss auf die APP-Prozessierung haben. Des Weitdkonnte durch diese Untersuchungen
nochmals bestétigt werden, dass die F615P Mutdima-Sekretase- und die M596V Mutation glie
Sekretase-Prozessierung von APP inhibieren. Dierdsgmpn diese Konstrukte in CHOKI-Zellen
ergab ahnliche Ergebnisse.

Als nachstes wurden die APPGal uberexprimierendatieZ in dem bereits beschriebenen
heterologen Reporterassay verwendet (169, 170)st@kgle Uberexpression der APPGal-Konstrukte
resultierte im Vergleich zu nicht transfiziertenll&a nur in einer minimalen Transaktivierung des
Luciferase-Gens (Abb. 27A, - Fe65). Die zuséatzlidmansfektion von Fe65 induzierte eine starke
Stimulation der Luciferase-Expression in allen ARP@berexprimierenden Zellen (Abb. 27A, +
Fe65). Die vollstandige Unterdriickung @efekretase-Prozessierung durch die M596V Mutation i
wildtyp APP hatte keinen Einfluss auf die Transaktivietusg dass die Luciferase-Aktivitat nicht
beeintrachtigt wurde (Abb. 27A, + Fe65, APP@dhh). Obwohl dafi-Sekretasé&sheddingund die
ApB-Produktion im APPsweGal stark erhoht war, wurde Biansaktivierung durch die schwedische
Mutation im Vergleich zumwildtyp APPGal nur geringfligig gesteigert (Abb. 27A, + Be6
APPsweGal). Dagegen reduzierte die Inhibition deBekretase-Prozessierung durch die F615P
Mutation die Luciferase-Aktivitat im Vergleich zumildtyp APPGal bzw. APPsweGal um 35 %
(Abb. 27A, + Fe65, APPGal-Inh, APPGale+p-Inh, APPsweGa-Inh). Ahnliche Ergebnisse
wurden in stabil Gberexprimierenden CHOKI-Zellemgssen (Daten nicht gezeigt).

An Hand der SEAP-APP Uberexprimierenden Zellen wurdsétzlich untersucht, wie stark die
Mutationen die APPs-Sekretion beeintrachtigen bwerstdrken. Die Messung der SEAP-APP-
Aktivitat im Zelluberstand zeigte, dass die schwelde Mutation die APPs-Sekretion im Vergleich
zum wildtyp APP ungefahr verdoppelte (Abb. 27B, SEAP-APPsWéghrend die Inhibition der
APP$,-Sekretion durch die M596V Mutation imildtyp APP die APPs-Sekretion nur geringfugig
erniedrigte (Abb. 27B, SEAP-APRInh.), verursachte die Inhibition derSekretase-Prozessierung
durch die F615P Mutation eine tber 30 %ige Redumagder SEAP-Aktivitat im Zelluberstand (Abb.
27B, SEAP-APRy-Inh.bzw. SEAP-APPswe-Inh.). Auch die gleichzeitige Einfligung der F61&#R
der M596V Mutation erniedrigte die APPs-Sekretiam am ca. 35 %. Dies deutet darauf hin, dass die
Mutationen auch zusammen keine vollstandige Inbibitles APPShedding®ewirken.

Da die vollstandige Unterdriickung deSekretasesheddinggkeinen negativen Einfluss und die stark
erhdhteB-Sekretase-Prozessierung von APPswe keine veratigh#&/irkung auf die AICD-vermittelte
Transaktivierung der Luciferase-Expression hatteyteh diese Ergebnisse darauf hin, dass der
amyloidogene Prozessierungsweg von APP nicht zileaten Signalibermittiung betragt. Dagegen
zeigt die Abnahme der Reportergen-Expression ddieha-Sekretase-Inhibition, dass der nicht-
amyloidogene Prozessierungsweg die AICD-vermitt8lignaltransduktion initiiert. Die Korrelation
der Abnahme der APPs-Sekretion und der ErniedriglergTransaktivierung durch die Reduzierung

dera-Sekretase-Prozessierung bestéarkt diese Aussagagkinisse.
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Abb. 27: a-Sekretase-abhangige Initiierung der AICD-vermitteten transkriptionalen Transaktivierung

A Die APPGal stabil Uberexprimierenden 293T-Zellarden in einem heterologen Reporterassay verwendet.
Die Translokation eines Komplexes aus AICD und degaptorprotein Fe65 in den Kern vermittelt dabiei d
Transkription des Gal4-abhangigen Luciferase-Repgens. Die stabile Uberexpression der APPGal-
Konstrukte resultierte nur in einer minimalen Tw@ktszierung des Luciferase-Gens. Im Gegensatz dazu
induzierte die zusétzliche Expression von Fe65 staeke Stimulation der Luciferase-Expression. Wetle
stark erhohtep-Sekretase-Prozessierung von APPswe noch die &wodlgfe Inhibition desp-Sekretase-
Sheddings(f-Inh.) hatte einen signifikanten Einfluss auf dieCB-vermittelte Transaktivierung. Dagegen
reduzierte die verminderteSekretase-Prozessierunglfh.) die Luciferase Expression um mehr als 30 %.

B Quantitative Messung der APPs-Sekretion der SEAP-ABerexprimierenden Zellen.

Wahrend die schwedische Mutation die APPs-Sekretiogefahr verdoppelte, wurde die APPs-Freisetzung
durch die Inhibition der-Sekretase-Prozessierung geringfiigig erniedrige Reduktion desi-Sekretase-
Sheddingslurch die F615P Mutation senkte die APPs-Sekratinrungefahr 30%.

3.14 LRP1-abhangige Modulation des APP-Transports b  eeinflusst
die APPswe-Prozessierung

Das hier herausgearbeitete Modell der internalisigsabhédngigen-Sekretase-Prozessierung von
schwedischem APP beruht auf der Analyse von Mutatiodes endogenen Endozytosemotivs
YENPTY. Diese Untersuchungen zeigten eine Abharaiigler A3-Produktion vom Transport der im
sekretorischen Transportweg erzeugten C99-Fragmenteder Zelloberflache in die endosomalen
Kompartimente. Wir haben daher zusatzlich untensugh Proteine, die den Transport von APP
beeinflussen, die Sekretion dep-Reptids beeintrachtigen kénnen.

LRP1-defiziente Zellen zeigen eine um 50% reduzidénternalisierung vomwildtyp APP von der
Zelloberflache. Wie bei den Mutationen der YENPTYfBne von APP verursachte die erniedrigte
Endozytose einen Anstieg der APPs-Sekretion b&lgteitig stark verminderter (ASekretion (284).
Auf Grund dieser Ergebnisse wurde postuliert, d&81 den Transport von APP beeinflusst und die
APP-Prozessierung reguliert. Analog zur den Untdrsngen dewildtyp APP-Prozessierung (284,
285) wurde daher die LRP1-abhéangige Prozessierumg schwedischem APP betrachtet. Dazu
wurden APP695swemyc und APP695aMPTYmyc sowohl in CHOKI als auch in 13-5-1 Zellen
stabil exprimiert. 13-5-1 Zellen sind aus CHOKI gmwmene LRP1-defiziente Zellen (Abb. 28, 1.
Feld). Sowohl in den CHOKI als auch in 13-5-1 Zelleatte die Deletion der NPTY-Doméne von
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APP695swemyc nur einen geringfugigen Einfluss aefjeweilige APPBswsSekretion (Abb. 28, 5.
Feld). Diese Unabhangigkeit vom Endozytosemotiv PEN Dbestatigte, dass dip-Sekretase-
Prozessierung von APPswe hauptséachlich im sekseteen Transportweg und nur ein sehr kleiner
Teil in endozytotischen Kompartimenten erfolgt. Adér anderen Seite verursachte die LRP1-
Defizienz der 13-5-1 Zellen im Vergleich zu den GkiQellen einen Anstieg der APBs.«Sekretion
(Abb. 28, 5. Feld). Parallel fihrte dieser Anstig B-Sekretase-Prozessierung zu einer Erhdhung der
C99-Fragmente (Abb. 28, 6. Feld). Trotz der starkembhung de$-Sekretas&heddingsund dem
sich daraus ergebenden Anstieg der C99-Fragmemietkdkeine korrespondierende Steigerung der
AB-Sekretion in 13-5-1 Zellen beobachtet werden (A2). 7. Feld). Zudem kam es in den 13-5-1-
Zellen zu einem starken Anstieg der C83-Fragmebiese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
LRP-Defizienz den Transport von APP durch den dekischen Transportweg dahingehend
beeintrachtigt, dass es zu einer erhdhten SpakongAPPswe durch dif-Sekretase kommt (Abb.
28, 5. Feld).
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Abb. 28: LRP1-abhangige Modulation des APP-Transpds beeinflusst die APPswe-Prozessierung
APP695swemyc und APP695siPTYmyc wurden stabil in CHOKI bzw. in den korresdgeerenden LRP1-
defizienten 13-5-1 Zellen exprimiert. Die LRP1-Dxdinz der 13-5-1 Zellen verursachte einen Anstieg d
APP$.«Sekretion und eine starke Akkumulation sowohl @8©- als auch der C83-Fragmente. Ungeachtet
dessen konnte nur ein leichter Anstieg dg-Fxoduktion beobachtet werden. Die zuséatzliche fizeledes
NPTY-Motivs von APP695swemyc induzierte eine veidti APPs- und Gesamt-APPs-Sekretion. Trotz
gleichméaRiger APH,«Sekretion waren die C99-Fragmente in beiden Amditystark erniedrigt. Infolge der
verminderterpCTFs war auch die f;\Menge durch die Deletion der NPTY-Domaéne starkmiadert.
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Zudem scheint auch der Transport der C99-Fragmarden LRP1-defizienten Zellen beeintrachtigt
zu sein, da die stark erhotfieSekretase-Prozessierung keinen Anstieg ge6&kretion verursachte
(Abb. 28, 5 und 7. Feld). Dies kdnnte wiederum Hueine verminderte Internalisierung der C99-
Fragmente in den LRP-defizienten Zellen hervorgaruivorden sein. Infolge der Akkumulation an
der Zelloberflache wirde die C99-Fragmente Sulesttata-Sekretase werden. Durch eine verstarkte
a-Sekretase-vermittelte Umwandlung der C99-Fragmen@83 wiirde es zusétzlich zu einer starken
Zunahme der C83-Fragmente kommen (Abb. 28, 6. FEldjem wirde eine reduzierte Endozytose
den Transport zuy-Sekretase verringern, so dass nur ein Teil derk28§mente zu B prozessiert
werden konnte (Abb. 28, 7. Feld).

Die Untersuchung der NPTY-Deletionsmutanten (A). Restatigte, dass die Endozytose bzw. der
Transport von APP in LRP1-defizienten Zellen nuwteise (~50%) beeintrachtigt ist (284). Die
NPTY-Deletion verursachte sowohl in CHOKI als alichl3-5-1 Zellen einen starken Anstieg der
APPsi-Sekretion, wodurch auch die Gesamt-APPs-Sekretimtieg (Abb. 28, 3. und 4. Feld). Trotz
gleichmaRiger APHs.sSekretion (Abb. 28, 5. Feld) waren die C99-Fragmenvon
APP695swaNPTYmyc im Vergleich zu APP695swemyc exprimierendeROKI bzw. 13-5-1
Zellen stark reduziert (Abb. 28, 6. Feld). Die Abmae der C99-Fragmente verursachte folglich die
starke Reduktion derASekretion (Abb. 28, 7. Feld).

3.15 Kompetitive Inhibition der  y-Sekretase-Prozessierung von C99
zu AB durch LRP1

Da LRP1 ein Substrat derSecretase ist und ein verkirztes LRP1-KonstruRRCT) die Sekretion
von AB und p3 inwildtyp APP uberexprimierenden Zellen reduzierte (308ydewntersucht, ob die
im Vergleich zumwildtyp APP stark erhohte hSekretion von schwedischem APP durch das gleiche
LRPCT-Konstrukt inhibiert werden kann. LRPCT bestals dem zytoplasmatischen Schwanz, der
Transmembrandoméne und einem kurzen Stick derzektridiren Domane von LRP1. Zur richtigen
Integration von LRPCT in die Membran wurde das 8lgeptid des LRP1 N-terminal angefuigt (Abb.
29A).

Die Uberexpression von LRPCT in den APP695swemyow. bZAPP695swANPTYmyc
exprimierenden Zellen hatte weder einen Einflusk dia APP-Expression, noch auf die APPs-,
APPsi- oder APPB,«Sekretion oder die C99- und C83-Mengen (Abb. 2BE. Feld). Gleichzeitig
wurde die A8-Sekretion vollstandig blockiert (Abb. 29B, 6. Feldiese Ergebnisse zeigen, dass
LRP1 als Substrat derSekretase mit den C-terminalen Fragmenten von iRRlie y-Sekretase-

Aktivitat konkurriert und infolgedessen digg&Sekretion vermindert.
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Abb. 29: Kompetitive Inhibition der y-Sekretase-Prozessierung von APP durch LRP1

A Schematische Darstellung von LRP1 und LRPCT. LRP&in 600 kDa groR3es Typ-I-Transmembranprotein,
das posttranslational durch Furin in der extrat@len Doméne gespalten wird. Die dabei entstehen@kain
bleibt mit derp-Chain nicht-kovalent verbunden. Das verkirzte LiR®hstrukt LRPCT besteht aus einem
kurzen Abschnitt der extrazellularen Doméne, dem$membrandoméne und dem zytosolischen Schwairfiz der
chain. Zur korrekten Integration des Proteins &nMiembran wurde N-terminal das Signalpeptid (SP)MAP1
angefigt.

B Transiente Expression von LRPCT in APP695swemyc. b¥PswaNPTYmyc exprimierenden CHOKI-
Zellen hatte weder einen Einfluss auf die APP-Esgian, noch auf die APRs die APP§,,«sSekretion oder
die CTF-Menge. Gleichzeitig wurde digA°roduktion durch die LRPCT-Expression vollstandigerbunden.
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4 Diskussion

Der Grofdteil des heutigen Wissens Uber die Entagphder Alzheimer Krankheit beruht auf
Erkenntnissen von Untersuchungen familiarer ForeghenErkrankung, welche durch Mutationen in
den Genen von APP, Presenilin 1 oder PresenilPSA ( PS2) verursacht werden. Die meisten dieser
Mutationen verandern digSekretase-Prozessierung von APP. Dadurch komrati €ner erhéhten
Sekretion der um zwei Aminosauren langergiFrm, A342. Dies geschieht in den meisten Féllen
durch eine Erh6hung despA2/AB40-Verhaltnisses bei gleichbleibendep-&ekretion. Das pd2-
Peptid aggregiert leichter und schneller alg4® Dies fiuhrt zu einer verstarkten Bildung von
l6slichen Oligomeren, die durch weitere Aggregatio@zipitieren. Die anfanglich zu beobachtenden
diffusen Ablagerungen sowie die zentralen Bereadedaraus hervorgehenden neuritischen Plaques
bestehen fast ausschlie3lich aug4A Dies deutet darauf hin, dass eine aberraf2/ekretion
sowohl die Entstehung der familidren als auch geradischen Form der Alzheimer Krankheit

auslost.

4.1 Eigenschaften der schwedischen Mutation und ihr e
Bedeutung in der Erforschung der Alzheimer Krankhei t

Unter den familiaren Mutationen hat die schwedisbhgation, welche in der Aminosauresequenz
unmittelbar N-terminal von dei-Sekretase-Schnittstelle gelegen ist, eine herhiobgme Position.
Im Vergleich zumwildtyp APP wird dasp-Sekretas&heddingvon APP durch die schwedische
Mutation so stark erhoht (37, 304), dass die AP&lg«dion bei leicht erniedrigtem ARPserdoppelt
wird (Abb. 19, Abb. 27). Der Anstieg d@rSekretase-Prozessierung resultiert zudem in siagken
Erhdhung der membranstédndigen C99-Fragmente (Alg). Die anschlieRende-Sekretase-
Prozessierung dgiCTFs fuhrt zu einer 6-8fachen Steigerung d@rSekretion (Abb. 19, (37)). Im
Gegensatz zu Mutationen, die gi&ekretase-Aktivitat beeinflussen, kommt es duiehsdhwedische
Mutation nicht zu einer Verénderung de$4R/AB40-Verhaltnisses, sondern zu einer parallelen
Steigerung der B40- und A342-Sekretion (16). Die gesamte amyloidogene Prezess von APP
wird demnach durch die schwedische Mutation stenktg. Dabei I0st die schwedische Mutation die
Alzheimer Erkrankung vermutlich durch den Anstiegr d\342-Produktion aus. Die bei leicht
erniedrigter APRsSekretion doppelt so hohe APPs-Sekretion (Abb. ABb. 27) und die im
Verhaltnis zum C83 hthere C99 Menge deuten daiaufbb. 10, Abb. 19), dass mehr als die Halfte
der APPswe-Proteine Uber den amyloidogenen Wegepstt werden. Diese Eigenschaften haben
die schwedische Mutation in den letzten Jahrenizene wichtigen Hilfsmittel der Erforschung der
Entwicklung der Alzheimer Krankheit gemacht. Untetsungen der amyloidogenen Prozessierung
vonwildtyp APP werden durch die gerinfeSekretase-Prozessierung und die sich daraus ergeie

niedrigen C99- und P-Mengen erschwert. Dariiber hinaus zeigte die Ulpeession vorwildtyp
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APP in Mausen keine Pathologie, die der Alzheimemikheit &hnlich wére (309). Im Gegensatz dazu
erleichtert die schwedische Mutation durch die t&ks$e 3-Sekretase-Prozessierung die Detektion der
C99-Fragmente und derpASekretion. Zudem konnten durch die Verwendung sidmwedischen
Mutation die ersten Mausmodelle entwickelt werdebei denen AB-Ablagerungen und
Merkfahigkeitsstorungen beobachtet wurden (281).32r Generierung besserer und vollstandigerer
Alzheimer-Modelle wurde die schwedische Mutatiomefain fast allen weiteren Mausmodellen in
Kombination mit weiteren familiaren APP-Mutationen verwendet (siehe

http://www.alzforum.org/res/com/tra/app/defaultad@ausmodelle, die neben derg-Rlagues auch

Tau-Pathologien und neuronalen Zelltod zeigtendemnrdurch die zuséatzliche Expression von PS und
Tau, welche jeweils familidre Mutationen trugentvaokelt (311-313).

Die Verwendung der schwedischen Mutation in dersteai Mausmodellen der Alzheimer Krankheit
setzt eine genaue Kenntnis der Auswirkungen depaltgn Aminosaureaustausches unmittelbar N-
terminal derp-Sekretase-Schnittstelle voraus. Bereits die erktetersuchungen zeigten, dass die
schwedische Mutation nicht nur die Affinitdt von RPzur B-Sekretase erhdht, sondern auch die
zellulare Lokalisierung der amyloidogenen Prozeasig beeinflusst.

So wurde beobachtet, dass dig-Rroduktion die Internalisierung vowildtyp APP von der
Zelloberflache erfordert. Wahrend an der Zelloldetile markiertes APP nach der Internalisierung zu
AP metabolisiert wurde, verhinderte die Verkirzung dgoplasmatischen Doméane vauildtyp APP,
d.h. die Entfernung des Endozytose-Motivs, dip-Sekretion (37, 99, 123). Korrespondierende
Untersuchungen von APPswe Uberexprimierenden Zatgaben uneinheitliche Ergebnisse. Zum
einen hatte die C-terminale Verkiirzung von APPseiedn Einfluss auf die fxSekretion (37, 108).
Dies deutet darauf hin, dass APPswe hauptsachictekretorischen Transportweg zf prozessiert
wird. Zum anderen zeigte die lodierung von Obeh&tproteinen, dass diepA°roduktion von
markiertem APP in APPswe-Zellen doppelt so hochwiarin wildtyp APP-Zellen (303). Dies weist
darauf hin, dass ein Teil de3Aroduktion nach der Internalisierung von APPswelgrrund dass die
schwedische Mutation auch die amyloidogene Prozesyj in endozytotischen Kompartimenten im
Vergleich zuwildtyp APP exprimierenden Zellen erhoht.

Klrzlich wurde zudem gezeigt, dass die Inhibitioer dEndozytose durch einen Dynamin-
Peptidinhibitor die AB-Konzentration in der Interstitialflissigkeit vongd576 Mausen, welche
APP695 mit der schwedischen Mutation Uberexprimigi281), um bis zu 70 % reduzierte (282).
Diese neuen Beobachtungen widersprechen dem laigggahModell, das besagt, dass di§-A
Generation der schwedischen Mutation unabhangigdesrClathrin-vermittelten Endozytose ist und
hauptsachlich vor dem Erreichen der Zelloberfldaneekretorischen Transportweg erfolgt.

Auf Grund dieser abweichenden Beobachtungen habemvdieser Arbeit die Prozessierung von
schwedischem APP detailliert untersucht. Durch dergleich der Prozessierungsmuster sollten die
Unterschiede dewildtyp APP- und der APPswe-Prozessierung herausgearbeitetie zellularen

Kompartimente, in denen die einzelnen Prozessisaamgitte erfolgen, bestimmt werden.
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4.2 Die Prozessierung von wildtyp APP

Zur Untersuchung der in 4.1 geschilderten widerdpithen Ergebnisse wurde die Clathrin-
vermittelte Endozytose durch Mutationen der ABiathrin-coated piKonsensussequenz YENPTY
im zytoplasmatischen Schwanz von APP inhibiert.sBie Sequenzmotiv wird eine zentrale Funktion
zugeschrieben, da es in allen Mitgliedern der ABRike konserviert ist (314). Punktmutationen in
dieser Doméane oder die vollstandige EntfernungMesvs zeigten, dass dieses Sequenzmotiv auch
im APP fir die Clathrin-vermittelte Endozytose ederlich ist (98, 100).

Wahrend die Deletion der NPTY-Domane wildtyp APP die APPs-Sekretion stark erhéhte, wurde
gleichzeitig die A-Produktion substantiell beeintrachtigt (Abb. 1A 19 (37, 99, 100, 123)).
Dabei verursachten Punktmutationen des YENPTY-Mo#ine parallele Abnahme de340- und
Ap42-Sekretion (100). Die Aufschlisselung der erndhA®Ps-Sekretion zeigte, dass die Erhéhung
ausschlieBlich durch verstarktesSekretasé&sheddinghervorgerufen wurde (Abb. 10, Abb. 19).
Durch den spezifischen Nachweis von ARRkonnten wir erstmals zeigen, dass fli€ekretase
Prozessierung vorwildtyp APP in Folge der Entfernung des NPTY-Sequenzmosighr stark
erniedrigt, aber nicht vollstandig inhibiert wurdéerdnderungen der NPTY-Doméne verursachen in
erster Linie eine Beeintrachtigung der Internatisig von APP von der Zelloberfliche in die
endozytotischen Kompartimente und infolgedessea Akkumulation von APP an der Zelloberflache
(98, 100). Diese Erhdhung der Substratkonzentratostarkt dien-Sekretase-Prozessierung von APP
und somit die APPs-Sekretion (Abb. 10, Abb. 19)skéhe Ergebnisse deuten zusatzlich darauf hin,
dass die Entfernung des NPTY-Motivs gleichzeitign dgansport vorwildtyp APP zur aktiver-
Sekretase in den endozytotischen Kompartimenteimtpéehtigt. Die damit verbundene Abnahme der
Substratkonzentration vermindert dasSekretase&sheddingvon wildtyp APP in endozytotischen
Kompartimenten, vermutlich den Endosomen, und gddessen die APRga-Sekretion (Abb. 10,
Abb. 19). Die nach der Deletion der NPTY-Doméanebiebende APHSSekretion wird vermutlich
durch B-Sekretase-Prozessierung in Endozytose unabhangigempartimenten, z.B. im
sekretorischen Transportweg, hervorgerufen. Auf dederen Seite reduzierte die vollstandige
Entfernung des zytoplasmatischen Schwanzes dienalisierungsrate von APP nur auf ca. 25 %
(100). Die geringe APPBsSekretion der NPTY-Deletionsmutanten kénnte dadwech durch die
verbleibende unspezifische Internalisierung von ARRUrsacht werden. Diese Ergebnisse zeigen,
dass dag-Sekretas&Sheddingvon wildtyp APP entweder vollstéandig oder aber zum grof3tehiiei
endozytotischen Kompartimenten erfolgt. In letzter&all wirde ein kleiner Teil der APRs
Sekretion durch ein@-Sekretase-Aktivitat im sekretorischen Transportwegvorgerufen werden
(Abb. 30). Auf Grund der verminderten Entstehungn v€899 verursacht die Inhibition der
Internalisierung auch eine starke Reduzierung deProduktion (Abb. 10, Abb. 19). Die parallele
Abnahme von £40 und A342 (100) deutet darauf hin, dass beide Formen bkadiplich aus den in
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den Endosomen hergestellten C99-Fragmenten undh diieselbey-Sekretase-Aktivitat erzeugt
werden.

Die AB-Produktion wird durch dag-Sekretase&sheddingeingeleitet. Unsere Untersuchungen an
wildtyp APP zeigen, dass dieser limitierende Schritt nalvetistandige von der Internalisierung von
der Zelloberflache abhangt und somit in endozytbes Kompartimenten erfolgt. Jegliche
Beeintrachtigung dewildtyp APP-Endozytose limitiert daher diepA°roduktion primar durch die
Verhinderung dep-Sekretase-Prozessierung (Abb. 30).

4.3 Die Prozessierung von schwedischem APP

Wie beim wildtyp APP verursacht die Deletion des NPTY-Motivs intolger beeintrdchtigten
Internalisierung eine Akkumulation von schwedisch&RP an der Zelloberflaiche (Abb. 12). Durch
die erhohte Substratkonzentration an der Zellobent kommt es zu einer verstarkieSekretase-
Prozessierung von internalisierungsdefizientem ArRPsnd somit zu einer starken Erh6hung sowohl
der APPs- als auch der Gesamt-APPs-Sekretion (Abb. 10, ABh. Im Gegensatz zwildtyp APP-
Prozessierung hat die Deletion des NPTY-Motivs,KBuntationen der YENPTY-Doméane oder sogar
die vollstandige Entfernung des zytoplasmatisch@dm@nzes von schwedischem APP nahezu keinen
Einfluss auf die APH&.«Sekretion (Abb. 10, Abb. 19, Abb. 13, Abb. 15)ebBizeigt, dass dig-
Sekretase-Prozessierung von APPswe nahezu unapghdmgi der Internalisierung von der
Zelloberflache in die endozytotischen Kompartimedste

Diese Ergebnisse stimmen mit vorherigen Beobacktungberein, dass die Initierung des
amyloidogenen Prozessierungsweges durchBedakretasesheddingvon APPswe hauptsachlich im
spaten sekretorischen Transportweg, vermutlichoim ¥Golgi abgeschnirten Vesikeln, erfolgt (275,
280). Zudem wurde dig-Sekretase, BACEL, durch immunohistochemische Fédru hauptsachlich
im Golgi und in den Endosomen lokalisiert, wohingegwr geringe Mengen im ER oder in den
Lysosomen detektiert wurden (110). Diese Resulfatgen daher darauf hin, dass fleésekretase-
Schnitt im wildtyp APP in erster Linie in den Endosomen erfolgt, vealr der amlyoidogene
Prozessierungsweg von APPswe durch erBekretase-Aktivitdt in vom Golgi abgeschniirten
Vesikeln initiiert wird (Abb. 30).

Ungeachtet der nahezu unveranderten ARRSekretion wurde die-Sekretase-vermittelte A
Freisetzung durch Mutationen der YENPTY-Domane sohwedischem APP um mehr als 50 %
vermindert (Abb. 10, Abb. 11, Abb. 13, Abb. 14, Aldb). Obwohl bei gleicher APBs.«Sekretion
auch gleiche C99-Mengen produziert werden, zeigtenZelllinien, die Mutationen der YENPTY-
Domane von APPswe stabil exprimierten, stark errgésl C99-Fragmente (Abb. 10, Abb. 13). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Erniedrigend{3-Sekretion der internalisierungsdefizienten

APPswe-Konstrukte nicht durch eine Erniedrigung fi€3ekretase-Prozessierung, sondern durch
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Zelloberfliiche: Zelloberfléiche und

Vorrangige Lokalisierung der a- endozytotische
Sekretase-Aktivitit. Kompartimente:

- Im Vergleich zum wildtyp APP - AP wird durch die y-Sekretase
fithrt die a-Sekretase- A S Spaltung von C99 in den
Prozessierung von 7\ i endozytotischen Kompartimenten
schwedischem APP zu einer Recyclierende und/oder an der Plasmamembran
leicht erniedrigten APPsa- 7 \ Vemkel@ freigesetzt

Sekretion / 7 z - Entsprechend erfolgt in diesen

- Die a-Sekretase vermittelte / y >‘ CCV Kompartimenten auch die p3-
Umwandlung der im / 7 @ Freisetzung durch die -
sekretorischen Transportweg / Sekretase-Prozessierung von C83
erzeugten C99-Fragmente in C83 Endosome;/_)

vermindert die AB-Sekretion. //\

a5

Z

Endozytotische Kompartimente

Sekretorische Vesikel: / Vg osomen und/oder recyclierende Vesikel:
- Wihrend der groBte Teil der f- / -‘Wéihrend der groBte Teil des B-
Sekretase-Prozessierung von / Sekretase-Sheddings von wildtyp

APP in endozytotischen
Kompartimenten wie den
Endosomen oder in
recyclierenden Vesikeln erfolgt,
- wird nur ein geringer Teil von
schwedischen APP in diesen
Kompartimenten durch die 3
Sekretase prozessiert.

schwedischem APP im
sekretorischen Transportweg
erfolgt, -
- wird nur ein kleiner von
wildtyp APP in diesen
Kompartimenten durch die -
Sekretase geschnitten.

~
Sek Ves

Trans-GoIgl-Netzwerk

Abb. 30: Lokalisierung der einzelnen Prozessierungshritte von wildtyp und schwedischem APP.

Die eingezeichnete Route (Pfeile) markiert den fggischen Transportweg von APP. DieSekretase-
Prozessierung von APP an der Zelloberflache fuhnt Zekretion von APRsund zur Entstehung des
membrangebundenen C83. Beimildtyp APP erfolgt nur ein kleiner Teil deB-Sekretase&sheddingsim
sekretorischen Transportweg, wahrend der groRted€eiamyloidogenen Prozessierung in den endosgiogin
Kompartimenten wie den Endosomen initiiert wird.eDschwedische Mutation verstarkt dieSekretase-
Prozessierung von APP. Im Gegensatz mildtyp APP ereignet sich der grofite Teil geSekretasesheddings
von APPswe in den sekretorischen Vesikeln, wahramdein kleiner Teil der amyloidogenen Prozessigrim
endozytotischen Kompartimenten initiiert wird. Nadem Transport der im sekretorischen Transportweg
erzeugten C99-Fragmente zur Plasmamembran wird @indavon durch diei-Sekretase geschnitten. Diese
Konversion von C99 zu C83 vermindert di@-Rroduktion. Diey-Sekretase-Prozessierung der C99- und C83-
Fragmente ereignet sich in den endozytotischen Kuwtinpenten und/oder an der Zelloberflache und fihrt
Sekretion der B- bzw. p3-Peptide bei gleichzeitiger Freisetzung ¥dCD ins Zytosol (CCVElathrin coated
vesicles Sek. Ves — sekretorische Vesikel).

verminderte Zugéanglichkeit der C99-Fragmente w&ekretase-Aktivitat hervorgerufen wurde. Um
diese Hypothese zu untersuchen, haben wir ein GO&tKukt stabil in CHOKI-Zellen exprimiert.
Dieses Konstrukt bildete das nach dgt8ekretas&sheddingn der Membran zurtickbleibende C99-
Fragment nach. Da sich die schwedische Mutatiorerhihal von derB-Sekretase-Schnittstelle
befindet, unterscheidet sich das C99 walityp APP nicht vom C99 von APPswe. Die Untersuchung
der C99-Prozessierung zeigte, dass auchy«Bekretase-vermittelte Freisetzung vofi Aus C99
abhéngig vom Endozytosemotiv NPTY ist (Abb. 22) deidergebnisse lassen vermuten, dasg-die
Sekretase-Aktivitat zum gréRten Teil in den endotigthen Kompartimenten oder in der Nahe der
Zelloberflache lokalisiert ist. Diey-Sekretase ist ein aus mehreren Untereinheitenehlestder
Proteinkomplex, wobei das polytope Presenilin, R#ier PS2, das katalytische Zentrum des
Komplexes bildet (315). Immunohistochemische Fagearnvon Presenilin deuten darauf hin, dass die
v-Sekretase hauptsachlich oder sogar ausschlieidticindoplasmatischen Retikulum oder in den
frihen Golgi-Kompartimenten lokalisiert ist (16).&Wend die einzelnen Mitglieder deiSekretase

keine Aktivitat besitzen, erhéht der Zusammenbairdaturiertery-Sekretase-Komplexes, bestehend

109



4. Diskussion

aus Presenilin, Nicastrin, APH-1 und PEN-2, diSekretase-Prozessierung der Substrate. Die
Assoziierung dery-Sekretase erfolgt vermutlich im ER, wobei ER-GdRgicycling-Mechanismen
eine entscheidende Rolle spielen (256, 257). Diestwdarauf hin, dass die Maturierung des
Sekretase-Komplexes und die endgiltige Lokalisgery-Sekretase-Aktivitat in der Zelle raumlich
nicht Ubereinstimmen. Zur genaueren Lokalisierueg aktiveny-Sekretase wurde daher ein C99-
GFP-Fusionsprotein  verwendet (278). Durch die Bdoek ausgewéhlter Teilstrecken des
sekretorischen Transportweges konnte mit Hilfe Riegorterproteins GFP gezeigt werden, dass-die
Sekretase-Prozessierung des Substrates nicht im d&Ry Trans-Golgi-Netzwerk oder in
sekretorischen Vesikeln erfolgt. Dagegen zeigtelmlidbition der Endozytose, dass die intrazellulare
Domaéne an der Zelloberflache oder in den Endosdne@gesetzt wird (278). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die einzelnen Preseniline wie atideren Komponenten degfSekretase im ER
lokalisiert sind und erst der vollstdndig matueertSekretase-Komplex an den Ort deBekretase-
Aktivitat transportiert wird.

Obwohl die A-Freisetzung sowohl awgildtyp als auch aus schwedischem APP zum gréf3ten Teil in
endozytotischen Kompartimenten erfolgt, zeigen tmdResultate, dass sich die Prozessierung von
schwedischem APP unalildtyp APP deutlich unterscheidet. Im Gegensatz zuifdtyp APP ist die
Initierung  der  amyloidogenen  Prozessierung  von wstlischem  APP  nahezu
internalisierungsunabhéngig. DsSekretase&sheddingvon APPswe erfolgt fast ausschlief3lich im
sekretorischen Transportweg, vermutlich in vom Galggeschnirten sekretorischen Vesikeln. Die
geringfugige Abnahme der APRg<Sekretion durch Mutationen des NPTY-Motivs weiatalif hin,
dass ein kleiner Teil der Prozessierung von schsebdim APP durch dif-Sekretase-Aktivitat in
endozytotischen Kompartimenten, vermutlich den Bodtwen, erfolgt. Dieser kleine Anteil der
APP$.eSekretion wird somit vermutlich durch die gleig&ekretase-Aktivitat verursacht, die fur
den grof3ten Teil de-Sekretase&sheddings/on wildtyp APP verantwortlich ist. Dies zeigt, dass die
schwedische Mutation nicht nur digSekretase-Prozessierung stark erhéht, sondern aimgh
raumliche Verschiebung der amyloidogenen Prozasgsieverursacht (Abb. 30).

Die Beeintrachtigung der Internalisierung vowildtyp APP durch die Deletion des
Internalisierungsmotivs fuhrte zu einer starkeniétdrigung deip-Sekretase-Prozessierung und somit
der C99-Produktion. Infolge der verminderten C99%gke kam es zu einer Reduzierung dex A
Sekretion. Dagegen ist die Bildung der C99-Fragmenn APPswe durch die erniedrigte Endozytose
nicht beeintrachtigt. Die um mehr als 50% redueied-Sekretion der internalisierungsdefizienten
APPswe- bzw. C99-Konstrukte zeigt, dass giSekretase-Prozessierung von C99 stark von der
Endozytose in die Endosomen abhangt (Abb. 10, AlbAbb. 22). Dies deutet darauf hin, dassydie
Sekretase-Prozessierung weiidtyp und schwedischem APP durch die gleiche Aktivitdd in den
gleichen Kompartimenten, vermutlich an der Zelléliehe, in Endosomen oder in recyclierenden
Vesikeln, erfolgt. Wahrend dig und diey-Sekretase-Prozessierung weitdtyp APP somit raumlich

in den gleichen Kompartimenten stattfinden, deutesere Ergebnisse darauf hin, dass die Initilerung
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der amyloidogenen Prozessierung von schwedischei@ Afrch diep-Sekretase von der fA
Freisetzung durch die-Sekretase-Prozessierung raumlich und somit audiclzegetrennt ist. Nach
dem B-Sekretase&shedding im sekretorischen Transportweg werden die C99+Reage zur
Zelloberflache transportiert. Die stark reduzieA@-Sekretion durch Mutationen der YENPTY-
Domane von APPswe (Abb. 11, Abb. 13, Abb. 15) walsrauf hin, dass dig-Sekretase-
Prozessierung teilweise von der Endozytose der FZ88mente abhéngig ist und somit in
endozytotischen Kompartimenten erfolgt. Die nachr derstérung des Internalisierungssignals
verbleibende B-Sekretion wird vermutlich durch eineSekretase-Aktivitat an der Zelloberflache
freigesetzt (278). Auf der anderen Seite kdonntehaliesey-Sekretase-Prozessierung in Folge von
unspezifischer Internalisierung der C99-Fragmentden endozytotischen Kompartimenten erfolgen,
da trotz vollstandiger Entfernung des zytoplasrohts Schwanzes die Internalisierungsrate von APP
nur auf 25 % reduziert wurde ((100), Abb. 30). Dieletion der NPTY-Doméane von APPswe flihrte
neben einer Akkumulation von APPswe auch zu einenaBme der C99-Fragmente an der
Zelloberflache (Abb. 20). Dies zeigt, dass auch Hiternalisierung der CTFs durch die AP-
2/Clathrin-coated piKonsensussequenz NPTY aktiv vermittelt wird. Da @réRenordnung der
verbleibenden unspezifischen Endozytose der CO9§nreate nicht bekannt ist, kann nur vermutet
werden, dass der grof3te Teil deBekretase-Aktivitat in endozytotischen Kompartiteenund ein
kleinerer Teil an der Zelloberflache lokalisiett (8bb. 30).

Das langjahrige Modell postuliert, dass dif-@&eneration von schwedischem APP unabhéngig von
der Clathrin-vermittelten Endozytose stattfindet d uthauptsachlich vor dem Erreichen der
Zelloberflache im sekretorischen Transportweg gtf¢87, 108). Diese Hypothese wurde kurzlich
durch Ergebnisse in Frage gestellt, die zeigtess da APPswe Uberexprimierenden Mausen die
Inhibition der Endozytose die fASekretion um 70 % erniedrigt. (282). Unsere Reselerharten
diese Internalisierungsabhangigkeit der-Freisetzung aus APPswe und zeigen, dass die
amyloidogene Prozessierung von schwedischem AP oitabhangig von der zytoplasmatischen
Domaéne ist. Nichtsdestotrotz kénnen wir bestéatigbags dieB-Sekretase-Prozessierung durch den
doppelten Aminosdureaustausch der schwedischen tibtutalberwiegend im sekretorischen

Transportweg erfolgt (280).

4.4 Die Internalisierungsdoméane YENPTY von APP

Die NPTY-Doméne von APP &hnelt der 6-Aminoséurgésminternalisierungsdomane FDNPVY des
Low-density-Lipoprotein Rezeptors (LDLR). Die Akii#t des LDLR-Endozytosesignals ist dabei
abhédngig von dem N-terminalen Phenylalanin-Rest , (9816). Mehrere lysosomale

Transmembranglykoproteine enthalten ein weitereA$4 langes Internalisierungssignal mit dem
Sequenzmuster Y-x-x—aromatischen/grof3e hydrophohadsaure, welches bei einigen auf der N-

terminalen Seite durch ein konserviertes GlycimKiart wird (317, 318). Es konnte gezeigt werden,
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dass dieser Glycinrest wichtig fur die Internalisigy einiger lysosomaler saurer Phosphatasen ist
(319). Auf der anderen Seite scheint das GY-Motg dysosomalen Glykoproteins LGP120 eine
Rolle im direkten intrazellularen Transport vom @olin die endosomalen-lysosomalen
Kompartimente zu spielen (318, 320). Der Bereich dms NPTY-Motiv von APP, GYENPTY,
besteht somit theoretisch aus drei voneinanderhimgjigen Doménen - NPTY, YENP und GY.
Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass dieidbetdr NPTY-Domane eine Akkumulation von
APPswe an der Zelloberflache und infolgedessemeimstieg der APRsSekretion verursacht (Abb.
10, Abb. 11, Abb. 12). Zudem fuhrten Punktmutatiorienerhalb des YENPTY-Motivs zu einer
starken Erhohung der APRSekretion (Abb. 13). Dies deutet darauf hin, dake APP-
Internalisierung durch die beiden tGberlappenderoBytdsesignale YENP und NPTY vermittelt wird.
Dagegen verursachte die Mutation des N-terminaldesn YENPTY-Motiv gelegenen Glycins einen
60%igen Anstieg der APBs.«Sekretion (Abb. 13, Abb. 14). Analog zum GY-Moties lysosomalen
Glykoproteins LGP120 (318, 320) konnte der Anstidgr B-Sekretase-Prozessierung darauf
hindeuten, dass dieses Glycin den intrazellular@PAransport vom Golgi in die endosomalen-
lysosomalen Kompartimente vermittelt. Die Vermindey des intrazellularen Transports durch die
G681A Mutation kénnte somit eine Retention von ARPTrans-Golgi-Netwerk hervorrufen. Da der
groRte Teil derp-Sekretase-Prozessierung von APPswe im sekretensdimansportweg erfolgt,
wirde eine ErhOhung der Substratkonzentration eewstarkte APHR.esSekretion verursachen.
Obwohl die G681A Mutation sowohl dieSekretase-Prozessierung als auch die C99-Mengéterh
resultierte sie nicht in einem Anstieg des-8ekretion (Abb. 13, Abb. 14). Die leicht erh6htBPsi-
Sekretion deutet darauf hin, dass auch die G681Aatitin die APP-Internalisierung von der
Zelloberflache beeintrachtigt. Eine erhoht&ekretase von APPswe und den C99-Fragmenten wirden
den leichten Anstieg der C83-Fragmente und dieztrethOhter B-Sekretase-Prozessierung
unverénderte B-Sekretion erklaren. Diese Ergebnisse zeigen satags die YENPTY-Doméne die
Endozytose von APPswe vermittelt, wahrend das Miteal des Internalisierungsmotivs gelegene

Glycin mdglicherweise den intrazellularen Transpeduliert.

4.5 Die a-Sekretase-Prozessierung des C99-Fragmentes

Theoretisch wére auf Grund der unbeeintrachtigt&ekretase-Prozessierung von schwedischem
APP (Abb. 10, Abb. 11) und der reduzierten Intaamaiung der CTFs durch Mutationen der
YENPTY-Domaéne (Abb. 20) ein starker Anstieg der &98gmente zu erwarten gewesen. Die
Deletion des NPTY-Motivs oder die Punktmutationen 4ENPTY-Domane verursachten jedoch
eine starke Abnahme der C99-Fragmente (Abb. 10, Abp Unsere Untersuchungen zeigten, dass
die Erniedrigung deBCTFs nicht durch erhéhteSekretase-Prozessierung (Abb. 18) oder durch

verstarkte lysosomale Degradation (
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Abb. 16, Abb. 17) von C99 hervorgerufen wurde. Diese Enggde und die Beobachtung, dass auch
die CTFs durch die Mutation der Internalisierungaédoe an der Zelloberflache akkumulierten (Abb.
20), fuhrten zu der Annahme, dass d@i€ekretase bei der Degradation der C99-FragmenéeRulle
spielen kénnte. Zur Untersuchung dieser Hypothegselevdiea-Sekretase-Prozessierung durch die
F615P Mutation im APP695swW&IPTYmyc inhibiert. Diese Hemmung desSekretasesheddings
erniedrigte nicht nur die APRsSekretion, sondern verhinderte zudem die Abnahme @O9-
Fragmente von internalisierungsdefizientem schvebdisn APP (Abb. 19). Dies zeigte, dass die
Abnahme deBCTF durch die Umwandlung der C99-Fragmente in C&2insacht wurde. In Folge
der stabilisierten C99-Fragmente stieg auch dif-SAkretion von Endozytose-defizientem
schwedischem APP (Abb. 19).

Interessanterweise verursachte die F615P Mutatioh an internalisierungsdefizientavildtyp APP,
APPG69ANPTYmyc, eine Stabilisierung derpASekretion auf dem Niveau von nicht mutiertem
APPG695 (Abb. 19). Wie geschildert verursachte dedeflon der NPTY-Doméane eine starke, aber
nicht vollstandige Erniedrigung deB-Sekretase-Prozessierung. Die Inhibition deBekretase-
Prozessierung durch die F615P Mutation fuhrte mareébtabilisierung der durch diese verbleibeide
Sekretase-Prozessierung erzeugten C99-Fragmengse [Ergebnisse zeigten, dass die durch die
verbleibende3-Sekretase-Prozessierung weildtyp APP entstehenden C99-Fragmente einer starken
Umwandlung in C83 durch die-Sekretase unterliegen. Die verbleibende AP®skretion von
internalisierungsdefizientenwildtyp APP wird vermutlich durch die-Sekretase-Aktivitat im
sekretorischen Transportweg verursacht, die aucldéta grof3ten Teil der APRgesSekretion von
schwedischem APP verantwortlich ist. Der Anstieg Alg-Sekretion durch die-Sekretase-Inhibition
deutet darauf hin, dass dieses C99 wildtyp APP wie die C99-Fragmente von schwedischem APP
zur Zelloberflache transportiert und dort auf Grumkr Deletion des Endozytosesignals
zurtickgehalten werden. In Folge der Retention wemdieseBCTFs durch diex-Sekretase in C83
umgewandelt. Die zusatzliche Inhibition deGekretase-Prozessierung unterbindet die Umwandlung
von C99 in C83 und stabilisiert so daSekretase-Substrat C99. Infolge der erhdhten CAgdn
verstarkt  die Inhibition der a-Sekretase-Prozessierung die B-Bekretion von
internalisierungsdefizientemildtyp APP. Dies zeigt, dass die Konversion der C99-Feadein C83
neben der reduzierterf-Sekretase-Prozessierung zu der Abnahme d@rSekretion von
internalisierungsdefizientemildtyp APP beitragt (Abb. 31).

Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass egkeniedrigung der Internalisierung vewidtyp

und schwedischem APP eine Erniedrigung dgPAoduktion verursacht. Wahrend die Inhibition der
Internalisierung daB-Sekretas&sheddingn endozytotischen Kompartimenten stark erniedbigibt

die pB-Sekretase-Prozessierung im sekretorischen Tramggpr unverdndert. Ungeachtet der
Initierung der amyloidogenen Prozessierung im ekischen Transportweg, vermindert die
erniedrigte Endozytose die Freisetzung vdh durch diea-Sekretase-vermittelte Umwandlung von

C99 in C83. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein &fegrin die Endozytose von APP digf-A
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Produktion sowohl durch das verminderte endozyth&g-Sekretas&sheddingals auch durch die-
Sekretase-Prozessierung von C99 stark erniedrigam.kZudem machte die Verwendung der
Sekretase-Inhibitionsmutation F615P in den SEAP-AR& APP-Gal Konstrukten deutlich, dass die
a-Sekretase-vermittelte Konversion von C99 in C88 e@hysiologisches Ereignis der APP-
Prozessierung ist. Obwohl in diesen KonstruktenEtidozytose nicht beeintrachtigt war, erhdhte die
Inhibition dera-Sekretase-Prozessierung bei leicht vermindertd?$pdSekretion die f-Produktion
(Abb. 26). Auf Grund dieser Ergebnisse haben wi Bedell des Prozessierungsschemas von APP

um diea-Sekretase-Prozessierung von C99 erweitert (Abp. 31

Nicht-amyloidogener Prozessierungsweg Amyloidogener Prozessierungsweg

AP
amyloidogenes
Peptid

p3
APPsa. richi-
amyloidogenes
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o y-Sekretase ) ) p3
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aCTF C99 a-Sekretase '
BCTF  ADAMY.10.17
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Abb. 31: Schematische Darstellung der APP-Prozessimg

APP wird entweder Uber den nicht-amyloidogenen k¢)in oder den amyloidogen Prozessierungsweg
metabolisiert. Im nicht amyloidogenen Weg wird ARBerst durch dien-Sekretase in der [ADoméane
geschnitten, wodurch der grofte Teil der extrazeln Doméane als AP®sezerniert wird und ein 83 AS langes
Fragment (C83, CTdj in der Membran zurlickbleibt. AnschlieBend wird dz83 durch dig-Sekretase in der
Transmembrandomane geschnitten. Hierbei wird dieazellulare Doméane von APP (AICD) ins Zytosol
freigegeben, wéhrend das nicht-amyloidogene p3 Insmen sezerniert wird. Im amyloidogenen
Prozessierungsweg wird APP nacheinander durchpebekretase und dig-Sekretase geschnitten. Dpe
Sekretase legt den N-Terminus dgsRPeptids durch die Sekretion von ABPwelches etwas kirzer als das im
nicht-amyloidogenen Weg gebildete ARRst, frei. Das dabei in der Membran zurlickbleite88 AS lange C-
terminale Fragment (C98CTF) wird anschlieRend durch dieSekretase prozessiert, wodurch der C-Terminus
des A3-Peptids gebildet wird. Dabei wird neben der Fitiziseg von AICD ins Zytosol daspAPeptid ins Lumen
freigegeben. Alternativ zuy-Sekretase-Prozessierung kann das C99 zundchdt diew-Sekretase in C83
Uberfuhrt werden. AnschlieBendeSekretase-Prozessierung von C83 fiihrt wie im rachyloidogenen
Prozessierungsweg zur Freisetzung von AICD ins gbitaind zur Sekretion des nicht-amyloidogenen p3-
Peptids. Die a-Sekretase-vermittelte Konversion von C99 in C83¥miedert somit die Bildung des
amyloidogenen A-Peptids.
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Die hier gezeigten Ergebnisse stimmen mit den Waotdrungen der APP-Prozessierung in ADAM10-
Uberexprimierenden Mausen uberein. Neben ADAM9 ABbdAM17 wurde ADAM10 als einer der
potenziellena-Sekretase-Kandidaten identifiziert. Die erhoktBekretase-Aktivitat in diesen Mause
reduzierte die B-Produktion und verhinderte die Plaguebildung (3ZBi(her wurde angenommen,
dass eine verstarkteSekretase-Spaltung von APP eine Erniedrigungpe®skretase-Substrates und
somit eine Abnahme der APRSekretion und der C99-Bildung verursacht (321,)3B2 Abnahme
der AB-Sekretion in Folge der erhdohtenSekretase-Aktivitat wurde somit als Reduzierung fgle
Sekretase-Prozessierung interpretiert. Unsere Biggb deuten zusatzlich darauf hin, dass eine
Erhohung dem-Sekretase-Aktivitat die BrProduktion durch den Abbau desSekretase-Substrates
C99 vermindern kann.

Die Mutationen der familiaren Alzheimer Krankheit iAPP liegen in der Nahe der Sekretase-
Schnittstellen. Wahrend die schwedische Mutatiotefxitinal derp-Sekretase-Schnittstelle de
Sekretase-Prozessierung verstarkt, beeinflussen @iterminal der y-Sekretase-Schnittstelle
lokalisierten Mutationen diey-Sekretase-Prozessierung und verursachen eine Ergolles
AB42/AB40-Verhaltnisses. Zudem liegen mehrere MutatioremFAK innerhalb der A-Sequenz in
Nahe der a-Sekretase-Schnittstelle. Die arktische (E693G)waiusche (D694N) und die
hollandischen Mutation (E693Q) der 21. bzw. der R&inosaure des BPeptids verstarken die
vitro Aggregation. Dies deutet darauf hin, dass dies¢atilmen die Krankheit durch die Bildung
eines schneller aggregierendef-Reptids ausldsen. Dagegen zeigte die flamischathuat (A692G)
der 20. Aminosaure, eine Aminosaure naher an od€ekretase-Schnittstelle, eine verminderte
Aggregation (135). Zudem verursachte die flamiskhgation einen Anstieg der fJAProduktion bei
gleichzeitiger Abnahme der p3-Sekretion (306). WWalbrdie hollandische Mutation keinen Einfluss
auf die A3-Menge hatte, fuihrte die flamische Mutation zu ejperallelen Verdopplung derpd0- und
AB42-Sekretion (323). Wie die schwedische Mutatiost ldie flamische Mutation die Alzheimer-
Krankheit dabei vermutlich durch die Erhéhung demeller aggregierendenA2 aus. Wahrend die
verstarkte B-Sekretase-Prozessierung der schwedischen Mutatéon Anstieg der B-Produktion
verursacht, ist die Ursache der verdoppeltgrsgkretion der flamischen Mutation noch unbekannt.
In dieser Arbeit haben wir gezeigt, dass eine vedeaitea-Sekretase-Prozessierung eine erhdtte A
Sekretion hervorruft. Dieser Anstieg dep-Rroduktion kénnte eine Parallele zu den Auswirlamg
der flamischen Mutation darstellen, da bei der fmen Mutation diex-Sekretase-Prozessierung
durch die nah an der Schnittstelle gelegene Mutdieeintrachtigt sein kdnnte. Die Stabilisierung de
C99-Fragmente in Folge der verminderte®ekretase-Prozessierung kénnte den paralleleriegnst
der AB42- und A340-Peptide verursachen, wahrend gleichzeitig diSgi&etion verminderte werden
wirde (306, 323).

Diese Ergebnisse erharten die Hyothese, dass eimeahfne dera-Sekretase-Aktivitat zur
Entwicklung der Alzheimer Krankheit beitragt undsdaeine Aktivierung dew-Sekretase ein

vielversprechendes therapeutisches Target zur Rrémeder Alzheimerschen Krankheit ist (321).
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4.6 a-Sekretase-Prozessierung von APP initiiert die
Transaktivierung der Gentranskription

Neben dem APP sind viele weitere Substrateydtekretase identifiziert worden. Untersuchungen der
Funktion der intramembrandsen Prozessierung diSsdastrate durch dep-Sekretase-Komplex
deuten darauf hin, dass die entstehenden Prodekkirtigen Proteinen in der Signallibermittlung in
den Kern und der Transkriptionsaktivierung bestiemztielgene eine Rolle spielen. Auf der anderen
Seite scheint diey-Sekretase als ,Proteasom der Membran® an der Oagom von
Transmembranproteinen beteiligt zu sein (168).

Die Funktion der Prozessierung der membranstandigagmente von APP durch dieSekretase ist
nicht eindeutig geklart. Auf Grund der &hnlicheroZgrssierungswege von APP und dem Notch-
Rezeptor wurde postuliert, dass die Freisetzungirteszellularen Doméne von APP (AICD) ins
Zytosol an der nukledren Signalubertragung beteikg Im Rahmen der Notch-Signalgebung
vermittelt diey-Sekretase die Freisetzung von NICD, die in derrgomalen Entwicklung bei der
Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle spielt. Aog konnte fir APP gezeigt werden, dass die
Sekretase-abhangige AICD-Freisetzung die Transtriptines artifiziellen Reportergens aktivieren
kann. Dabei kommt es vermutlich zu der Ausbilduitge terndren Komplexes aus AICD, FE65 und
der Histone Acetyltransferase Tip60 (169). Fe65 dwidabei durch die Bindung an
membrangebundenes AICD, d.h. durch Rekrutierung ABP oder an die CTFs, aktiviert.
AnschlieRende-Sekretase-Prozessierung setzt das AICD zusammiefea@b zur Translokation in
den Kern frei (170). Diese Daten deuten darauf tiags die transkriptionale Aktivierung von APP
und NOTCH durch unterschiedliche Mechanismen etfalgahrend das NICD selbst das Signal in
den Kern Ubertragt, scheint das AICD die Informatiodirekt Gber Fe65 zu Ubermitteln (170). Eine
weiterhin offene Frage ist, welche Gene durch diPAabhéangige Signalgebung reguliert werden.
Obwohl fir mehrere Kandidatengene eine AICD-vemtidgt Aktivierung der Transkription
beschrieben wurde (APP (171), GFK@®@24), Neprilysin (172), CD82 (325)), sind dieseiterhin
sehr umstritten. Entgegen den urspriinglichen Beiclzeigte eine genauere Untersuchung, ¢lass
Sekretase-Inhibitoren, dass Fehlenyd&ekretase-Aktivitat in PS1 -/-, PS2 -/- dopkebckoutZellen
und die genetische Entfernung der APP -/-, APLR2Géne keinen einheitlichen Effekt auf die
Expression dieser Proteine haben (175, 326). Dettsl Untersuchungen konnten kirzlich zeigen,
dass die direkte Bindung von AICD und Fe65 an demiBtor von EGFR (174) oder LRP1 (173) die
Expression von EGFR bzw. LRP1 reprimiert. Dabegtai sowohl PS1/PS2- als auch APP/APLP2-
doppelknockoutZellen einen Anstieg der EGFR- bzw. der LRP1-Egpian.

Durch deny-Sekretase-Schnitt wird das AICD sowohl Uber derhtramyloidogenen aus C83, als
auch Uber den amyloidogenen Prozessierungsweg 9@sn€ Zytoplasma freigesetzt. Trotz stark
unterschiedlicher C99- und C83-Mengen zeigten Ntnen in der schwedischen APP YENPTY-
Domaéne keine von der amyloidogenen oder der nigtyi@dogenen Prozessierung abhangigeitro
Produktion von AICD (Abb. 24). Um zu untersucheh,die AICD-vermittelte Transaktivierung der
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Zielgene durch a-Sekretase- oderp-Sekretas&hedding initiiert wird, wurde der APPGal-
Transaktivierungsassay eingesetzt. Obwohl die AR¥setion in Folge der verstarkt@rSekretase-
Prozessierung verdoppelt wurde (Abb., Z&b. 27), hatte die schwedische Mutation nur einen
geringfugigen Einfluss auf die AICD-vermittelte Tismktivierung des Luciferase-Reportergens (Abb.
27). Zudem wurde keine Abnahme der Reportergenskrgstion durch die vollstdndige Inhibition
der B-Sekretase-Prozessierung in Folge der M596V Mutaitio APP beobachtet. Auf der anderen
Seite verursachte die Hemmung defekretase-Prozessierung durch die F615P Mutatiowold im
wildtyp als auch im schwedischen APP eine Reduzierungraeskriptionalen Aktivierung um 35%
(Abb. 27). Die quantitative Bestimmung der APPs+8t&n durch den SEAP-APP Assay zeigte, dass
die F615P-Mutation zudem die-Sekretase-Prozessierung um mehr als 30% reduZitbte. 27).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dassoedskretase&sheddingvon APP die AICD-vermittelte
Transaktivierung der Transkription initiiert. Dieaqallele Abnahme der APPs-Sekretion und der
Luciferase-Transkription durch die F615P-Mutaticutkt darauf hin, dass eine starkere Reduzierung
der a-Sekretase-Prozessierung auch die Transaktivieramgs potentiellen Zielgens weiter
vermindern wuirde. Zudem zeigen die Ergebnisse, diies durch die f-Sekretase initiierte
amyloidogene Prozessierung nicht zur AICD-vernigteinukledren Signalgebung beitragt. Zum einen
hatte die vollstandige Inhibition de-Sekretase-Prozessierung keinen Einfluss auf die
Transaktivierung, zum anderen verursachte die sdisefee Mutation nur eine geringfligige
Erhdhung. Unsere Untersuchungen der APPswe-Preresgi lassen vermuten, dass diese
geringfigige Erhohung der Luciferase-Aktivitat adfie Konversion der im sekretorischen
Transportweg erzeugten C99-Fragmente in C83 duecit-8ekretase zuruckzufiihren ist (Abb. 32).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die nukleare Signalgevon APP der des Notch-Rezeptors ahnelt.
Wie beim Notch-Rezeptor initiilert deSheddingdurch eine Metalloprotease die Signaliibermittiung
von APP. Die anschlieBende Prozessierung des magedrandenen Zwischenproduktelofch
extrazellular Truncatioh (NEXT) bzw. des C83-Fragments durch die Presefibhangigey-
Sekretase vermittelt die Freisetzung der intralzgiun Domanen NICD bzw. AICD. Trotz der
ahnlichen Prozessierung beider Rezeptoren, untdahsie sich in der Induktion der Signalkaskade.
Wahrend dasheddingdes Notch-Rezeptors durch die Bindung der Ligarldggedl, Jagged2 oder
Deltal ausgeldst wirdscheint APP konstitutiv durch dieSekretase prozessiert zu werden. Zudem
bindet das NICD nach der proteolytischen Freisggzund der Translokation in den Kern an den
transkriptionsaktivierenden Komplex CSL und veraiitso die Transkription verschiedener Zielgene
(168). Dagegen wird Fe65 an der Zellmembran duiiehBindung ans APP aktiviert. Nach der
Freisetzung des AICD/Fe65-Komplexes durch ydieekretase werden beide oder nur das aktivierte
Fe65 in den Kern transportiert (170). Weitere Usuehungen mussen zeigen, ob an der Regulation
der Transkription beschriebener oder potenzielletgéne noch weitere Faktoren beteiligt sind. Die
konstitutive a-Sekretase-Prozessierung von APP und die Beobagmumnlass AICD die Expression
von EGFR (174) oder LRP1 (173) erniedrigt, deutaaradf hin, dass die AICD-vermittelte
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SignalUbertragung nicht an der Aktivierung, sondemrder Repression der Transkription bestimmter
Gene beteiligt sein kdnnte.

Nicht-amyloidogener Amyloidogener
Prozessierungsweg Prozessierungsweg
1.
APP \' FE65 / APP
APPs
APPsa\ 2. ; / \ : 6. / B
P3e 3 40” Nl s

Abb. 32: Potentieller Mechanismus der AICD-abhangig Genregulation

Die AICD-vermittelte Genregulierung wird in diesdviodell durcho-Sekretasesheddingund nicht durch-
Sekretase-Prozessierung von APP initiiert. Fe65miii der Zelle durch eine intramolekulare Interakteine
geschlossene Konformation ein. Diese intramolekulateraktion inhibiert die Transaktivierungsakgiivon
Fe65. Durch die Bindung von Fe65 an das membramgieime AICD, d.h. an APP oder das CTF, wird diese
geschlossene Konformation durch die Aufhebung démamolekulare Bindung gedffnet, wodurch weitere
Faktoren an Fe65 binden konnen (1.). Im nicht-aidgigenen Prozessierungsweg fuhrt diSekretase-
Prozessierung von APP zur Sekretion der groRBenazsitularen Doméne und zur Entstehung des
membrangebundenen C-terminalen Fragments C83liifojge der anschlieBendenSekretase-Prozessierung
von C83 wird das p3-Peptid ins Lumen sezerniert dasl AICD im Komplex mit dem aktivierten Fe65 ins
Zytosol freigesetzt (3.). Nach der Translokationden Kern (4.) interagiert Fe65 mit Tip60 und aeder
Transkriptionsfaktoren. Dieser Komplex reguliergé diranskription potentieller Zielgene durch die d@ing an
deren Promotorregionen (5.).

Obwohl das AICD auch durcprSekretase- (6.) ung-Sekretase-Prozessierung (7.) von APP freigesatzt, w
tragt der amyloidogene Prozessierungsweg nichtAt@D-vermittelten Transaktivierung der Gentranskop

bei.

4.7 LRP1-abhéngige APP-Prozessierung

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass Werdngen des Transports von APP einen starken
Einfluss auf die APP-Prozessierung haben. Das bgeaubeitete Modell beruht dabei auf Mutationen
der Internalisierungsdomane, die APP an der Plasmdran zuriickhalten und den aktiven Transport
in die endozytotischen Kompartimente verhindershBrige Untersuchungen haben gezeigt, dass das
Low-density Lipoprotein Receptor-related Protein(lRP1) den Transport vowildtyp APP an
mehreren Stellen moduliert bzw. vermittelt und igéalessen die APP-Prozessierung beeinflusst. So
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verlangsamte die Retention von LRP1 im ER den Tmansvon APP durch den sekretorischen
Transportweg (286). Zudem wurde in LRP1-defizien#gilen eine um 50% verminderte APP-
Internalisierung von der Zelloberflaiche beobacli@84). Ubereinstinmend damit wurde in LRP1-
defizienten Zellen eine erhohte APPs-Sekretionmdn, wahrend gleichzeitig digB/Sekretion sehr
stark erniedrigt war. Diese Ergebnisse fuihrten em &onzept, dass APP zusammen mit LRP1 durch
die Zelle transportiert wird. Die verminderte Imtalisierung von APP konnte durch die
Uberexpression von LRPCT in LRP1-defizienten Zellwieder vollstandig hergestellt werden.
Wahrend die APPs-Sekretion in Folge der wiedertsteffeen Endozytose reduziert wurde, stieg die
Ap-Produktion wieder auf das Niveau der LRP1-exprigneen Zellen an (284). Dies zeigte, dass der
LRP1-abhéngige Transport von APP durch den C-teximin Teil von LRP1 vermittelt wird. Im
Gegensatz zu APP besitzt LRP1 zwei NPxY Doméanegeiner zytoplasmatischen Domane. Die
genauere Untersuchung zeigte, dass das distale N flr die Regulierung der APP-
Prozessierung verantwortlich ist, wobei die Auglnilg eines trimeren Komplexes eine besondere
Bedeutung zugeschrieben wird. Sowohl der zytopléisotee Schwanz von LRP1 als auch von APP
kénnen unabhangig voneinander an das Adaptorpréet®d binden. Wahrend LRP1 an die Amino-
terminaleProtein Interaction Domair(PID) von Fe65 bindet, kann APP mit der C-ternenBID-
Domaéne interagieren. Die Assoziation von allen dhateinen fuhrt zur Entstehung eines trimeren
Komplexes, bei dem LRP1 und APP durch das Fe65maitder verbunden sind. Sowohl die siRNA-
vermittelte Hemmung der Fe65-Expression als auehEdipression von Fe@®PID2 fihrte zu einer
Auflésung des trimeren Komplexes. Die Zerstorung #@mplexes verursachte wiederum einen
Anstieg der APPs-Sekretion, die auf eine vermirgérternalisierung von APP schlief3en liel3 (285).
Zudem konnte gezeigt werden, dass die Expressioeseinternalisierungsdefizienten LRP1-
Minirezeptors eine Akkumulation von APP an der deédrflache hervorrief (327). Dagegen
verursachte die Expression eines LRP1-Minirezepto&PP-transgenen Méausen einen Anstieg der
l6slichen A3-Mengen in den Gehirnen der Mause (328). Dies bgttd dass die LRP1-abhangige
Internalisierung von APP diepAProduktion erhoht.

Unsere Untersuchung der LRP1-abhangigen Prozesgi@an APPswe zeigte, dass @i&ekretase-
Prozessierung von schwedischem APP in LRP1-defiiedellen stark erhdht war (Abb. 28). Dieser
Anstieg des B-Sekretase&sheddingsverursachte auch einen Anstieg der APPs-Sekretidie.
zusatzliche Deletion der NPTY-Doméane von schwedsthAPP hatte keinen Einfluss auf diese
erhohte APR%«Sekretion der LRP1-defizienten Zellen (Abb. 28)ePdeutet darauf hin, dass das
Fehlen von LRP1 diep-Sekretase-Prozessierung von schwedischem APP kretsgschen
Transportweg verstarkt. Dabei verursacht vermuttieh verlangsamte Transport von APP durch den
sekretorischen Transportweg (286) eine Erhohnung Sidbstratkonzentration, die wiederum das
erhohtep-Sekretase&sheddingund somit die vermehrte APRgesSekretion hervorruft. In Folge der
verstarkterp-Sekretase-Prozessierung kam es in den 13-5-1InZalileinem starken Anstieg der C99-

Menge. Ungeachtet dessen war dig-ekretion der LRP1-defizienten 13-5-1 Zellen nuagleich
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hoher als die der CHOKI Zellen. Da gleichzeitig lautie C83-Menge der 13-5-1 Zellen anstieg,
kdnnte auch der Transport der C99-Fragmente béehtigt sein. Nach unserem Modell der APPswe-
Prozessierung (Abb. 30, Abb. 31) deuten diese Eigeb darauf hin, dass die C99-Fragmente an die
Plasmamembran  transportiert und dort  zurlckgehaltemerden. Wie bei den
internalisierungsdefizienten APPswe- (Abb. 11) u@®9-Konstrukten (Abb. 22) wirde die
Akkumulation an der Zelloberflache (Abb. 20) einerstarktea-Sekretase-Prozesssierung der C99-
Fragmente verursachen, wodurch die Erhdhung der -M@8®e zu erklaren ware.
Uberraschenderweise konnte in den LRP1-defizie@igdien keine Erhéhung der APRSekretion
beobachtet werden (Abb. 28). Dies ist moglichereveimrauf zurickzufihren, dass in APPswe
exprimierenden Zellen normalerweise weniger APBefunden wird als in korrespondierenden
wildtyp APP Zellen (Abb. 19). Dies wird wiederum daraufimmkgefihrt, dass die stark erholfite
Sekretase-Prozessierung von APPswe im sekretonis@hansportweg die an die Zelloberflache
gelangende APP-Menge erniedrigt. Die vermindertbsBatkonzentration verursacht dann eine
erniedrigte APRs-Sekretion. Da dig-Sekretase-Prozessierung von schwedischem APP RiliR
defizienten Zellen stark erhéht ist (Abb. 28), ktindie APP-Oberflachenmenge zusatzlich erniedrigt
sein. Daher wéare es moglich, dass die vermindeautestgatkonzentration an der Zelloberflache die
verstarkten-Sekretase-Prozessierung der LRP1-defizientenriZkbenpensiert und so die beobachtete
gleichbleibende APRsSekretion zur Folge hatte.

Diese Ergebnisse erharten das Konzept, dass LRPTrd@msport von APP vermittelt und somit die

APP-Prozessierung moduliert.

Wie APP kann LRP1 durch Metalloproteasen (329) atlech BACE1 (218) geschnitten werden,
wodurch der gro3te Teil der extrazellularen Dom@migernt wird. Zusétzlich wird durcfzxSekretase-
Prozessierung des in der Membran verbleibenden dieFsitrazellulare Doméne von LRP1 (LICD)
ins Zytosol freigesetzt (329). In Analogie zum NwvfRezeptor wurde auch fur das LICD postuliert,
dass es in den Kern wandert und an der Transkngtigulation noch unbekannter Kandidatengene
beteiligt ist (329). Zudem konnte gezeigt werdesssddie LRP-CTFs mit den APP-CTFs um gie
Sekretase-Aktivitat konkurrieren. So resultierte diberexpression von LRPCT inildtyp APP
exprimierenden Zellen in einer vollstandigen Intidri der A3- und p3-Sekretion. Zudem verminderte
die LRPCT-Expression die AICD-vermittelte Transuaidiung der Luciferase-Expression im APPGal-
Assay (308). In dieser Arbeit konnten wir zusatzlizeigen, dass die Uberexpression von LRPCT
auch die stark erhohtepASekretion der schwedischen Mutante vollstdndigenkiieren kann (Abb.
29). Dies deutet darauf hin, dass eine vermindgrie1-Expression oder die verminderte Expression
eines anderep-Sekretase-Substrates disSekretase-Prozessierung von APP-CTFs erhoht. tiber
Initierung der Amyloid-Kaskade wirde dieser Anstagy AB-Sekretion letztendlich zur Entstehung

der Alzheimer-Krankheit fuhren.
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4.8 Ausblick

Die Entwicklung von neuen Behandlungsansatzen iérAdzheimer Krankheit ist auf Grund der
globalen Belastung fur die Gesellschaft und dasu@dseitssystem eine zentrale Herausforderung der
neurobiologischen Forschung. Eine Voraussetzungdfér Entwicklung von dringend bendtigten
Therapien ist dabei die Erforschung der UrsachenAdzheimer-Krankheit. Die Erkenntnisse der
Grundlagenforschung beruhen weitestgehend auf &lrteungen von Mutationen im Presenilin- oder
APP-Gen, die fur die familiare Form der Krankhatantwortlich sind. Viele Indizien sprechen daflr,
dass die Alzheimer Krankheit durch eine aberranteliktion von A42 ausgelost wird. Von diesem
Peptid ist bekannt, dass es zu einer schnellergrefygtion neigt als das Uberwiegend sezernierte
Ap40. Wahrend die FAK-Mutationen einen Anstieg dep4A-Generation hervorrufen, ist der
Hintergrund einer erhdhten pA bzw. AB42-Sekretion in den sporadischen Fallen unbekabat.
weniger als 5% der Alzheimer Patienten eine autesatominante Mutation tragen, ist es von
herausragender Bedeutung die Ursachen der Entwigkfpontaner Alzheimer Erkrankungen zu
untersuchen. Der grofdte Teil der heutigen Alzheimedelle beruht auf der Verwendung von
familiaren Mutationen. Es ist daher entscheidemgl Adiswirkungen dieser Veranderungen genau zu
kennen. In der vorliegenden Arbeit wurden dahedhiterschiede der Prozessierung valityp APP

und der familiaren schwedischen Mutation untersuBlg schwedische Mutation im APP-Gen wird in
der Alzheimer Forschung oft verwendet, da sie digylaidogene Prozessierung um ein vielfaches
verstarkt. Neben der Erhéhung deBekretase-Prozessierung verursacht die schwedidaltetion
auch eine Verschiebung der Lokalisierung der ARR$&reisetzung. Daher muss zukinftig darauf
geachtet werden, dass die Regulation @eSekretase&sheddingsder schwedischen Mutation
wahrscheinlich stark von der degldtyps APP abweicht. Insbesondere fir das Verstandnis der
Entwicklung der spontanen Alzheimer Krankheit i &rforschung von potentiellen Modulatoren
des APP-Metabolismus von besonderer Wichtigkeite i der vorliegenden Arbeit gemachten
Beobachtungen der LRP1-abhangigen APP-Prozessidaurign darauf hin, dass Modulatoren auf die
wildtyp APP- und APPswe-Prozessierung eine unterschiedlfaiiswirkung haben kénnen. Somit
kénnen an APPswe durchgefihrte Untersuchungen deylomlogenen Prozessierung nicht
unmittelbar auf den Metabolismus veidtyp APP Ubertragen werden.

Das Ziel zahlreicher Arbeiten ist die Senkung d@fSekretion. Sowohl die Inhibition dgr als auch
der y-Sekretase sind auf Grund ihrer wichtigen Funktiopeoblematisch. Neben APP hat die
Sekretase viele unterschiedliche Substrate, st gd#e diey-Sekretase-Prozessierung von Notch eine
Rolle in der embryonalen Entwicklung. Dagegen fute Inhibition derp-Sekretase zu einer
verminderten Myelinisierung, beeintrachtigt somitie d effiziente Signalweiterleitung von
Nervenzellen. Wahrend sich die Entwicklung potdieieMedikamente daher auf-Sekretase-
Modulatoren konzentriert, die eine Senkung dp422AB40-Verhaltnisses hervorrufen, wird fur die

Sekretase-Inhibition ein dosiertes Vorgehen ndtig.sDie Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf
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hin, dass die Aktivierung derSekretase-Aktivitat ein ebenso vielversprechemldesapeutisches Ziel
ist. So ist diea-Sekretase in mehrere Teilschritte der APP-Proeassy involviert und fihrt so zu
einer Absenkung der (ASekretion. Ein verstarktas-Sekretas&sheddingvon APP verursacht eine
verminderte-Sekretase-Prozessierung. Zudem kanmeftekretase die amyloidogene Prozessierung
unterbrechen, indem sie die C99-Fragmente in C8%amdelt und erstere somit in den nicht-
amyloidogenes Prozessierungsweg umleitet. Beidigrtisse verursachen eine Verminderung dgr A
Sekretion. Auf Grund dieser Beobachtungen konntenSekretase-Aktivatoren einen
vielversprechenden Therapieansatz darstellen.

Weitgehend ungeklart ist weiterhin die Funktion 4€1P-Proteine. Neben einer Rolle von APPs als
neurotrophischer Faktor wird auch Uber eine Aufgalee APP-Prozessierung in der zellularen
SignalUbermittlung spekuliert. Zahlreiche therajssite Ansatze zielen auf eine Manipulation gler
Sekretase- und-Sekretase-Prozessierung von APP. Es wurde vermdésts dies neben einer
Senkung der A-Produktion auch eine Unterdriickung der nuklearigmedibertragung hervorrufen
konnte. Die Untersuchungen der vorliegenden Arheitsgen, dass eine vollstéandige Abrogation der
B-Sekretase-abhdngigen AICD-Freisetzung keinen W&aflauf die Transkriptionsregulation noch
unbekannter Kandidatengene hat. Somit sollte éiempeutische Unterdriickung def-Rroduktion

keine negativen Auswirkungen auf die APP-abhan§igealgebung haben.
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5 Zusammenfassung

Die Alzheimer Krankheit ist die héaufigste Form dBemenz. Charakteristische Merkmale der
Erkrankung sind die Entstehung von neurofibrillaBémdeln und die Ablagerung vorAlaques im
Gehirn der Betroffenen. DiepAPlaques bestehen hauptsachlich aus Amydeptiden (4), welche
durch sequentielle proteolytische Spaltung Aleg/loid-Precursor-Protein§APP) durch3-Sekretasen
undy-Sekretasen freigesetzt werden.

Die schwedische Doppelmutation im APP (APPswe) tiieks die p-Sekretase-Prozessierung und
verursacht so eine stark erhohte-8ekretion. Wir zeigen durch den Vergleich von #tab
Uberexprimierenden Zellen, dasfidtyp APP und APPswe zum grof3ten Teil durch untersdiieell
B-Sekretase-Aktivitaten geschnitten werden. Wahia@-Sekretase-Prozessierung weitdtyp APP
hauptséchlich oder ausschliellich in endozytotisdb@mpartimenten erfolgt, wird die amyloidogene
Prozessierung beim APP mit der schwedischen MutagioRtenteils im sekretorischen Transportweg,
vermutlich in vom Golgi abgeschnirten sekretorisch@esikeln, initiiert. Ungeachtet der
unveranderten APBs.sSekretion verursachen Mutationen im Endozytosesigon schwedischem
APP eine starke Abnahme der C99-Fragmente undgedielssen eine 50%ige Abnahme sowohl der
AB40- als auch der B42-Produktion. Wir zeigen, dass diese stark erigeelrC99-Menge von
internalisierungsdefizientem APPswe durch em&ekretase-vermittelte Umwandlung der C99-
Fragmente in C83 verursacht wird. Neben der vereried -Sekretase-Prozessierung tragt die
Prozessierung der C99-Fragmente durchueltekretase auch zu der stark erniedrigt@rPRoduktion
von internalisierungsdefizientemildtyp APP bei. Somit verursachte die Inhibition deBekretase-
Prozessierung sowohl von schwedischem APP witidtyp APP als auch von C99 eine stark erhéhte
AB-Sekretion. Diese Ergebnisse deuten darauf hirs daso-Sekretase-Prozessierung von C99 ein
physiologisches Ereignis der APP-Prozessierunglast die A-Sekretion limitiert.

Neben der Bedeutung der APP-Prozessierung in deviékiung der Alzheimer Krankheit wurde
postuliert, dass diey-Sekretase-vermittelte AICD-Freisetzung an der 3kaptionsregulation
unbekannter Kandidatengene beteiligt ist. Die Wnutelhungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
die AICD-vermittelte Transaktivierung durch dasekretasé&sheddingzon APP initiiert wird. Somit
erfolgt die nukleare Signalibermittiung von APP figigerweise ausschlieBlich Uber den nicht-
amyloidogenen Prozessierungsweg. Diese Ergebn@gerddarauf hin, dass eine Hemmung dér A

Produktion die APP-abhangige Genregulation nickirigichtigen wirde.
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6 Summary

Alzheimer's disease (AD) is the most common forrderhentia. AD is characterised by the formation
of neurofibrillary bundles and Aplaques in the brain. TheAlagues consist mainly of the amyloid-
B peptide (A). According to the Amyloid-Hypothesis aberrant gwotion of A3 peptides, in
particular of the longer more aggregation-prorg2t2, is the primary cause driving AD pathogenesis.
The AB peptides are released by sequential proteolygavelge of the amyloid precursor protein
(APP) byB-secretase angsecretase.

It has been suggested that the Swedish familiahdiimer disease (APPswe) mutation not only
amplifiesp-secretase cleavage of the amyloid-precursor-pr@¢fgPP), but also shifts the liberation of
AP to a different location within the cell. By comfsam of stable expressed APPwt with APPswe that
comprise mutations of the endocytosis motif NPXY, shhow here the existence of two different sites
of BACE activity for APPswe and APPwt, respectively/hile our results reveal th@itsecretase
cleavage of APPwt occurs mainly in endocytotic caripents, we confirm that the shedding of
APPswe results from an activity localised in thee lsecretory pathway. Anyway, despite of
unchangedp-secretase shedding several different mutationshef APPswe internalization motif
strongly reduced C99 levels, which substantiallgrdased the release off AWe point out, that:-
secretase mediated conversion of C99 into C83eigrthin cause of thisfAreduction. Additionally,
this a-secretase mediated processing of C99 also cotgslia the strongly decrease@-production

of internalisation deficienwildtype APP. Therefore, inhibition ofi-secretase cleavage wildtype
APP, APPswe as well as C99 increasgds@cretion. This indicates that titesecretase processing of
C99 is a physiological event, which limits AR geatem.

Besides the importance of the APP processingarddvelopment of Alzheimer's disease, it has been
postulated that the-secretase-mediated release of AICD is involvethentranscriptional regulation
of unknown candidate genes. The investigationshefgresent work show that the AICD-mediated
transactivation is initiated by thesecretase shedding of APP. Thus, the nuclear IBignaf APP
may occur exclusively through the non-amyloidoggrathway, while the amyloidogenic processing
is not involved. These results suggest that théitidn of Ap production will not affect the APP-

dependent gene regulation.
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8.1 Abkirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

VLo Mikrogramm

ADAM a-SekretaseA Disintegrin and Metallo-Proteinase

AICD APP intracellular domaindurch diey-Sekretase Prozessierung der CTFs ins
Zytosol freigesetzte intrazellulare Domane des APP

AK Alzheimer Krankheit, Morbus AlzheimeAlzheimer disease

APH-1 Anterior Pharynx Defective-1

APLP Familie der APP ahnlichen Proteidanyloid Precursor-like Proteins

APP Amyloid VorlauferproteinAmyloid Precursor Protein

APPsy Durch diea-Sekretase freigesetzte N-terminale 16sliche DonvémeAPP

APP$ Durch BACEL1 freigesetzte N-terminale l6sliche Domm&on APP

APPPswe Durch BACEL1 freigesetzte N-terminale 16sliche Doxm&on APPswe

APP$, Durch BACEL1 freigesetzte N-terminale l6sliche Dova&on wildtyp APP

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséaure

ATCC TheAmerican Type Culture Collection

AP Amyloid-3-Peptid

Ap40 aus 40 Aminoséauren bestehendpsPaptid

Ap42 aus 42 Aminosauren bestehendpgsPaptid, aggregiert leichter al40-
Peptide

BACE1l B-Sekretasef-site APP cleaving Enzyme

C83 Durcha-Sekretase-Prozessierung von APP erzeugtes 83 Aéunen langes
CTF

C99 DurchB-Sekretase-Prozessierung von APP erzeugtes 99 Aéinen langes
CTF

CAA Zerebroarterielle Amyloidos&erebral Amyloid Angiopathy

CaCl, Calciumchlorid

CDK5 Cyclin-dependent Kinase

Cfu Colony forming unit

CH;COOK Kaliumacetat

CHO Ovarienzellen des Chinesische Hamstergetulus griseugChinese Hamster
Ovary Cell

cm Zentimeter

CTF Carboxy-terminales Fragment

Cu Kupfer

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdurd)eoxyribonucleic acid

dNTP Desoxynucleotidtriphosphat
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E. coli
EGF
ELISA
ER

ERK
Etbr

FAK
FCS
FTDP-17

FTLD
G
GSK3$
H,SOy
HCI
HEK 293
ICD
IL-1R2
KCI
KH,PO,
KPI

L

LDLR
LRP1
LTP

M
MAPK
Mg
MgCl,
Min

M

mM
MnCl,

N
N,N,N,N'-
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Dithiothreitol

Escherichia coli

Epidermaler Wachstumsfakt&pidermal-Growth-Factor
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum

Extracellular-signal Regulateinase

Ethidiumbromid

Familiare Alzheimer Erkrankung

Fotales Kalber Serumetal calf serum

Frontotemporale Demenz und Parkinsonistegss<Chromosom 17,
Frontotemporal Dementia and Parkinsonism linke€twomosome 17

Frontotemporal Lobar Degeneration

Schwerebeschleunigung

Glykogen-Synthase-Kinasefi3-

Schwefelséure

Salzsaure

humane embryonale Nierenzellkluthan Embryonic Kidney Cells
Intrazellulare Doméne

Interleukin-1 Rezeptor Typ Il

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kunitz-Proteasen-Inhibitions Motiv
Liter

Low-density Lipoprotein Receptor
Low-density Lipoprotein Receptor-related Protein 1
Langzeit Potenzierung

Mol

Mitogen Activated Protein Kinase
Milligramm

Magnesiumchlorid

Minuten

Milliliter

Milli-Mol

Manganchlorid

Asparagin

Temed

Tetramethylethan-1,2-

diamin
Na,CO;
Na,HPO,

NaCl
NaH,PO,

NaHCG;
NaN;

Natriumcarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydrogencarbonat

Natriumazid
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NaOH
NFT
NICD
Nm
NRG1
NTF
OPNG
P

p3

PAGE
PBS
PCR
PEN-2
PHF
PKC
pNPP
PS1
PS2
PSGL-1
PVDF
RbCI
RIP

S

SAE
SDS
SDS-PAGE
SP
ST6Gall
Std
TACE
TGN
TMD
UpM
VGSC
wiv

X

Y

Zn
ZnCl,

aCTF

BCTF
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Natriumhydroxid

neurofibrillare Blindeheurofibrillar tangles

intrazellulare Doméane von NotcNptch intracellular domain
Nanometer

Neuregulin-1

Amino-terminales Fragment
O-NitrophenyB-D-Galactopyranosid

Prolin

3 kDa grol3es Fragment von APP. Wird aus C83ndiliey-Sekretase
freigesetzt und anschliel3end sekretiert.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion
Presenilin Enhancer Protein 2

Paired Helical Filaments

Protein-Kinase C

p-Nitrophenylphosphat

Presenilin 1

Presenilin 2
P-Selectin Glycoprotein Ligand 1
Polyvinylidenfluoridmembranen

Rubidiumchlorid

regulierte intramembrantse Proteolyse

Sekunde

subkortikale arteriosklerotische Enzephaloigath
Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelé&leghorese
Signalpeptid
B-Galaktosida -2,6-Sialyltransferase

Stunde
a-SekretasgTumor-Necrosis-Factosi-converting Enzym,
Trans-Golgi-Netzwerk
Transmembrandoméne

Umdrehung pro Minute

Spannungsabhangiger NatriumkaNalfage-gated Sodium Channel
Gewicht pro Volumenyeight per volume
irgendeine Aminosaure
Tryrosin

Zink
Zinkchlorid

Durcha-Sekretase-Prozessierung von APP erzeugtes 83 A&inen langes
CTF

DurchB-Sekretase-Prozessierung von APP erzeugtes 99 Aénen langes
CTF
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