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I Einleitung  
 
 
1 Die Alzheimersche Krankheit  
 

Die Alzheimer-Krankheit ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung des 

Gehirns. Sie wurde erstmals im Jahr 1907 von dem Neuropathologen Alois 

Alzheimer beschrieben (Alzheimer, 1907). Die Wahrscheinlichkeit zu erkranken, 

erhöht sich mit zunehmendem Alter. Bei sporadischen Fällen liegt das Risiko im 65. 

Lebensjahr zu erkranken bei 1.5% und erhöht sich alle fünf Jahre um 1.0-1.5%. Im 

Durchschnitt führt die Erkrankung nach etwa 10 Jahren zum Tode. Der 

Krankheitsverlauf beginnt allerdings schon 10 – 20 Jahre früher, wobei das erste 

Drittel klinisch stumm verläuft (Kurz, 1997). Als erste Symptome treten der Verlust 

des Kurzzeitgedächtnisses, erste Probleme bei der Wortfindung oder eine leichte 

Hilflosigkeit auf (Kurz et al., 1991; Haupt et al., 1992). Mit dem Fortschreiten der 

Krankheit kommt es zum Verlust des abstrakten Denkens, Sprachstörungen 

(Wortfindungsstörungen, verminderte Sprachproduktion) sowie Probleme bei 

gewohnten Abläufen. In der Endphase treten Verhaltensstörungen verbunden mit 

zeitlicher und räumlicher Desorientierung (Gilleard et al., 1993) auf. Es kommt zu 

Angstzuständen, Depressionen, Halluzinationen und motorischen Fehlfunktionen. 

Derzeit kann die Alzheimer-Krankheit nicht therapiert werden. Es sind viele kognitive 

Tests entwickelt worden. Mit den Gutachten der kognitiven Tests lässt sich das 

Frühstadium der Alzheimer-Krankheit nur unzureichend von Alterssenilität 

abgrenzen.  

 

Die eindeutige Diagnose kann erst durch post mortem Analyse gestellt werden, 

wobei eine Abnahme der Gehirnmasse und eine Vergrößerung der Hirnfurchen zu 

beobachten ist. Die Ursache für die Symptome ist im Absterben der Nervenzellen zu 

sehen. Mit fortschreitender Krankheit sind immer mehr Hirnareale betroffen. 

Histopathologisch treten zwei Formen von Aggregaten auf: Amyloid-Plaques 

(extrazellulär) und neurofibrilläre Bündel (NTFs, neurofibrillary tangles) (intrazellulär). 

Die Amyloid-Plaques bestehen aus 39-42 Aminosäuren langen Fragmenten des β-

Amyloid-Vorläufer-Protein (APP, β-amyloid-precursor-protein), die durch das 

Zusammenspiel von β- und γ- Sekretase entstehen. In den Amyloid-Plaques werden 
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Peptide mit unterschiedlicher Länge (40 (Aβ40) oder 42 Aminosäuren (Aβ42)) 

gefunden. Überwiegend entsteht das Peptid Aβ40. Das Peptid Aβ42 neigt verstärkt zu 

Aggregaten und bildet dabei oligomere Strukturen, die als die eigentlich toxische 

Spezies angesehen werden (Elser und Wolfe, 2001).  

 

Die intrazellulären Ablagerungen werden als neurofibrilläre Bündel (NFTs) 

bezeichnet und bestehen im Wesentlichen aus dem Mikrotubuli-assozierten Protein 

Tau. Die neurofibrillären Bündel entstehen im Zellsoma und werden durch das 

Absterben der Neuronen auch extrazellular gefunden und als ghost tangles 

bezeichnet (Anderton et al., 1993). NFTs bestehen aus filamentösen Strukturen, die 

in zwei Erscheinungsformen auftreten. Im Elektronenmikroskop sind sie durch 

Negativ-Kontrastierung als paarige helikale Filamente (PHFs) mit eine Breite von 10 -

 20 nm und einer axialen Periodizität von ca. 80 nm darstellbar (Kidd: 1963). In 

weitaus geringerem Ausmaß können auch gerade Filamente (straight filaments) mit 

einer konstanten Breite von 15 nm für neurofibrilläre Bündel aus Alzheimer Gehirnen 

beobachtet werden (Crowther, 1991).  

 

Beide Formen der Proteinablagerungen können durch Silber- Färbung (Gallyas) oder 

immunhistochemische Färbung sichtbar gemacht werden (Braak und Braak, 1997a, 

b). Die neurofibrillären Bündel breiten sich ausgehend von der enthorinalen und 

transenthorinalen Region entlang des Hippocampus und Neocortex aus. Aufgrund 

der gerichteten Ausbreitung der NFTs ist eine Einteilung in sechs Stadien möglich: 

Stadium I und II (transenthorinal), Stadium III und IV (limbisch) und Stadium V und VI 

(isokortikal) (Braak und Braak, 1991; Braak et al., 1994). Die Ausbreitung der 

neurofibrillären Bündel korreliert gut mit der Schwere der Krankheit und dem 

Krankheitsverlauf. 

 

 

1.1 Die pathologische Aggregation von Tau 
 

Tau konnte durch N-terminale Sequenzierung von Peptiden, die durch Protease-

Behandlung aus PHFs enstehen (Wischik et al., 1988b; Kondo et al., 1988; Goedert 

et al., 1988; Novak et al., 1993), als wichtige Komponente der paarigen helikalen 

Filamente identifiziert werden. Des Weiteren wurde diese Tatsache durch 
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immunologische Studien bestärkt (Brion et al., 1985; Grundke-Iqbal et al., 1986a). 

Der Kern der PHFs besteht aus der Mikrotubuli-bindenden Repeat-Region des Tau-

Proteins. Der Kernbereich ist resistent gegen den Verdau mit Pronase, lediglich die 

im Elektronenmikroskop diffus erscheinenden Ränder der PHFs (fuzzy coat) lassen 

sich durch Pronase abbauen. 

Projektions- Assemblierungs-Projektions- Assemblierungs-Projektions- Assemblierungs-
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ildung 1: Domänenstruktur von Tau. Dargestellt sind die Projektions-Domäne (N-terminal) und 
Assemblierungsdomäne (C-terminal) in einem Balkendiagramm (oben). Die Tau-Mikrotubuli-
ung wird über die Assemblierungs-Domäne von Tau vermittelt (unten) Die Darstellung ist nicht 
stabsgerecht. 

 Protein Tau kann posttranslational durch Degradation, Glykosylierung, 

emisierung und Phosphorylierung modifiziert werden. Tau-Protein, das aus 

geweben von Alzheimer Patienten isoliert wird, weist einen heterogenen 

sphorylierungsgrad auf (Lindwall und Cole, 1984; Butler und Shelanski, 1986; 

estedt et al., 1989). Für Tau-Protein aus gesundem Gehirngewebe wird ein 

sphorylierungsgrad von 2 – 3 Mol Phosphat pro Mol Tau gefunden, wogegen aus 

s isoliertes Tau-Protein einen wesentlich höheren Phosphorylierungsgrad von 

8 Mol Phosphat pro Mol Tau aufweist (Ksiezak-Reding et al., 1992; Kopke et al., 

3). Die natürliche Funktion – die Bindung und Stabilisierung von Mikrotubuli – ist 

hyperphosphoryliertem Tau gestört (Biernat et al., 1992; Yoshida und Ihara, 
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1993). Das kann Auswirkungen auf den axonalen Transport haben und in der 

Konsequenz zum Absterben der Neuronen führen. 

 

Aus Alzheimer Gehirnen isolierte PHFs können teilweise wieder aufgelöst werden. 

Sie zeigen nach elektrophoretischer Auftrennung mittels SDS-PAGE drei 

charakteristische Banden bei 55, 64 und 69 kDa (Greenberg und Davies, 1990; Lee 

et al., 1991) auf. Es kann auch eine schwächere Bande bei 74 kDa detektiert werden 

(Goedert et al., 1992a; Sergeant et al., 1997). Die PHFs aus Alzheimer Gehirnen 

bestehen aus allen sechs Isoformen und sind hyperphosphoryliert (Goedert et al., 

1992a). Durch die Behandlung mit Phosphatasen kann dieser Effekt der 

posttranslationalen Phosphorylierung aufgehoben werden (Drewes et al., 1993; Iqbal 

et al., 1998).  

 

Tau aus Alzheimer-Gehirn ist an 10 - 15 Stellen phosphoryliert (Morishima-

Kawashima et al., 1995). Dabei sind sowohl Ser-Pro/Thr-Pro-Motive als auch andere 

Phosphorylierungsstellen betroffen. Dagegen können in gesunden Gehirnen nur 

3 - 6 Stellen im phosphorylierten Zustand nachgewiesen werden. Die 

Hyperphosphorylierung kann durch das Zusammenspiel mehrerer Kinasen erreicht 

werden. Die SP/TP-Stellen im Tau werden von verschiedenen Prolin-gerichteten 

Kinasen phosphoryliert (Lichtenberg-Kraag et al., 1992). Für die Ursache der 

Alzheimer Krankheit wird die Fehlregulation der Kinasen und Phosphatasen 

diskutiert, als dessen Ergebnis die Hyperphosphorylierung von Tau zu den toxischen 

Aggregaten (neurofibrillären Bündeln) führt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass 

die gleichen Phosphorylierungsstellen, die Tau von den Mikrotubuli ablösen, Tau vor 

der Aggregation schützen (Schneider et al., 1999). Weiterhin ist bekannt, dass auch 

Tau-Protein, das nicht phosphoryliert ist, in vitro zu PHFs aggregieren kann (Wille et 

al., 1992a; Schweers et al., 1995).  

 

Um in in vitro-Experimenten die PHF-Bildung von rekombinantem Tau zu 

untersuchen, hat sich die Zugabe von Polyanionen als förderlich erwiesen, weil 

dadurch die Reaktion beschleunigt wird. Diese polyanionischen Moleküle kommen 

aus allen bekannten Stoffgruppen. Es können Polysaccharide wie Heparin (Perry et 

al., 1991; Perez et al., 1996; Goedert et al. 1996), Peptide wie Polyglutamat 

(Friedhoff et al., 1998), Nukleinsäuren wie RNA (Kampers et al., 1996) oder auch 
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Mizellen von Fettsäuren wie Arachidonsäure (Wilson et al., 1997) sein. All diese 

Induktoren sind durch ihre negative Ladung gekennzeichnet. Sie beeinflussen die 

Aggregation von Tau in Abhängigkeit der Konzentration von Polyanion und Protein. 

Dabei spielt das Verhältnis Protein zu Polyanion eine entscheidende Rolle.  

 

Tau-Konstrukte, die nur aus Fragmenten der Repeat-Region bestehen, aggregieren 

schneller als Tau mit der vollständigen Sequenz (Wille et al., 1992a; Schweers et al., 

1995; Friedhoff et al., 1998b). Als minimale Sequenz, die notwendig für die 

Aggregation von Tau ist, ließ sich ein Fragment von 43 Aminosäureresten durch den 

Verdau mit verschiedenen Proteasen identifizieren, dass innerhalb der Repeat-

Region liegt und als PHF43 bezeichnet wird (von Bergen et al., 2000). Das PHF43-

Motiv enthält ein Hexapeptid 306VQIVYK311 (PHF 6) das wahrscheinlich für die 

Zunahme an β-Struktur verantwortlich ist (siehe Abb. 2). Durch die Aggregation in 

PHFs steigt in einem überwiegend ungefalteten Protein der Anteil an β-

Faltblattstruktur (von Bergen et al., 2000). 
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          10          20          30          40      
         I         I         I         I      

 

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLK 
 
     50       60        70     
     I         I         I     
ESPLQTPTEDGSEEPGSETSDAKSTPTAE 
 
     80        90        100 
      I         I         I  
DVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTT 
 
      110       120       130       140          
       I         I         I         I          
AEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKT 
 
150      160       170       180       190        

 I         I         I         I         I         
KIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYS 
 

 200       210       220       230       240
 I         I         I         I         I 
SPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRL 
 
     250       260       270 
      I         I         I    
QTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGK                R1 
 
    280       290       300 
     I        I         I       
VQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGS                R2 
 

         310       320       330 
    I         I         I  
VQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQ                R3 
 
  340       350      360        
   I         I        I         
VEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGN               R4 
 
370       380       390      400        410       420 
 I         I         I         I          I         I  
KKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMV 
 

         430        441
         I          I 
DSPQLATLADEVSASLAKQGL 
 
 
Abbildung 2: Darstellung der Tau-Sequenz. Die blauen Punkte zeigen die SP/TP-Motive an. Die 
Phosphorylierungsstellen der KXGS-Motive sind mit roten Punkten markiert. Die beiden Hexapeptid-
Motive sind dunkel unterlegt.  
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1.2 Die familiäre Alzheimer Krankheit (fAD) 
 

Der Hauptanteil der Alzheimer Fälle (etwa 95%) sind sporadischen Ursprungs. Nur 

ein sehr geringer Prozentsatz (etwa 5%) ist genetisch bedingt. In diesen Fällen 

spricht man von familiärer Alzheimer-Krankheit. Als Auslöser wurden drei Gene 

gefunden, die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Alle Gene stehen im 

Zusammenhang mit der Produktion des toxischen β-Amyloid-Peptides.  

 

Das Gen für das Amyloid-Vorläufer-Protein ist auf Chromosom 21 lokalisiert. Es sind 

verschiedene Mutationen in diesem Gen bekannt, die ca. 5% der familiären 

Alzheimer Fälle auslösen. Sie führen zu verstärkter Bildung des toxischen β-Amyloid-

Peptides und in der Folge zu dessen Ablagerung, die als Amyloid-Plaques 

beschrieben werden (Citron et al., 1992; Scheuner et al., 1996; Hardy et al., 1997a). 

Ein Sonderfall sind Fälle von Trisomie-21. Diese Patienten weisen meist schon sehr 

früh Symptome der Demenz auf. Im Alter von 50 Jahren sind alle Patienten dement. 

Die Ursache dafür liegt in der erhöhten Gen-Dosis (dreifaches Vorhandensein des 

Chromosoms 21) des APP auf Chromosom 21 (Wisniewski et al., 1994). 

 

Des Weiteren wurden Mutationen in den Genen für Presenilin 1 und Presenilin 2 als 

Ursachen für die familiäre Alzheimer Krankheit identifiziert. Beides sind 

Transmembran-Proteine, die als γ-Sekretasen die Funktion der Spaltung des APP 

übernehmen (zur Übersicht Esler und Wolfe, 2001). Dabei haben Mutationen im 

Presenilin 1-Gen eine größere Bedeutung, da etwa 50% der familiären Alzheimer 

Fälle auf Mutationen in diesem Gen zurückzuführen sind (Sherrington et al., 1995). 

Das Gen für Presenilin 1 ist auf dem Chromosom 14 lokalisiert. Fälle der familiären 

Alzheimer-Krankheit, die durch Mutationen im Gen für Presenilin 2 hervorgerufen 

werden sind selten (Rogaev et al., 1995). Das Gen für Presenilin 2 ist auf 

Chromosom 1 lokalisiert. Die Ursache für die erhöhte Produktion des toxischen β-

Amyloid-Peptides liegt in den Gen-Mutationen von Presenilin 1 und 2.  

 

Als Risikofaktor wird das Transportlipoprotein Apo E beschrieben. Es ist auf 

Chromosom 19 lokalisiert und wirkt als Transporter für Cholesterin. Es wird in drei 

Isoformen exprimiert. Für Träger der Allel-Kombination ε4/4 besteht ein erhöhtes 

Risiko an der Alzheimer-Krankheit zu erkranken (Strittmatter et al., 1993a, b). Die 
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ApoE-Allele ε2 und ε3 hingegen haben eine schützende Funktion (Corder et al., 

1994). Im Gegensatz zu den Mutationen im Presenilin-Gen, die zu einem frühen 

Ausbruch der Krankheit führen, ist das ε4-Allel von Apo E ein Risikofaktor für den 

späten Ausbruch der Krankheit. Das ist allerdings umstritten, da auch viele ε4-

Homozygote ein hohes Alter erreichen, ohne zu erkranken. Das Vorkommen des ε4-

Allels führt ebenso wie die oben genannten Mutationen zu einer erhöhten Produktion 

des toxischen β-Amyloid-Peptides (Wolfe und Haass, 2001).  

 

 

1.3 Tauopathien 
 

Während für die eindeutige Diagnose der Alzheimer-Krankheit das Auftreten von 

zwei verschiedenen Aggregationsformen (der Proteine Tau und Aβ) notwendig ist, 

treten bei anderen neurodegenerativen Krankheiten nur Aggregate des Proteins Tau 

auf.  

 

Dazu zählen die Pick-Krankheit (PiD, Pick´s disease), die progressive supranukleare 

Lähmung (PSP, progressive supranuclear palsy), die corticobasale Degeneration 

(CBD, corticobasal degeneration), die argyophile Körner Krankheit (AgD, argyophilic 

grain disease), die Prionen-Krankheit (Creuzfeld-Jakob), Parkinsonismus und die 

frontotemporalen Demenzen (FTDP-17, frontotemporal dementia linked to 

chromosome 17). In Gehirnen der Patienten, die an der Pick-Krankheit, an 

progressiver supranuklearer Lähmung oder an der corticobasalen Degeneration 

erkrankt sind, wurde das Protein Tau in Form von neurofibrillären Bündeln gefunden. 

Diese Krankheiten werden als Tauopathien bezeichnet (Spillantini und Goedert, 

1998). Die Zusammenhänge zwischen der Aggregation von Tau und den einzelnen 

Krankheiten sind noch unklar. Die betroffenen Gehirnregionen, die Zelltypen und die 

Zusammensetzung der neurofibrillären Bündel aus den verschiedenen Tau-

Isoformen sowie deren Morphologie weisen eine große Vielfalt auf (Tolnay und 

Probst, 1999; Buee und Delacourte, 1999). 

 

Im Jahr 1994 konnte erstmals eine Verknüpfung von einer neurodegenerativen 

Erkrankung mit Taupathologie mit dem Chromosom 17 nachgewiesen werden 

(Wilhelmsen et al., 1994). Es wurden weitere Erkrankungen entdeckt, in denen das 
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Auftreten einer Tauopathie mit dem Genort auf dem Chromosom 17 korreliert. Diese 

Krankheiten wurden unter der Bezeichung „frontotemporale Demenzen und 

Parkinsonismus verknüpft mit Chromosom 17“ (FTDP-17, frontotemporal dementia 

and parkinsonism linked to chromosom 17) zusammengefasst (Foster et al., 1997). 

Für die Patienten wurden mehrere Mutationen im Tau-Gen (lokalisiert auf 

Chromosom 17) identifiziert. Einige dieser Mutationen führen zu einem veränderten 

Spleißverhalten, bei anderen ist die Funktion noch unklar. Diese Mutationen können 

einerseits zum Austausch von Aminosäuren führen, andererseits sind auch zwei 

Deletionsmutationen bekannt sowie drei stille Mutationen, dabei bleibt die 

Aminosäuresequenz von Tau unverändert (Spillantini et al., 1998; Hutton et al., 

1998). Die meisten Mutationen liegen in den Exons, die für die 

Wiederholungssequenzen in der Mikrotubuli-Bindungsregion codieren. Der 

pathogene Mechanismus ist noch unbekannt. Da diese Region aber zum einen für 

die Tau-Mikrotubuli-Bindung verantwortlich ist (Gustke et al., 1994; Trinczek et al., 

1995) und zum anderen als Bestandteil der paarigen helikalen Filamente identifiziert 

wurde (Wischik et al., 1988b; Novak et al., 1993), wird eine Störung der Tau-

Mikrotubuli-Interaktion und eine erhöhte Tendenz zur Aggregation in die unlöslichen 

Filamente vermutet. Als weitere Ursache ist eine Veränderung im Spleißverhalten 

von Exon 10 (geringere Effektivität) zu vermuten, was ein verändertes Verhältnis der 

Isoformen bewirkt (erhöhte Menge an 4-Repeat-Isoformen) (Spillantini et al., 1998; 

Hutton et al., 1998). Diese Tatsachen geben einen Hinweis, dass auch die 

Aggregation des Proteins Tau in die neurofibrillären Bündel alleine ausreichend ist, 

um eine neurodegenerative Erkrankung und Demenz zu verursachen. 

 

 

2 Mikrotubuli 
 

Die Zellform, die interne räumliche Organisation, die Motilität und unter Umständen 

auch die Fähigkeit der Kommunikation der Zelle werden durch das Zytoskelett 

vermittelt. Das Zytoskelett stellt das interne Gerüstsystem der Zelle dar und besteht 

im Wesentlichen aus drei Filamentsystemen. 

Dazu gehören kontraktile Mikrofilamente, die hauptsächlich aus Aktin und Myosin 

aufgebaut sind, Intermediärfilamente und die Mikrotubuli, die den Hauptanteil tragen.
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Ein Mikrotubulus besteht aus 13 Protofilamenten, die einen Hohlzylinder bilden. Die 

Protofilamente werden aus Heterodimeruntereinheiten aus α- und β-Tubulin gebildet, 

die longitudinal angeordnet sind (Downing und Nogales, 1999). Durch diese 

Anordnung der Heterodimereinheiten erhält der Mikrotubulus seine strukturelle und 

funktionelle Polarität. Dabei sind schnell wachsende Plusenden und langsam 

wachsende Minusenden zu unterscheiden.  

 

Diese Eigenschaft ist eine notwendige Voraussetzungen für die Funktion der 

Mikrotubuli, welche an der Gestaltung der Zellform, der Ausbildung des 

Spindelapparates während der Mitose, der Zellbewegung und an dem Transport von 

Vesikeln und Organellen in Neuronen beteiligt sind.  

 

Durch die Polymerisation der Untereinheiten α- und β-Tubulin entsteht ein 

Heterodimer, dass als solches sowohl als Polymer als auch in Lösung vorliegt. 

Mikrotubuli haben einem Durchmesser von 25 nm. Die Isoformen α- und β-Tubulin 

bestehen aus ca. 450 Aminosäuren und weisen ein apparentes Molekulargewicht 

von 50 kDa auf. Eine dritte Isoform - das γ-Tubulin ist mit den Mikrotubuli-

organisierenden Zentren assoziert und an der Nukleation der Mikrotubuli in Zellen 

beteiligt.  

 

 

2.1 Mikrotubuli-assozierte Proteine 
 

Die Mikrotubuli dienen in den Nervenzellen als ein Element des Zytoskeletts, an das 

eine Vielzahl von Proteinen assoziiert sind – die sogenannten MAPs (Mikrotubulus-

assoziierte Proteine) (zur Übersicht siehe Cassimeris und Spittle, 2001). 

Diese können nach ihrer Funktion in drei Gruppen eingeteilt werden. Zur ersten 

Gruppe gehören die strukturellen MAPs, zu denen auch das Protein Tau gehört. 

Diese sind an der Regulation der Stabilität und Dynamik der Mikrotubuli beteiligt. Als 

zweite Gruppe von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen seien die Motorproteine wie 

Kinesin und Dynein genannt, die den Vesikeltransport entlang der Mikrotubuli in den 

Neuronen gewährleisten (zur Übersicht siehe Hirokawa und Takemura, 2005). In der 

dritten Gruppe sind heterogene Proteine zusammengefasst, die den Mikrotubulus als 
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zytoskelettären Anker nutzen (zur Übersicht siehe Mandelkow und Mandelkow, 

1995).  

 

 

2.1.1 Strukturelle Mikrotubuli-assozierte Proteine 
 

Die strukturellen MAPs fördern die Tubulin-Polymerisation und tragen so zur 

Stabilisierung der Mikrotubuli bei (Murphy und Borisy, 1975). Die ursprüngliche 

Einteilung der MAPs erfolgte in zwei Gruppen. Nach ihrem Molekulargewicht wurden 

sie in MAPs mit niedrigem Molekulargewicht (von 50 bis 70 kDa) und MAPs mit 

hohem Molekulargewicht (über 200 kDa) eingeteilt. In die Gruppe der 

hochmolekularen MAPs gehören MAP1, MAP2 und MAP4 mit Molekulargewichten 

von 330 kDa, 280 kDa, und 190-210 kDa, die in der Reihenfolge ihrer Entdeckung 

benannt wurden.  

 

Die MAP2-Proteine haben eine Funktion in der neuronalen Morphogenese und 

werden überwiegend in den Dendriten exprimiert (Binder et al., 1985; Riederer und 

Matus, 1985). MAP4-Proteine kommen in unterschiedlichen Organismen und 

Zelltypen vor und werden daher auch als ubiquitär vorhandenes, nicht neuronales 

Mikrotubuli-assoziiertes Protein geführt (Bulinski und Borisy, 1979; zur Übersicht 

siehe Tucker 1990; Schoenfeld und Obar, 1994).  

 

MAP2 und MAP4 haben ähnliche biochemische Eigenschaften wie Tau (Weingarten 

et al., 1975; Sloboda et al., 1975), das zu den niedermolekularen MAPs gehört. 

Diese MAPs weisen Sequenzhomologien in ihren Mikrotubulusbindungsdomänen auf 

(Goedert et al., 1991).  

 

 

3 Das Mikrotubuli-assozierte Protein Tau 
 

Das Tau-Protein wird hauptsächlich in Nervenzellen exprimiert und ist überwiegend 

in den Axonen (Binder et al., 1985; Kosik und Finch, 1987; Garner et al., 1988) 

lokalisiert. Die Interaktion des Tau-Proteins mit den Mikrotubuli erfolgt über die C-

terminale Hälfte - die Mikrotubulus-Bindungsdomäne des Tau-Proteins (siehe 
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Abb. 1). Diese besteht aus drei bzw. vier unvollständigen Sequenzwiederholungen 

von 31-32 Aminosäuren, die im Folgenden als Repeats bezeichnet werden, und die 

N-terminal (P2-Region) und C-terminal flankierenden Bereiche dieser Region (siehe 

Abb. 3). Der Überschuss an basischen Aminosäuren in der Mikrotubulus-

Bindungsdomäne trägt zur Interaktion mit dem sauren C-Terminus der Mikrotubuli 

bei (Goode und Feinstein, 1994; Littauer et al., 1986; Rivas et al., 1988). Auch die 

Repeat-Region flankierenden Bereiche sind maßgeblich an der Funktion der 

Stabilisierung der Mikrotubuli beteiligt (Butner und Kirschner, 1991; Lee und Rook, 

1992; Gustke et al., 1994; Trinczek et al., 1995). Die C-terminale Hälfte von Tau wird 

daher auch als Assemblierungsdomäne bezeichnet. Die N-terminale Domäne wird 

als Projektionsdomäne bezeichnet und dient wahrscheinlich als Abstandshalter 

zwischen den einzelnen Mikrotubuli (Chen et al., 1992; Zingsheim et al., 1979) (siehe 

dazu Abb. 3).  

 

 

3.1 Die Struktur von Tau 
 

Das Mikrotubulus-assoziierte Protein Tau wurde 1975 erstmals beschrieben 

(Weingarten et al., 1975). Es zeichnet sich durch seine Hitzestabilität aus und wurde 

als Protein-Faktor beschrieben, der die spontane Polymerisation von α- und β- 

Tubulin zu Mikrotubuli fördert (Garcia und Cleveland, 2001). 

 

Das Tau-Gen ist auf Chromosom 17 lokalisiert (Neve et al., 1986) und besteht aus 

16 Exons (siehe dazu Abb. 3) (Andreadis et al., 1992, Andreadis et al., 1995), wobei 

Exon -1 Teil des Promotors ist (zur Übersicht siehe Buee et al., 2000). Die sechs 

Isoformen von Tau im humanen ZNS entstehen durch alternatives Spleißen der Tau 

mRNA. Sie werden entwicklungsabhängig reguliert und im zentralen Nervensystem 

exprimiert (Goedert et al., 1989; Himmler, 1989). Im adulten Stadium sind alle sechs 

Isoformen vorhanden, wogegen im fötalen zentralen Nervensystem nur die kürzeste 

Isoform (ht23) exprimiert wird (Kosik et al., 1989; Goedert und Jakes, 1990). Die 

sechs Isoformen unterscheiden sich durch das Vorhandensein von einem oder zwei 

N-terminalen Einschüben aus 29 Aminosäuren und durch die Existenz von drei bzw. 

vier C-terminalen unvollständigen Sequenzwiederholungen aus 31-32 Aminosäuren, 

die als Repeats bezeichnet werden. Die Repeats befinden sich innerhalb der 
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Mikrotubulus-Bindungsdomäne. Aufgrund der Anzahl der Repeats lassen sich 3 

Repeat- und 4 Repeat-Tau-Isoformen unterscheiden (siehe Abb. 3). 

 

Eine weitere Isoform von Tau, die nur im peripheren Nervensystem vorkommt, wird 

als „großes“ Tau (big Tau) bezeichnet. Es besitzt einen zusätzlichen Einschub von 

254 Aminosäuren, der von Exon 4a codiert wird (Couchie et al., 1992; Goedert et al., 

1992b).  

 

Im Elektronenmikroskop hat sich bestätigt, dass Tau ein größtenteils ungefaltetes 

Protein ist. Das filamentöse Protein Tau konnte mit einer Länge von ca. 35 nm als 

flexibles Molekül dargestellt werden (Wille et al., 1992b). An Mikrotubulus 

gebundenes Tau hat eine Länge von ca. 20 nm und weist mit der Projektions-

Domäne vom Mikrotubulus weg (Hirokawa et al., 1988).  

 

Bei der elektrophoretischen Auftrennung mittels SDS-Gelelektrophorese weist das 

Tau-Protein ein apparentes Molekulargewicht von 50 - 70 kDa auf, wobei das 

tatsächliche Molekulargewicht von Tau zwischen 36 - 46 kDa liegt. 

 

Bei physiologischem pH-Wert liegen 25% der Aminosäuren des Tau-Proteins 

geladen vor. Das erklärt den hydrophilen Charakter des Tau-Proteins. Durch 

Untersuchungen mittels Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) 

wurde nur ein sehr geringer Anteil an α-Helix oder β-Faltblatt gemessen (Cleveland 

et al., 1977; Schweers et al., 1994). Die Hitzestabilität des Proteins kann für die 

Reinigung aus einem Homogenisat ausgenutzt werden (Weingarten et al., 1975). 

Außerdem ist das Tau-Protein nach Behandlung mit 2.5% Perchlorsäure noch löslich 

(Lindwall und Cole, 1984b; Fellous et al., 1977). 
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bbildung 3: Schematische Darstellung des Tau-Gens und des Tau-Proteins. 
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410 ASht39 R1 R3 R4 CN I2I1 P1 P2

C 381 ASht37 R1 R3 R4N I1 P1 P2 C

C 441 ASht40 R1 R2 R3 R4N I2I1 P1 P2 C

Transkription

alternatives Spleißen + Translation

Ta
u-

Is
of

or
m

en
-1 41 2 3 5 7 9 10 11 12 13 144a 6 8humanes

Tau-Gen

A

-1 41 2 3 5 7 9 10 11 12 13 14primäres
Transkript

B

C

R1 R2 R3 R4 CN I2I1 P1 P2

Projektions-Domäne Assemblierungs-Domäne

M1 Q244 K369E45 D74 S400S198I151A103 G120 V275 V306 V337 L441

sauer basisch
D
Tau-
Domänen

A): Das humane Tau-Gen ist auf über 100 kb auf Chromosom 17 an der Position 17q21 lokalisiert. 
s besteht aus 16 Exons, wobei Exon –1 ein Teil des Promotors ist. Die Exone 6 und 8 werden im 
enschen nicht transkribiert. Das Exon 4a wird nur im peripheren Nervensystem transkribiert. Es 

odiert für einen 254 Aminosäuren großen Einschub (kariert dargestellt) (nicht maßstabsgerecht). 
B): Das primäre Transkript enthält 13 Exons. Die Exons -1 und 14 (dunkelgrau dargestellt, nicht 
aßstabsgerecht) werden zwar transkribiert, aber nicht translatiert. 
ie Exone 1, 4 (weiß dargestellt), 5, 7 (blau dargestellt), 9, 11, 12 (hellgrün dargestellt) und 13 (rot 
argstellt) sind konstitutiv. Die Exone 2, 3 und 10 werden alternativ gespleißt. Exone 2 und 3 (grau 
argestellt) codieren die N-terminalen Einschübe I1 und I2. Exon 10 (dunkelgrün dargestellt) codiert 
ür den 2. Repeat (R2 = grün). Die sechs verschiedenen Tau mRNAs entstehen durch alternatives 
pleißen auf der Basis des primären Transkripts. Diese werden im zentralen Nervensystem 

ranslatiert. 
C): Die sechs verschiedenen Tau-Isoformen im humanen zentralen Nervensystem entstehen durch 
ie Kombination von An- und Abwesenheit von ein oder zwei N-terminalen Einschüben aus 29 
minosäuren (I1 bzw. I2 = grau), die durch die Exone 2 bzw. 3 codiert werden, und drei (R1, R3, R4 = 
ellgrün) oder vier (R1, R2, R3, R4) Repeats im C-terminalen Bereich. Der 2. Repeat (R2 = 
unkelgrün) kommt nur in 4-Repeat Tau-Isoformen vor und wird durch Exon 10 codiert (AS = 
minosäuren). 

D): Die Einteilung in funktionale Domänen des Tau-Proteins erfolgt in die N-terminale Projektions- 
nd die C-terminale Assemblierungsdomäne. Die N-terminale Projektions-Domäne enthält die beiden 
inschübe (I1 und I2 = grau) und weist eine saure Region (AS 1-120) und eine basische Region auf, 
ie sich bis zum Ende des C-Terminus fortsetzt (AS 121-441). Die C-terminale Assemblierungs-
omäne besteht aus vier unvollständigen Repeats mit 31-32 Aminosäuren (R1-R4). Eine fünfte 
equenzwiederholungsregion wird als R` (rot dargestellt) bezeichnet. Diese weist eine geringere 
equenzhomologie zu den Repeats R1-R4 auf. Prolin-reiche Regionen (P1 und P2 = blau) flankieren 
ie Repeat-Region N-terminal. Abbildung modifiziert nach (Gustke et al., 1994). 
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3.2 Die Funktion von Tau 
 

Das Protein Tau fördert die Tubulin-Polymerisation und Stabilität der Mikrotubuli 

(Cleveland et al., 1977a, b; Herzog und Weber, 1978; Drubin und Kirschner, 1986). 

Die Bindung erfolgt durch die basischen Aminosäuren in der Repeat-Region und den 

flankierenden Prolin-reichen Regionen (Butner und Kirschner, 1991; Gustke et al., 

1994) von Tau an den sauren C-Terminus der Mikrotubuli. Im Vergleich zu 4-Repeat-

Isoformen binden 3-Repeat-Isofomen schwächer an die Mikrotubuli (Butner und 

Kirschner, 1991; Gustke et al., 1994; Ackmann et al., 2000). Die 

Dissoziationskonstanten für die Mikrotubuli-Bindung in Abhängigkeit von der Isoform 

liegen im Bereich von 0.1 – 0.5 µM (Ackmann et al., 2000). Die Bindung von Tau an 

die Mikrotubuli erfolgt biphasisch. Die initiale Bindung von Tau an die Oberfläche der 

Mikrotubuli ist mit einer Konformationsänderung von Tau verbunden. Die weitere 

Bindung des Tau-Proteins an die Mikrotubuli erfolgt in einer zweiten Bindungsphase, 

die zu einer Beladung der Mikrotubulioberfläche mit Tau führt.  

 

Die Funktion von Tau wird durch Phosphorylierung reguliert. Tau kann durch 

verschiedene Kinasen an unterschiedlichen Stellen phosphoryliert werden (siehe 

dazu Abb. 4). Die Fähigkeit des Tau-Proteins Mikrotubuli zu binden und damit die 

Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubuli zu fördern, beruht auf der Proteinstruktur 

in den drei (ht23) bzw. vier (ht40) Wiederholungssequenzen, die als Repeats 

bezeichnet werden. Diese zeichnen sich durch ihre hohe Homologie aus. Die 

Repeats weisen je ein KXGS-Motiv auf. Speziell die Kinase MARK kann diese 

Serinreste phosphorylieren, wodurch die Affinität von Tau zu den Mikrotubuli stark 

reduziert wird (Biernat et al., 1993; Drewes et al., 1997) (siehe auch 3.3 Die 

Regulation der Funktion von Tau durch Phosphorylierung). 

 

Die Mikroinjektion von „antisense“-mRNA des Tau-Proteins in Primärzellkulturen 

inhibiert die Axonausbildung (Esmaeli-Azad et al., 1994; Liu et al., 1999). Durch die 

Expression von Tau in Sf9-Insektenzellen kann eine Ausbildung von Neuriten-

ähnlichen Zellfortsätzen dargestellt werden (Knops et al., 1991; Baas et al., 1991; 

Biernat und Mandelkow, 1999). Da eine Voraussetzung für die Ausbildung von 

Zellfortsätzen ein Zusammenspiel von Mikrotubuli und Aktin-Filamenten ist, wird 
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ebenso eine Interaktion von Tau mit Aktin-Filamenten vermutet (Harada et al., 1994; 

Cunningham et al., 1997; Biernat et al., 2002). 
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bbildung 4: Schematische Darstellung der Phosphorylierungsstellen des Proteins Tau. Die KXGS-
otive in den Repeats (dunkelgrün) sind Substrat der MARK. Die SP/TP-Motive in den flankierenden 
ereichen der Repeats können durch die Kinasen MAPK, GSK3ß, CDK2 oder CDK5 phosphoryliert 
erden.  

.3 Die Regulation der Funktion von Tau durch Phosphorylierung 

ie physiologische Bindung von Tau an Mikrotubuli wird durch Phosphorylierung 

eguliert (Lindwall und Cole, 1984a; Gustke et al., 1992; Biernat et al., 1993; Drewes 

t al., 1995; Trinczek et al., 1995). Der Grad der Phosphorylierung wird in 

bhängigkeit von der Entwicklung reguliert (Pope et al., 1993; Mawal-Dewan et al., 

994; Saito et al. 1995). In fötalem Gewebe ist der Grad der Phosphorylierung hoch. 

it zunehmendem Alter nimmt der Grad der Phosphorylierung durch die steigende 

ktivität der Phosphatasen ab (Mawal-Dewan et al., 1994). 

us Hirngewebe von Alzheimer Patienten isoliertes Tau-Protein weist einen 

eterogenen Phosphorylierungszustand auf (Lindwall und Cole, 1984; Butler und 
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Shelanski, 1986; Hagestedt et al., 1989) und ist hyperphosphoryliert (Alonso et al., 

2001, Morishima-Kawashima und Ihara, 2002). Das Protein Tau ist Substrat vieler 

Kinasen und Phosphatasen. Die in der Alzheimer-Krankheit beobachtete 

Hyperphosphorylierung geht wahrscheinlich auf eine Fehlregulation zurück, die mit 

einer erhöhten Aktivität von Kinasen und einer verminderten Aktivität von 

Phosphatasen erklärt werden kann (Tojanowski und Lee, 1995; Gong et al., 1995; 

Ladner et al., 1996; zur Übersicht siehe Lovestone und Reynolds, 1997). 

 

Hyperphosphoryliertes Tau-Protein weist eine verlangsamte elektrophoretische 

Mobilität auf. Die Dephosphorylierung kann durch Phosphatasen (Protein-

Phosphatase-2A, Protein-Phosphatase-2B, teilweise auch durch Protein-

Phosphatase-1) erreicht werden (Drewes et al., 1993; Iqbal et al., 1998). 

 

Innerhalb des Tau-Proteins gibt es 30 verschiedende Stellen, die durch 

Phosphorylierung posttranslational modifiziert werden können. Dabei dient das 

Protein Tau als Substrat von Kinasen mit verschiedenen 

Aminosäureerkennungssequenzen. In vitro kann das Protein Tau von den im 

Folgenden genannten Kinasen phosphoryliert werden. Als Beispiele sind die cAMP-

abhängige Proteinkinase (PKA) (Pierre und Nunez, 1983; Steiner et al., 1990; Scott 

et al., 1993; Brandt et al., 1994; Drewes et al., 1995; Litersky et al., 1996), die 

Ca2+/Phospholipid-abhängige Proteinkinase (PKC) (Correas et al., 1992), die Casein-

Kinase 1 (CK1) (Pierre und Nunez, 1983), die Casein-Kinase 2 (CK2) (Singh et al., 

1996), die CA2+/Calmodulin-abhängige Kinase (CAM-Kinase) (Baudier und Cole, 

1987; Steiner et al., 1990), die Mitogen-aktivierende Kinase (MAP-Kinase) (Drewes 

et al., 1992), die MAP/Mikrotubuli-Affinitäts-regulierende Kinase (MARK) (Drewes et 

al., 1995), die Zellzyklus-abhängige Kinase (CDC/Cyclin A) (Vulliet et al., 1992), die 

Cyclin-abhängigen Kinasen 2 und 5 (CDK 2 und CDK 5) (Paudel et al., 1993; 

Baumann et al., 1993; Liu et al., 1995), die Glykogensynthase-Kinase β (GSK-3 β) 

(Mandelkow et al., 1992; Hanger et al., 1992; Yang et al., 1994; Song und Yang, 

1995; Moreno et al., 1996) und die Tyrosin-Kinase fyn (Lee et al., 1998) zu nennen.  

Diese Kinasen können in Prolin-gerichtete Kinasen und nicht Prolin-gerichtete 

Kinasen unterschieden werden. Prolin-gerichtete Kinasen können Serin- und 

Threoninreste phosphorylieren auf die C-terminal ein Prolin folgt.  
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Die Phosphorylierung von Tau beeinflusst die Bindung an die Mikrotubuli. Durch die 

physiologische Phosphorylierung der Serinreste in den KXGS-Motiven innerhalb der 

Repeats wird das Tau-Protein von den Mikrotubuli abgelöst und damit die Dynamik 

der Mikrotubuli gewährleistet (Biernat et al., 1999). Aus früheren Untersuchungen ist 

bekannt, dass die Phosphorylierung von Tau durch die MAP/Mikrotubuli-Affinitäts-

regulierende Kinase (MARK) am Serin 262 im KXGS-Motiv des 1. Repeats Tau von 

den Mikrotubuli ablöst (Biernat et al., 1993). Dadurch zerfallen die Mikrotubuli in die 

Untereinheiten und verlieren ihre Stabilität. Aber auch andere nicht Prolin-gerichtete 

Kinasen können ebenso wie die MARK (Drewes et al., 1997; 1998), die Serine (262, 

293, 324 und 356) in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats phosphorylieren und 

so die Tau-Mikrotubuli-Bindung negativ beeinflussen (Illenberger et al., 1998). Die 

Phosphorylierung des Serins 214 durch die cAMP-abhängige Proteinkinase (PKA) 

hat ebenso einen Einfluss auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion (Pierre und Nunez, 

1983; Scott et al., 1993; Brandt et al., 1994; Drewes et al., 1995; Zheng-Fischhöfer et 

al., 1998). Dagegen hat die Phosphorylierung durch Prolin-gerichtete Kinasen nur 

eine moderate Wirkung auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion (Trinczek et al., 1995).  

 

Das Tau-Protein ist aber auch Substrat von Prolin-gerichteten Kinasen, welche 

zusätzliche Phosphorylierungen in der P2-Region und der C-terminal flankierenden 

Region der Repeat-Domäne verursachen (siehe Abb. 4). Die Prolin-gerichtenen 

Kinasen phosphorylieren die Serin- bzw. Threoninreste, auf die C-terminal 

unmittelbar in der Aminosäurekette ein Prolin folgt (SP/TP-Motive) (Lichtenberg-

Kraag et al., 1992; Morishima-Kawashima et al., 1995). 

 

Die Kinase GSK3ß phosphoryliert das Protein Tau an den Aminosäuren Serin 235 

und Serin 404. Erst wenn diese Stellen phosphoryliert sind, kommt es zur 

Phosphorylierung der Aminosäuren Threonin 231 und Serin 396 (Diplomarbeit 

Goodemann, 1999). Die Aminosäure Serin 404 kann außerdem von der Kinase 

CdK5 und MAPK phosphoryliert werden. In den Gehirnen von Alzheimer Patienten 

wurden beide Stellen von phosphorylierungsabhängigen Antikörpern erkannt (Brion 

et al., 1985; Wood et al., 1986; Kosik et al., 1986; Alonso et al., 2001). Für 

strukturelle Untersuchungen wurde mehrfach versucht, die tatsächlichen 

Phosphorylierungsverhältnisse im Gehirn nachzustellen. Experimentell ergaben sich 
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in vitro nur bis zu 40%, in Einzelfällen wie Serin 235 (Phosphorylierung mit MAPK) 

bis zu 80% Phosphorylierung (Illenberger et al., 1998, Schneider et al., 1999).  

 

Der Einfluss der Phosphorylierung an den SP/TP-Motiven auf die Tau-Mikrotubuli-

Interaktion und die Aggregation ist Gegenstand vieler Untersuchungen und 

Diskussionen. Diese Phosphorylierungen tragen entscheidend dazu bei, Tau in der 

Weise zu modifizieren, dass es als hyperphosphoryliertes Protein im Gehirn vorliegt. 

Die umstrittene These, die Hyperphosphorylierung sei die Ursache für die 

Aggregation von Tau, konnte durch frühere Untersuchungen aus unserem Labor 

nicht bestätigt werden. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass 

Phosphorylierung an den KXGS-Motiven in den Repeats das Tau vor der 

Aggregation schützt, während Phosphorylierungen an den SP/TP-Motiven nur einen 

leicht verzögernden Einfluss auf die Aggregation hat (Schneider et al., 1999).  

 

Durch Kinasen ist es normalerweise schwierig, eine vollständige Phosphorylierung 

zu erreichen. Strukturelle und funktionelle Auswirkungen einzelner 

Phosphorylierungsstellen oder deren Kombination können dagegen mit Hilfe von 

Pseudo-Phosphorylierungen (Glutamat-Mutanten) untersucht werden, da der 

Austausch der Serin- bzw. Threoninreste in Glutamat die negative Ladung des 

Phosphats simuliert und zu 100% erfolgt. Manche dieser Mutanten zeigen ebenso 

wie hyperphosphoryliertes Tau aus Alzheimer Patienten eine reduzierte Mobilität bei 

elektrophoretischer Auftrennung (Eidenmüller et al., 2000; Haase et al., 2004). In 

Anwesenheit von Harnstoff wird diese Veränderung wieder aufgehoben (Eidenmüller 

et al., 2000). Die Daten anderer Gruppen zeigen, dass die Pseudo-Phospho-

Mutanten die Tau-Mikrotubuli-Interaktion in ähnlicher Weise beeinträchtigen wie 

physiologische Phosphorylierungen (Eidenmüller et al., 2000; Haase et al., 2004). 

Dabei haben Pseudo-Phosphorylierungen in den Repeats den größten Effekt.  

 

Um die Hyperphosphorylierung zu imitieren, wurden auch Mehrfach-E-Mutanten 

hergestellt. Diese können den Effekt von Polyanionen nicht ersetzen. Ohne Zugabe 

von Polyanionen kommt es nicht zur Aggregation. In Anwesenheit verschiedener 

Aggregationsinduktoren wurde eine reduzierte PHF-Bildung für Mehrfach-E-

Mutanten 



Einleitung                                                                                                                    20 

(S198E_S199E_S202E_T231E_S235E_S396E_S404E_S409E_S413E_S422E) be-

schrieben (Eidenmüller et al., 2000).  

Für C-terminal eingeführte Pseudo-Phosphorylierungen wurde mit verschiedenen 

Induktoren eine erhöhte Aggregation beschrieben (Haase et al., 2004). Quantitative 

elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben, dass die erhöhte Masse an 

PHFs mit einer verlängerten lag-Phase einhergeht und die Filamentbildung 

stabilisiert wird, sobald die Energiebarrieren der Nukleation überwunden wurden 

(Necula und Kuret, 2004).  

 

Es bleibt zu klären, welche Phosphorylierungsstellen Tau in die Aggregation treiben. 

Die Simulierung einzelner Phosphorylierungsstellen und deren Kombination tragen 

zur Klärung bei. Aus diesem Grund wurden Tau-Mikrotubuli-Bindungs-Assays und 

die PHF-Bildung mittels E-Mutanten auf ihren Einfluss auf die Funktion von Tau 

untersucht.  
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4 Ziel der Arbeit 
 

Innerhalb des Tau-Proteins gibt es 30 mögliche Phosphorylierungsstellen, die in 

unterschiedlichem Ausmaß von verschiedenen Kinasen phosphoryliert werden 

können. Diese Phosphorylierungsstellen lassen sich in zwei Gruppen einteilen; 

die Phosphorylierungsstellen innerhalb der Repeats, welche sich in der 

Mikrotubuli-Bindungsdomäne befinden und in solche, die in den N- und C-

terminal daran angrenzenden Regionen der Repeats liegen. 

 

Durch die Vielzahl von Kinasen und dem Wechselspiel der Kinasen und 

Phosphatasen in der Zelle ist es schwer, den Einfluß einzelner Phosphory-

lierungstellen in vivo und in vitro zu untersuchen, zumal es unmöglich ist, 

einzelne Phosphorylierungsstellen in vivo oder in vitro zu 100% in den 

phosphorylierten Zustand zu überführen. Daher war das Ziel dieser Arbeit, Serin- 

bzw. Threoninreste als Einzel-, Doppel- und Mehrfachmutanten mittels 

ortsgerichteter Mutagenese in Glutamat (E-Mutanten) umzuwandeln, um so eine 

vollständige Imitierung der Phosphorylierung an den jeweiligen Stellen durch die 

negative Ladung des Glutamatrestes zu simulieren. Damit sollte die Analyse des 

Effektes der Phosphorylierung in Bezug auf die Sekundärstruktur, die Bindung an 

Mikrotubuli und die PHF-Bildung in vitro ermöglicht werden. 

 

Um die entsprechenden Proteine rekombinant in E.coli exprimieren zu können, 

sollten die verschiedenen E-Mutanten von Tau und verkürzte Konstrukte in einen 

bestehenden Expressionsvektor kloniert werden. Der Einfluss der „Pseudo-

Phosphorylierung“ auf die unterschiedlichen Parameter der Tau-Mikrotubuli-

Interaktion sollte mittels Mikrotubuli-Polymerisations- und Bindungs-Assays 

untersucht werden. 

 

Zusätzlich zur Imitation der Phosphorylierung in der Repeat-Domäne sollte auch 

der Einfluß von Kombinationen mit Pseudophosphorylierungen in den 

flankierenden Bereichen untersucht werden. 
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Zur Quantifizierung der Geschwindigkeit und des Ausmaßes der Aggregation der 

Tau-E-Mutanten in Anwesenheit von verschiedenen, die PHF-Bildung 

fördernden, Polyanionen sollte ein Fluoreszenz-basiertes Messverfahren 

(Thioflavin S-Fluoreszenz-Assay) eingesetzt werden. Die qualitative 

Untersuchung der Aggregationseigenschaften der Tau-E-Mutanten, sowie die 

Morphologie gebildeter Filamente, erfolgte durch Kontrolle im 

Elektronenmikroskop. 

 

Insgesamt sollte nachgewiesen werden, ob die Methode der 

Pseudophosphorylierung geeignet ist, die Aggregations- und Mikrotubuli-

Bindungseigenschaften von Tau in verschiedenen Phosphorylierungszuständen 

zu untersuchen und so zwei widerstreitende Hypothesen zu überprüfen: ob 

Phosphorylierung das Tau-Protein in die Aggregation treibt oder ob die 

Phosphorylierung das Tau-Protein vor der Aggregation schützt. Die Antwort auf 

diese Frage ist wichtig für mögliche therapeutische Ansätze in der Zukunft.  
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II Material und Methoden 
 

2.1 Molekularbiologische Methoden 
 

2.1.1 Präparation elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen  
 

Mit dieser Methode wurden E. coli-Zellen für die Aufnahme von Plasmid-DNA 

kompetent gemacht. 1 L LB-Medium wurden mit 20 mL einer Übernachtkultur des 

zu transformierenden E. coli-Stammes BL21 (DE3) angeimpft und bis zur 

mittleren logarithmischen Wachstumsphase (OD600 = 0.5-0.6) bei 37°C inkubiert. 

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Beckman J2-21M/E, JA10, 4000 x g, 20 

min, 4°C) sedimentiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit 500 mL eiskaltem 

Wasser gewaschen und anschließend einmal mit 10%igem Glycerol gewaschen. 

Das Pellet wurde in 2 mL 10%igem Glycerol aufgenommen und in Aliquots von 

25 µL in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 

 

 

2.1.2 Anlegen von Glycerolstocks 
 

Von den Bakterien, die zur Proteinpräparation verwendet wurden, sind 

Dauerkulturen angelegt worden. Hierzu wurden 800 µL der entsprechenden 

Bakterienkultur (OD600 = 0.6) mit 200 µL 80%igem Glycerol gemischt und 

anschließend in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung dieser Kulturen 

erfolgte bei -80°C. 

 

 

2.1.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA 
 

Die DNA-Konzentration wurde durch Absorptionsmessung in Quarzküvetten bei 

260 nm in einem Spektrophotometer (Amersham Pharmacia Biotech, 

Deutschland) bestimmt. 

Für die Berechnung der DNA-Konzentration wurde folgende Gleichung 

verwendet: 
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1.0 E260nm  = 50 µg/mL Doppelstrang-DNA 

 

Da das Absorptionsmaximum von DNA bei 260 nm, das von Proteinen bei 

280 nm liegt, kann aus dem Quotienten E260nm/E280nm der Reinheitsgrad von DNA 

bestimmt werden. Die DNA gilt als sauber, wenn die Absorptionsverhältnisse 

zwischen 1.8 und 2.0 liegen. 

 

 

2.1.4 Ethanolpräzipitation 
 

Zur Konzentrierung von DNA wurde diese mit 0.1 Volumina 3 M KOAc-Lösung 

und 2 Volumina 100%igem Ethanol (-20°C) versetzt und für 30-60 min bei 20°C 

inkubiert. Das Pellet der ersten Zentrifugation (Eppendorf Tischzentrifuge 5415D, 

10 000 x g, 30 min, 4°C) wurde mit 2 Volumina 70%igem Ethanol gewaschen und 

ein zweites Mal zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge 5415D, 10 000 x g, 

30 min, 4°C). Nach Lufttrocknung des DNA-Pellets wurde dieses in dem 

gewünschten Volumen an Puffer bzw. destilliertem Wasser aufgenommen.  

 

 

2.1.5 Mutagenese der Tau-Konstrukte 
 

Verwendete Mutanten wurden durch ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe des 

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Deutschland) 

hergestellt. Die Produkte wurden mittels Topo-Cloning-Kit (Invitrogen, 

Deutschland) in den Expressionsvektor pNG2 (Biernat et al., 1992) eingefügt. 

Dieser beruht auf dem Vektor pET3 (Studier et al., 1990). 

 

Für E-Mutanten enthielt der PCR-Ansatz folgende Komponenten: je 0.5 µL 

0.5 pMol/µL Vorwärts- und Rückwärtsprimer (für die Sequenzen der Primer siehe 

Anhang), 0.5 µL 10 mM dNTPs (jedes Nukleotid je 2.5 mM), 2.0 µL 10 x Pfu-

Puffer, 50-200 ng Vektor-DNA sowie 0.5 µL Native Pfu-DNA-Polymerase 

(Stratagene, Deutschland, 2.5 U/µL). Der Ansatz wurde mit sterilem Wasser auf 

ein Volumen von 20 µL aufgefüllt. Es wurden jeweils Negativkontrollen 
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mitgeführt, welche nur den Vorwärtsprimer enthielten. Nach einer einmaligen 

Denaturierungsphase von 30 sec bei 95°C wurden die folgenden 

Reaktionszyklen durchgeführt (Tabelle 1). 

 
Tabelle 1: PCR-Programm für die ortsgerichtete Mutagenese 

 
PCR-Zyklus Temperatur Dauer Wiederholungen 
Denaturierung 95°C 30 sec 16 
Hybridisierung 58°C   1 min 16 
Polymerisation 68°C 15 min 16 

 
 

Um die Matrizen-DNA, die nicht die gewünschte Mutation enthält, zu entfernen, 

wurde 1 µL des Restriktionsenzyms Dpn I (New England Biolabs, Deutschland) 

pro PCR-Ansatz hinzugeben und für 1 h bei 37°C inkubiert. Das 

Restriktionsenzym Dpn I schneidet spezifisch methylierte DNA wie die Matrizen-

DNA, welche aus E. coli isoliert wurde. Die PCR-Produkte enthalten keine 

Methylierung und bleiben erhalten. Zur Kontrolle der PCR-Produkte wurde eine 

Agarosegelelektrophorese (2.1.7 Gelelektrophorese von DNA) durchgeführt und 

die PCR-Produkte mit der erwarteten Größe in XL2 - Blue Zellen (Stratagene, 

Deutschland) transformiert (2.1.10 Transformation von DNA in E. coli Zellen).  

Um eine schnelle Analyse der erfolgreichen Mutagenese mit Hilfe von 

Restriktionsendonukleasen durchführen zu können, wurden die Primer so 

gewählt, dass Restriktionsschnittstellen entweder deletiert oder neu in das 

Plasmid eingefügt wurden. Durch Sequenzierung beider DNA-Stränge des Tau-

Konstrukts auf dem Vektor wurde die eingeführte Mutation nachgewiesen (2.1.12 

Sequenzierung von DNA). 

 

Für E-Mutanten, welche mittels Topo-Cloning-Kit (Invitrogen, Deutschland) 

hergestellt wurden, enthielt der PCR-Ansatz folgende Komponenten: 300–500 ng 

Matrizen-DNA, je 4.0 µL 5 pMol/µL Vorwärts- und Rückwärtsprimer, 25 µL PWO-

Master (Roche, Deutschland). Der Ansatz wurde mit destilliertem Wasser auf ein 

Endvolumen von 50 µL aufgefüllt. Nach einer einmaligen Denaturierungsphase 

von 2 min bei 94°C wurden die folgenden Reaktionszyklen durchgeführt (Tabelle 

2). 
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Tabelle 2: PCR-Programm für die Amplifizierung spezifischer DNA-Abschnitte 
 

PCR-Zyklus Temperatur Dauer Wiederholungen 
Denaturierung 94°C 45 sec 25 
Hybridisierung 68°C 45 sec 25 
Polymerisation 72°C 45 sec 25 

 
 

Auf den letzten Wiederholungsschritt folgte eine Inkubation bei 72°C für 10 min. 

Das PCR-Produkt wurde mittels Topo-Cloning-Kit (Invitrogen, Deutschland) nach 

Angaben des Herstellers in den Topo-Vektor kloniert und anschließend in 

Top 10 „One Shot“ Zellen (2.1.10 Transformation von DNA in E. coli Zellen) 

transformiert. 

 

Nach der Bestätigung der gewünschten Sequenz durch Sequenzierung (2.1.12 

Sequenzierung von DNA) der Tau-Konstrukte im Topo-Vektor wurden diese mit 

den Restriktionsenzymen Bam H I und Nde I geschnitten. Dies war möglich, da 

die verwendeten Primer am Startcodon eine Nde I-Schnittstelle und in 3´-Position 

zum Stopcodon eine Bam H I-Schnittstelle enthielten. Der Ansatz wurde 

elektrophoretisch aufgetrennt, die Fragmente der gewünschten Größe aus dem 

Gel isoliert (2.1.8 Elution von DNA aus Agarosegelen) und anschließend mit dem 

pNG2-Vektor ligiert (2.1.9 Ligation von DNA). 
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2.1.6 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen 
 

Die Spaltung von Plasmid-DNA zur Ligation (2.1.9 Ligation von DNA) oder 

Charakterisierung erfolgte enzymatisch mittels Restriktionsendonukleasen (New 

England Biolabs, Deutschland). Dafür wurden 100 ng DNA mit je 1 U 

Restriktionsendonuklease (New England Biolabs, Deutschland) in dem vom 

Hersteller empfohlenen Puffer für 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Analyse wurden 

diese Ansätze gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.1.7 Gelelektrophorese von 

DNA). Um die Fragmente der entsprechenden Größe zu ligieren, wurden diese 

aus dem Agarosegel reisoliert (2.1.8 Elution von DNA aus Agarosegelen). 

 

 

2.1.7 Gelelektrophorese von DNA 
 

Zur Trennung von Plasmiden und DNA-Fragmenten wurden Agarosegele 

verwendet. Je nach erwarteter Größe der DNA wurden 0.6 – 1.0 g Agarose in 

100 mL TAE-Puffer unter Wärmezufuhr vollständig gelöst. Nach dem Erkalten auf 

ca. 50°C wurde die Gellösung in eine horizontale Gelkammer eingefüllt und ein 

Kamm für die Probentaschen eingesetzt. Das erstarrte Gel wurde in einer 

Gelkammer mit 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat pH 8.0; 2 mM EDTA) bedeckt. 

Die zu trennenden Proben wurden mit 6 x DNA-Probenpuffer (0.2% 

Bromphenolblau, 0.2% Xylen Cyanol FF, 60% Glycerol, 60 mM EDTA) gemischt 

und in die Taschen pipettiert. Um die Größen der DNA-Fragmente analysieren zu 

können, wurde als Standard der Smart Ladder (Eurogentec, Deutschland) 

aufgetragen. Die DNA-Fragmente wurden durch Anlegen einer Spannung von 

80 V nach ihrer Größe getrennt und anschließend in einer Ethidiumbromidlösung 

(80 µL einer 1%igen Stammlösung (w/v) in 200 mL Wasser) gefärbt. Zur 

Detektion wurde UV-Licht verwendet. Die Banden der entsprechenden Größe 

wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die darin enthaltene 

DNA wurde aus dem Agarosegel isoliert (2.1.8 Elution von DNA).  
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2.1.8 Elution von DNA aus Agarosegelen 
 

Die aus dem Gel ausgeschnittenen DNA-Fragmente wurden mittels 

„Ultra Clean 15 DNA Purification Kit“ (MoBio, Deutschland) nach Angaben des 

Herstellers isoliert. 

 

 

2.1.9 Ligation von DNA 
 

Um die gewünschten DNA-Fragmente zu einem rekombinanten Plasmid zu 

verknüpfen, wurden 50 - 100 ng Vektor mit 2-3fachem Überschuß an Insert-DNA 

in 2 x Ligase-Puffer und 1 µL Quick T4 DNA-Ligase nach Angaben des 

Herstellers (New England Biolabs, Deutschland) für 5 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Der Ligationsansatz wurde direkt zur Transformation 

(2.1.10 Transformation von DNA in E. coli-Zellen) eingesetzt. 

 

 

2.1.10 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli-Zellen 
 

mittels Hitzeschockmethode 

 

1.0 bis 5.0 µL PCR- bzw. Ligationsansatz wurden mit 25 µL ultrakompetenten 

XL2-Blue Zellen (Stratagene, Deutschland) für 30 min auf Eis inkubiert, 

anschließend für 30 sec bei 42°C erwärmt (Hitzeschock) und nochmals für 2 min 

auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 µL SOC-Medium wurden die Zellen für 

ca. 1 h bei 37°C und 200 rpm (Innova 4300, New Brunswick Scientific, 

Deutschland) inkubiert und auf LB-Agar-Platten mit 50 µg/mL Carbenicillin mittels 

Drigalskispatels ausgestrichen und für 16–20 h bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle 

wurde eine Testtransformation mit 0.5 ng des Plasmids pUC 18 durchgeführt. 
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mittels Elektroporationsmethode 
 

Um Tau-Mutanten und -Konstrukte in größerem Maßstab zu produzieren, wurden 

die entsprechenden Plasmide in E. coli-Stämme transformiert, die sich zur 

Proteinexpression eignen. Bei dieser Methode werden die Membranen von 

E.coli-Zellen durch Anlegen einer Spannung permeabel gemacht, so dass die 

Zellen Plasmid-DNA aufnehmen können. 

 

Ein 25 µL-Aliquot elektrokompetenter BL21 (DE3)-Zellen wurde auf Eis aufgetaut, 

0.5 ng DNA hinzugegeben und in eine Küvette (BTX) pipettiert. Die so befüllten 

Küvetten wurden in der Elektroporationskammer für 2 – 3 msec mit 2500 Volt 

behandelt. Die Küvette wurde mit 2 x 100 µL SOC-Medium gespült und die Zellen 

für ca. 1 h bei 37°C und 200 rpm (Innova 4300, New Brunswick Scientific, 

Deutschland) inkubiert. Anschließend wurden 10 - 25 µL der Zellen auf LB-Agar-

Platten mit 50 µg/mL Carbenicillin mittels Drigalskispatels ausgestrichen und für 

16 - 20 h bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle wurde eine Testtransformation mit 

0.5 ng des Plasmids pUC 18 durchgeführt.  

 

 

2.1.11 Plasmidpräparation im „Mini“- und „Midi“-Maßstab 
 

Diese Methode diente der Präparation von Plasmid-DNA aus 5 mL 

Übernachtkulturen, die für Kontrollschnitte verwendet wurde. Die Durchführung 

erfolgte mit dem „Invisorb Spin Plasmid MiniKit“ (Invitek, Deutschland) nach 

Vorschrift des Herstellers. Für Sequenzierungen und präparative 

Restriktionsschnitte wurde die DNA aus 100 mL Übernachtkulturen mit dem 

„Plasmid Midi Kit“ (Qiagen, Deutschland) nach Vorschrift des Herstellers isoliert. 
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2.1.12 Sequenzierung von DNA 
 

Zur Überprüfung der neu konstruierten Tau-Mutanten und -Konstrukte wurden die 

DNA-Abschnitte nach der Didesoxymethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) 

sequenziert und mit dem hTau-Gen verglichen.  

 

Der Reaktionsansatz enthielt 1.0 - 1.5 µg Plasmid-DNA als Matrize, 2.0 µL “Big 

Dye Terminator Cycle Sequencing Mix” (Applied Biosystems, Deutschland), 

6.0 µL Reaktionspuffer “Half Term” (Applied Biosystems, Deutschland), 10 pmol 

Sequenzierungs-Oligonukleotide. Der Ansatz wurde mit sterilem Wasser auf ein 

Endvolumen von 20 µL aufgefüllt. In Tabelle 3 ist das verwendete PCR-

Programm für die zyklische Sequenzierung beschrieben. Die Parameter wurden 

in 25 Zyklen (Tabelle 3) wiederholt:  

 
Tabelle 3: PCR-Programm für die zyklische Sequenzierung von DNA 

 
PCR-Zyklus Temperatur Dauer Wiederholungen 
Denaturierung 95°C 30 sec 25 
Hybridisierung 40°C 30 sec 25 
Polymerisation 60°C 4 min 25 

 
 

Um die nicht eingebauten fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide 

(Terminatoren) von den Sequenzierungsprodukten abzutrennen, wurden die 

Reaktionsansätze mit 40 µL Ethanol, 2 µL Pellet Paint NF Co-Precipitant 

(Novagen, Deutschland), 2 µL 3 M NaAc (pH 5.2) für 2 min bei Raumtemperatur 

inkubiert und anschließend zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge 5415D, 

10 000 x g, 5 min). Das Pellet wurde mit jeweils 100 µL 70%igem und 100%igem 

Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und anschließend in 25 µL destilliertem 

Wasser aufgenommen. Die Analyse erfolgte mit dem 

ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer, Deutschland) nach dem Protokoll 

des Herstellers. 
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2.2 Proteinchemische Methoden 
 

2.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung 
 

Die Konzentrationsbestimmung der gereinigten Proteine erfolgte mittels BCA-

Reagenz („BCA Protein Kit“) der Firma Sigma (Deutschland) nach Angaben des 

Herstellers. Parallel wurde zu jeder Messung eine Eichreihe mit BSA erstellt und 

daraus die Proteinkonzentration in mg/mL berechnet. 

 

 

2.2.2 SDS-Gelelektrophorese 
 

Proteine können aufgrund ihres Molekulargewichtes und ihrer Ladung getrennt 

werden. Um die Trennung allein auf Basis des Molekulargewichts durchzuführen, 

wurde die Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen in Anwesenheit 

von Natriumdodecylsulfat (SDS) durchgeführt (Laemmli, 1970). 

 

Die 0.5 mm dicken Gele bestanden aus einem 4%igem Sammelgel und einem 

10%, 15% oder 17%igem Trenngel (siehe Tabelle 4 (Matsudaira und Brugess, 

1978) modifiziert nach Mandelkow et al., 1985. 

 
Tabelle 4: Zusammensetzung der Elektrophoresegele für die SDS-PAGE 

 
 Sammelgel (4%) 10% 15% 17% 
40%iges Acrylamid/ 
Bis-Acrylamid (38/1) 

5.4 mL 15.0 mL 22.6 mL 25.6 mL

1 M Tris-HCl pH 8.8                 - 22.0 mL 22.0 mL  22.0 mL
0.25 M Tris-HCl pH 6.8 27.0 mL - - - 
H2O  20.9 mL 22.0 mL 14.4 mL 11.4 mL
10%iges SDS  0.54 mL 0.60 mL 0.60 mL  0.60 mL
TEMED  0.108 mL 0.12 mL 0.12 mL 0.12 mL
APS  0.3 mL 0.13 mL 0.13 mL 0.13 mL

 
 

Die Proteinproben wurden im Verhältnis 1:1 in 2 x Probenpuffer (160 mM Tris 

pH 6.8, 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) Glycerol, 2% (w/v) ß-Mercaptoethanol, 0.01% 

(w/v) Bromphenolblau) aufgenommen. Zur Identifikation der Proteingrößen wurde 
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jeweils ein Molekulargewichtsstandard (Fermentas, Deutschland) (siehe Tabelle 

5) aufgetragen. 

 

Die Elektrophorese erfolgte in Elektrophoresepuffer (25 mM Tris-HCl, 190 mM 

Glycin, 0.1% (w/v) SDS) bei Raumtemperatur für 30 min bei 120 V, um die 

Proben vor dem Eintritt ins Trenngel zu fokussieren. Dem schloß sich die 

Auftrennung für 45 min bei konstanter Spannung von 240 V an. 

 
Tabelle 5: Molekulargewichtsstandard für die SDS-PAGE 

 
 kDa 
ß-Galaktosidase                          116.0 
BSA 66.2 
Ovalbumin 45.0 
Lactat-Dehydrogenase 35.0 
Restriktionsendonuklease Bsp98I 25.0 
ß-Lactoglobulin 18.4 
Lysozym 14.4 

 
 

 

2.2.3 Coomassie-Färbung von Proteingelen 
 

Um Proteine in SDS-Gelen sichtbar zu machen, wurden diese für 20 min in einer 

Coomassie-Färbelösung (0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v), 45% 

Methanol (v/v) und 9% Essigsäure (v/v)) inkubiert und anschließend für 20 min in 

Intensiventfärber (50% Methanol (v/v), 10% Essigsäure (v/v)) und für mindestens 

1 h in Normalentfärber (5% Methanol (v/v), 7.5% Essigsäure (v/v)) entfärbt. Die 

angefärbten Gele wurden zwischen zwei Zellophanfolien, die zuvor in Glycerin 

getränkt worden waren, unter Vakuum in einem beheizbaren Geltrockner (Modell 

583, Bio-Rad, Deutschland) getrocknet. 
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2.2.4 Silber-Färbung von Proteingelen 
 

Um geringe Proteinmengen in Polyacrylamidgelen nachzuweisen, wurden diese 

mit Silbernitrat gefärbt (modifiziert nach Heukeshoven und Dernick, 1988). Die 

Proteine wurden für 20 min im Gel fixiert (30% Ethanol (v/v), 10% Essigsäure 

(v/v)) und anschließend für mindestens 30 min vernetzt (30% Ethanol (v/v), 0.5 M 

Natriumacetat, 0.5% Glutaraldehyd (v/v), 0.2% Natriumthiosulfat). 

 

Nach dreimaligem intensiven Waschen (je 10 min) wurde mit Silbernitrat (0.1% 

Silbernitrat, 0.02% Formaldehyd (v/v)) gefärbt. Das Gel wurde nach erneutem 

Waschen bis zum Erreichen der gewünschten Intensität der Proteinbanden 

entwickelt (2.5% Natriumcarbonat, 0.01% Formaldehyd (v/v)). Durch Inkubation 

mit 0.05 M EDTA-Lösung wurde die Farbreaktion gestoppt. 

 

 

2.2.5 Proteinexpression in E. coli 
 

Die Proteinexpression erfolgte in dem E. coli Stamm BL21 (DE3) (Studier et al., 

1990). Es wurden jeweils mehrere Klone einer Mutante auf Expression getestet. 

Dazu wurden 15 mL LB-Medium (mit 50 µg/mL Carbenicillin) mit 500 µL einer 

Übernachtkultur angeimpft und bei 37°C unter Schütteln bis zu einer optischen 

Dichte von 0.6 - 0.8 bei 600 nm (OD600) inkubiert. Zur Kontrolle der Expression 

vor der Induktion wurde 1 mL Zellsuspension bei 16 000 x g pelletiert und in 

70 µL Probenpuffer aufgenommen (– IPTG-Probe). Anschließend wurde die 

Proteinexpression durch Zugabe von 0.4 mM IPTG (Endkonzentration) induziert. 

Nach weiteren 2.5 h Inkubation wurde ebenfalls 1 mL Zellsuspension wie oben 

pelletiert und in Probenpuffer aufgenommen (+ IPTG-Probe). Die restlichen 

12 mL der Zellsuspension wurden ebenfalls pelletiert. Das Pellet wurde in 1.5 mL 

Resuspensionspuffer (20 mM MES pH 6.8, 1 mM EGTA, 0.2 mM MgCl2, 5 mM 

DTT, 1 mM PMSF, 10 µg/mL Leupeptin, 2 mM Benzamidin, 10 µg/mL Pepstatin 

A) aufgenommen. Nach Zugabe von 0.5 M NaCl (Endkonzentration) und 5 mM 

DTT (Endkonzentration) wurden die Proben im Wasserbad für 20 min bei 100°C 

erhitzt, auf Eis abgekühlt und für 2 min bei 16 000 x g zentrifugiert. Das dabei 

entstandene Pellet wurde dann in 1.5 mL Puffer aufgenommen und 5 µL als 
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Gelprobe mit Probenpuffer im Verhältnis 1:1 gemischt. Vom Überstand wurden 

ebenfalls 5 µL mit 2 x Proteinprobenpuffer gemischt. Alle Gelproben wurden vor 

dem Auftrag für 5 min bei 95°C erhitzt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf 

Expression kontrolliert.  

 

Die Proteinexpression im präparativen Maßstab erfolgte in einem 10 L Fermenter 

(Biostat B, B. Braun Biotech International). Dazu wurden 10 L LB-Medium (mit 

50 µg/mL Carbenicillin) mit 300 mL einer Übernachtkultur angeimpft, bis zu einer 

OD600 von 0.8 - 1.0 inkubiert und mit 0.4 mM IPTG (Endkonzentration) für 2.5 h 

induziert. Durch den Fermenter wurden folgende Parameter konstant gehalten: 

37°C, pH 7.0, Rühren mit 600 Upm und O2-Versorgung (gefilterte Umgebungsluft, 

0.2 µm Porendurchmesser). In einer Durchflusszentrifuge (Contifuge 17RS, Rotor 

HCT 22 300, Heraeus) wurden die Zellen bei 12 x g und 4°C geerntet und das 

Pellet in 70 mL Resuspensionspuffer (20 mM MES pH 6.8, 1 mM EGTA, 0.2 mM 

MgCl2, 5 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 µg/mL Leupeptin, 2 mM Benzamidin, 

10 µg/mL Pepstatin A) auf Eis resuspendiert. 

 

 

2.2.6 Aufreinigung von rekombinanten Tau-Proteinen 
 

Die aus der Fermentation gewonnene Zellsuspension wurde mittels French Press 

(SLM Aminco, SLM Instruments Inc., Deutschland) aufgeschlossen. Nach 

Zugabe von 0.5 M NaCl (Endkonzentration) und 5 mM DTT (Endkonzentration) 

wurde die Zellsuspension im Wasserbad für 20 min bei 100°C erhitzt. Die 

Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (Beckman Ultrazentrifuge Optima 

LE-80K, Ti45, 40 min, 127 000 x g, 4°C) abgetrennt. 

 

Nahezu alle E. coli-Proteine werden bei dieser Behandlung denaturiert und 

können pelletiert werden. Tau-Protein bleibt bei dieser Behandlung hingegen in 

Lösung und behält seine natürliche Funktion (Weingarten et al., 1975; Herzog 

und Weber, 1978; Gustke et al., 1994). 

 

Der Überstand der Zentrifugation wurde zweimal gegen 1 L SP-Sepharose A-

Puffer (20 mM MES pH 6.8, 50 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 2 mM DTT, 
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0.1 mM PMSF) über Nacht (erster Pufferwechsel nach 3 h) bei 4°C unter Rühren 

dialysiert. Der dafür verwendete Dialyseschlauch (Reichelt Chemietechnik, 

Deutschland) hatte eine Ausschlussgrenze von 3.5 kDa. 

 

 

2.2.7 Kationenaustauschchromatografie 
 

Für die weitere Aufreinigung wurde die Methode der Kationenaustausch-

chromatografie eingesetzt. Das verwendete Kationenaustauschermaterial 

bestand aus Sepharosekügelchen an die Sulfopropyl-Gruppen gekoppelt sind. 

Diese binden kationische Proteine aufgrund deren Nettoladung in Lösung. 

Proteine, die beim verwendeten pH-Wert als Anionen vorliegen, werden vom 

Säulenmaterial nicht gebunden. Die Elution der gebundenen Proteine von der 

Säule erfolgte durch einen linear ansteigenden NaCl-Gradienten von 0 - 0.6 M 

NaCl. 

 

Das Dialysat wurde durch Zentrifugation (40 min, 127 000 x g, 4°C) geklärt und 

mittels einer 150 mL Auftragsschleife (Superloop, Amersham Pharmacia Biotech, 

Deutschland) auf eine selbst hergestellte Kationenaustauscher-Säule (SP-

Sepharose fast flow Säulenmaterial, XK16-Säule, Amersham Pharmacia Biotech, 

Deutschland) mit einem Fluß von 3.5 mL/min mit SP-Sepharose A-Puffer an 

einer FPLC-Anlage (Äkta Explorer, Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland) 

aufgetragen. Anschließend wurde mit 100 mL SP-Sepharose A-Puffer 

gewaschen. Die Elution erfolgte mit Hilfe eines linearen NaCl-Gradienten durch 

steigende Konzentration von SP-Sepharose B-Puffer (20 mM MES pH 6.8, 1 M 

NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF). 

 

Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert, geeignete 

Elutionsfraktionen vereint und anschließend durch Zentrifugation in geeigneten 

Konzentratoren (5 kDa Ausschlußgröße (Tau-Konstrukte) oder 10 kDa 

Ausschlußgröße (ht23), Ultrafree, Millipore) für weitere Reinigungsschritte auf ein 

Volumen von ca. 500 µL aufkonzentriert. 

 

 



Methoden                                                                                                              36 

2.2.8 Gelpermeations-Chromatografie 

 

Um Multimere und Abbauprodukte des Tau-Proteins vom Protein der 

Gesamtlänge zu trennen, wurde eine Gelpermeations-Chromatographie 

durchgeführt. Da schon in früheren Arbeiten (Friedhoff et al., 1998b; von Bergen 

et al., 2000) gezeigt wurde, dass Dimere und kürzere Fragmente des Tau-

Proteins eine schnellere PHF-Aggregation in vitro zeigen als Tau-Protein der 

Gesamtlänge, war dieser Reinigungsschritt besonders wichtig für kinetische 

Untersuchungen zur PHF-Aggregation.  

 

Das aufkonzentrierte Protein wurde mittels Auftragsschleife auf eine mit PBS-

Puffer, pH 7.4, 1 mM DTT äquilibrierte Gelfiltrations-Säule (HiLoad 16/60 

Superdex 200 für ht23 oder Superdex 75 prep grade für Tau-Konstrukte) 

aufgetragen und mit einem Fluß von 0.5-1.0 mL/min mit Puffer (PBS, pH 7.4; 

1 mM DTT) eluiert. Die so erhaltenen Fraktionen wurden mittels SDS-Page 

analysiert, geeignete Monomerfraktionen vereint, gegebenenfalls aufkonzentriert, 

umgepuffert und die Proteinkonzentration bestimmt. 
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2.2.9 Westernblot 
 

Die Auftrennung der Proben erfolgte durch SDS-Page wie in 2.2.2 SDS-

Gelelektrophorese beschrieben. Nach Äquilibrierung des ungefärbten Gels für 

30 min in Blotting-Puffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 5% Methanol, 0.0375% 

(w/v) SDS, pHRT 8.2) wurden die Proteine aus dem Gel im Semi-Dry-Verfahren 

(0.8 A/cm2/h) auf die zuvor mit Methanol aktivierte und ebenso in Blotting-Puffer 

äquilibrierte PVDF-Membran („Immobilon“, Millipore) transferiert. Um 

unspezifische Antikörperbindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde 

diese für 30 min in entfetteter Milch 5% (w/v) in TBS-Tween (10 mM Tris/HCl 

pHRT 7.2, 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween20) inkubiert. 

 

Anschließend wurde die Membran 1 h bei 37°C mit dem Primärantikörper (K9JA-

AK: 1:5 000 in 1 x TBS-Tween, Tau-spezifisch) inkubiert. Nach gründlichem 

Waschen in TBS-Tween wurde die Membran für 45 min bei 37°C mit dem 

Sekundärantikörper (Anti-Rabbit-AK: 1:2 000 in 1 x TBS-Tween) behandelt. Der 

Sekundärantikörper (Sigma, Deutschland) ist mit Rettich-Peroxidase gekoppelt. 

Nach 3 x 5 min Waschen der Membran mit TBS-Tween wurden die Proteine mit 

dem „Super-SignalTM-Kit“ (Pierce, Großbritanien) nach Vorschrift des Herstellers 

auf ECL-Filmen („Hyperfim“, Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland) 

detektiert. 

 

 

2.3 Spezielle Methoden zur Analyse der Aggregation von Tau-Protein zu 
PHFs 
 

2.3.1 In vitro PHF-Bildung 
 

Um die Kinetik der PHF-Bildung zu untersuchen, wurden ausschließlich Tau-

Proteine und -Konstrukte verwendet, die durch zwei Reinigungsschritte von Tau-

Multimeren bzw. -Abbauprodukten und anderen Proteinen gereinigt worden 

waren.  
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Die Polymerisationsansätze wurden in Volumina von 20 - 200 µl durchgeführt. 

Diese enthielten Tau-Konstrukte im Konzentrationsbereich von 5 - 50 µM. Die 

Polymerisation wurde durch das Polyanion Heparin (MW ~ 6 000 Da, Sigma) 

induziert, welches im molaren Verhältnis von 4:1 (Protein:Heparin) eingesetzt 

wurde. Die Ansätze wurden bis zu 21 Tage bei 37°C in 100 mM Tris/HCl-Puffer 

pH 6.8 inkubiert. Um den proteolytischen Abbau zu verhindern, wurden Protease-

Inhibitoren (Endkonzentration: 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 µg/mL 

Pepstatin A, 1 µg/mL Leupeptin, 1 µg/mL Aprotenin) zugesetzt. 

 

Vor der Inkubation und Zugabe des Heparins wurden die Ansätze mit 2 mM DTT 

für 5 min bei 50°C erhitzt. Diese Vorbehandlung sollte eine völlige Reduktion von 

multimeren Tau-Proteinen zu Monomeren bewirken und einen gemeinsamen 

Startpunkt für alle Ansätze gewährleisten. 

 

Die Induktion der PHF-Bildung mit Arachidonsäure (Sigma, Deutschland) erfolgte 

mit einer 100 mg/mL in 100% Ethanol gelösten Stammlösung, welche bei –80°C 

gelagert wurde. Vor dem direkten Gebrauch wurde auf Eis eine 10 mM 

Arbeitslösung hergestellt (3.05 µL 100 mg/mL Arachidonsäure und 96.05 µL 

100% Ethanol), die im Verhältnis 1:18.75 (Arachidonsäure:Tau) eingesetzt 

wurde. Dieses Verhältnis entspricht dem in der Literatur (King et al., 2000) 

angegebenen. Als Negativkontrolle wurde parallel immer ein Ansatz ohne Protein 

mitgeführt. Somit konnte gezeigt werden, dass Arachidonsäure keinen Einfluß 

auf die gemessene ThS-Fluoreszenz hatte.  

 

Zu den gewählten Zeitpunkten wurden aus den Ansätzen Aliquots entnommen 

und gebildete PHFs mit dem ThS-Assay (Friedhoff et al., 1998a) quantifiziert. 

Aus denselben Reaktionsansätzen wurden am Endpunkt der Kinetik Proben 

entnommen, um die PHF-Bildung elektronenmikroskopisch zu überprüfen. 
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2.3.2 Fluoreszenzmessungen von in vitro PHFs 
 

Die Quantifizierung der in vitro erzeugten PHFs erfolgte mit der Thioflavin S-

Methode (Friedhoff et al., 1998a). Die Fluoreszenz der Interaktion von PHFs mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin S (Sigma, Deutschland) wurde mit dem 

Fluoroskan Ascent Spektrofluorometer (Labsystems, Deutschland) mit einem 

Exitationsfilter bei 440 nm und einem Emissionsfilter bei 510 nm gemessen. Die 

Integrationszeit betrug 60 Millisekunden. Die Messungen erfolgten in schwarzen 

384 Loch Mikrotiterplatten (Cliniplate 384, Labsystems, Deutschland), worin die 

Proben vor der Messung bei 420 Upm für 5 sec (geräteinterne Einstellung) 

gemischt wurden. Die Messung erfolgte im Auflichtmodus bei Raumtemperatur. 

Die Proben wurden in 100 mM Tris/HCl pH 6.8 mit 25 µM ThS für 30 min (im 

60 sec Takt/jede Minute)  gemessen. Die vor Zugabe der Probe gemessene 

Hintergrund-Fluoreszenz wurde vom Endpunkt der Messung abgezogen. Die 

Auswertung der Messdaten erfolgte mit dem Programm Sigma Plot. Die Kurven 

wurden sigmoidal mit drei Parametern gefittet. 

 

 

2.3.3 Transmissions-Elektronenmikroskopie 
 

Zur Bestätigung der gebildeten PHFs und zur Überprüfung der Morphologie der 

PHFs wurden diese mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM) 

untersucht. Als Probenträger wurden Kupfernetze (600 mesh) verwendet, die mit 

einem Kohlefilm belegt worden waren. Der Kohlefilm wurde zunächst auf eine 

frisch gespaltene Glimmerschicht in einem Hochvakuum-Pumpenstand (BAE 

080T, Balzer) bei einem Druck von 2 – 4 x 10 –6 hPascal aufgedampft und 

anschließend auf die Kupfernetze übertragen. 

 

Um die Adsorption der Proben zu erhöhen, wurden die Netze in einem 

Beglimmungsapparat (CTA 010, Balzer) im Vakuum zweimal für 30 sec bei 

einem Stromfluss von 30 – 45 mA beglimmt. Das beglimmte Netz wurde mit der 

Seite des Kohlefilms auf 10 µL der Proben gelegt, die zuvor mit H2O auf eine 

Proteinkonzentration von 0.1 - 0.5 mg/mL eingestellt worden waren. Nach einer 

Inkubationszeit von 45 sec wurde die Flüssigkeit mit Hilfe eines Filterpapiers 
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abgezogen und das Netz zweimal für 10 sec mit je 15 µL H2O auf die gleiche 

Weise gewaschen. Die Färbung erfolgte durch Inkubation des Netzes für 45 sec 

mit 20 µL einer 2% igen Uranylacetat-Lösung (w/v) (pH 4.5). Alle Lösungen 

wurden direkt vor Gebrauch filtriert (Porengröße 0.2 µm). 

 

Die Bildung der PHFs und deren Erscheinungsbild wurde standardmäßig mit 

einer Wolframelektrode bei einer Beschleunigungsspannung von 100 kV und 

einer Vergrößerung von 45 000 mit einem TEM CM12 (Philips) überprüft. Zur 

Dokumentation der PHFs wurde Kodak electron image film SO-163 

Estar thick base 8.3 x 10.2 cm als Negativmaterial verwendet. Anschließend 

wurden davon Positiv-Abzüge hergestellt. 

 

 

2.4 Spektroskopische Methoden 
 

2.4.1 Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie 
 

Die Sekundärstruktur von Proteinen lässt sich mit Hilfe von Fourier-

Transformations-Infrarot-Spektroskopie (FTIR-Spektroskopie) untersuchen. Die 

Absorption der Amid-I-Bande beruht im Messbereich (1600 – 1700 cm-1) zu circa 

80% auf der Streckschwingung der Carbonylgruppe der Peptidbindung. Abhängig 

von der Stärke der Wasserstoffbrückenbindung zur Carbonylgruppe variieren 

Frequenz und Intensität dieser Schwingung. In den verschiedenen 

Sekundärstrukturen α-Helix, β-Faltblatt und β-Schleifen sind die 

Wasserstoffbrücken unterschiedlich ausgebildet (zur Übersicht siehe Susi und 

Byler, 1986; Byler und Susi, 1986). Die Messung wird in D2O durchgeführt, da 

H2O im selben spektralen Bereich absorbiert wie die Amid-I-Bande. 

Zur Messung löslicher Tau-Monomere wurden diese in 80% Aceton über Nacht 

bei –20°C gefällt und anschließend für 10 min bei 16 000 x g (4°C) pelletiert. 

Nach einmaligem Waschen mit 90% Ethanol in H2O wurden die Pellets im 

Vakuum getrocknet und in D2O (Sigma) aufgenommen. 
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Die Spektren wurden mit einem Spektrometer vom Typ Jasco FT-IR410 

Instruments (Jasco, Deutschland) aufgenommen. Um atmosphärischen 

Wasserdampf aus der Probenkammer zu entfernen, wurde diese intensiv mit 

Stickstoff gespült. Im Messbereich (1700 - 1600 cm–1) wurde mit einer spektralen 

Auflösung von 1 cm–1 gemessen. Für jedes Spektrum wurden 128 Einzelspektren 

gemittelt. Die Probe wurde zur Messung zwischen zwei CaF2-Fenster pipettiert, 

die durch einen Abstandshalter von 25 µm Dicke getrennt waren.  

 

Bevor die Proben-Spektren aufgenommen wurden, wurde das 

Hintergrundspektrum des Geräts und der verwendeten D2O-Charge 

aufgenommen. Sowohl von den Proben-Spektren als auch von dem D2O-

Spektrum wurde jeweils der Wasserdampf-Hintergrund abgezogen. Zum 

besseren Vergleich der Spektren wurden sie in Bezug auf ihr Maximum 

normalisiert.  

 

 

2.4.2 Circulardichroismus 
 

Die Circular-Dichroismus-Spektroskopie ermöglicht die Untersuchung der 

Konformation von Proteinen in Lösung (Greenfield und Fasman, 1969). Dabei 

wird der Unterschied der Absorption von links- und rechtsgedrehtem circular 

polarisiertem Licht im Bereich von 180 - 260 nm durch die chiralen Zentren in der 

Polypeptidkette ausgenutzt. Damit lassen sich die Unterschiede in der 

Sekundärstruktur von Proteinen sichtbar machen. Im Vergleich mit den Spektren 

für reine α-Helix, β-Faltblatt und random coil-Strukturen kann auf die 

Sekundärstruktur des untersuchten Proteins geschlossen werden.  

 

Alle Messungen wurden in einem Jasco J-70 CD-Dichrograph (Jasco, Japan) in 

einer Küvette mit einer Schichtdicke von 0.05 cm durchgeführt. Es wurden jeweils 

10 Einzelspektren aufgenommen, summiert und auf ihre Proteinkonzentration 

normalisiert. 
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2.5 Spezielle Methoden zur Untersuchung der Bindung von Tau-Protein an 
Mikrotubuli 
 

2.5.1 Messung der Tau-Mikrotubuli-Interaktion 
 

Die Bindung von Tau an Mikrotubuli stabilisiert diese und führt zu einer Reduktion 

der Zerfallsrate (Drewes et al., 1997; Drewes et al., 1998). Die Bildung der 

Mikrotubuli wurde mittels Lichtstreuung analysiert. Diesen Experimenten liegt der 

Faraday-Tyndall-Effekt zugrunde, welcher besagt, dass das einfallende Licht 

durch die Teilchen einer kolloiden Lösung gestreut wird. Hierdurch kommt es zu 

einer Abnahme der Lichtintensität, die ein indirektes Maß für die Bildung von 

Polymeren wie z. B. Mikrotubuli darstellt (Gaskin et al., 1974; Berne, 1974). Die 

Streuung bei 350 nm verhält sich proportional zur Mikrotubulimasse, welche das 

Produkt aus Mikrotubuli-Konzentration und Länge der Mikrotubuli darstellt. 

 

Durch Messung der Lichtstreuung bei 350 nm wurde die Bindungsfähigkeit von 

verschiedenen Tau-Proteinen an Mikrotubuli untersucht. Dafür wurde Tau in 

einer Endkonzentration von 5 µM mit 30 µM Tubulin (unterhalb der kritischen 

Konzentration von 3 µg/mL) in Anwesenheit von 1 mM GTP auf Eis in 

Polymerisationspuffer (100 mM Na-PIPES pH 6.9, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 

1 mM DTT) in einem Endvolumen von 40 µL gemischt. Als letzte Komponente 

wurde Tau hinzugefügt. Nach schnellem Mischen wurde der Reaktionsansatz in 

eine auf 37°C vorgewärmte transparente Greiner 384 Loch-Platte (Lichtweg 

4 mm) pipettiert und so die Reaktion durch den raschen Temperatursprung 

(innerhalb von 3 sec) von 4°C auf 37°C gestartet. 
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Der Aufbau von Mikrotubuli aus Tubulin wurde kontinuierlich über einen Zeitraum 

von 15 min in einem Spektrophotometer Modell Safire (Tecan, Crailsheim, 

Deutschland) verfolgt. 
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III Ergebnisse  
 

3.1 Allgemein 
 
Das Protein Tau gliedert sich in zwei Domänen. Die N-terminal gelegene 

Projektions-Domäne und die C-terminale Assemblierungs-Domäne (Abb. 1). Die 

Projektions-Domäne dient als Abstandshalter zwischen den Mikrotubuli und ragt 

ins Zytoplasma. Die Assemblierungs-Domäne besteht aus den Repeats, die sich 

durch unvollständige Sequenzwiederholungen aus 31 – 32 Aminosäuren 

zusammensetzen. Diese Domäne bindet an die Mikrotubuli. Die Regulation der 

Tau-Mikrotubuli-Interaktion wird durch Phosphorylierung reguliert (Abb. 4). Die 

Phosphorylierungsstellen lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Einerseits gibt es 

Phosphorylierungsstellen, die innerhalb der Repeats liegen (KXGS-Motive) und 

Tau von den Mikrotubuli ablösen. Andere Phosphorylierungsstellen befinden sich 

in den flankierenden Bereichen der Repeats (SP/TP-Motive), die ebenso einen 

Einfluss auf die Tau-Mikrotubuli-Bindung haben (Abb. 4). 

 

 

3.2 Klonierung der E-Mutanten 
 

Die Umwandlung der SP/TP-Phosphorylierungsstellen und der KXGS-Motive in 

EP/EP- und KXGE-Mutanten erfolgte durch gezielte Mutageneseschritte (siehe 

Tabelle 6). Es wird immer wieder diskutiert, dass die Phosphorylierungen in den 

flankierenden Bereichen der Repeats das Protein Tau in die Aggregation treiben. 

Die Phosphorylierungen an den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats lösen das 

Protein Tau von den Mikrotubuli ab. Dadurch wird die Dynamik der Mikrotubuli 

gewährleistet. Um den Einfluss der Phosphorylierung an einzelnen Stellen und in 

Kombinationen untersuchen zu können, wurden durch ortsgerichtete Mutagenese 

(2.1.5 Mutagenese der Tau-Konstrukte) Punktmutationen in das Tau-Gen 

eingeführt (Expressions-Vektor pNG2, Biernat et al., 1992).  

 

Der Expression-Vektor pNG2 ist in Abbildung 5 dargestellt. Die Konstrukte 

K18_4RE und K19_3RE wurden durch Amplifizierung der entsprechenden 

Isoform-DNA mit Hilfe von Primern hergestellt, die sowohl die Bam HI- bzw. die 
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Nde I-Schnittstelle als auch das jeweilige Start- bzw. Stopcodon enthielten. Die 

Vektor-DNA wurde mit denselben Restriktionsendonukleasen verdaut, und nach 

elektrophoretischer Auftrennung aus dem Agarosegel reisoliert (siehe 2.1.8 

Elution aus Agarosegelen). Die Ligation der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der 

Quick-T4-DNA-Ligase (siehe 2.1.9 Ligation von DNA). Die Kontrolle der 

erfolgreichen Mutagenese erfolgte für alle E-Mutanten und Konstrukte durch 

Sequenzierung nach Sanger et al., 1977 (2.1.12 Sequenzierung von DNA).  

 

 
P(BLA) Bam HI (166)

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: D
Durch Schneide
Schnittstellen he
miteinander ligie
pNG2-ht23
5321 bp

Ap(R) ht23

Nde I (1232)

 

arstellung des pNG2-Tau-Vektors. Der grüne Blockpfeil stellt das ht23-Gen dar. 
n mit den Restriktionsendonukleasen Bam HI und Nde I wurden kompatible 
rgestellt. Dadurch konnten die Fragmente des Vektors und des Tau-Insert 

rt werden.  
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Tabelle 6: Klonierung der E-Mutanten und modifizierte Aminosäuren 

 
E-Mutanten veränderte Aminosäure Klonierung 
ht23_T231E T231E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_S235E S235E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_T231E_S235E T231E, S235E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_S396E S396E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_S404E S404E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_S422E S422E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_S396E_S404E S396E, S404E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_3RE S262E, S324E, S356E ortsgerichtete 

Mutagenese 
ht23_3RE_S396E_S404E S262E, S324E, S356E, S396E, 

S404E 
Ligation nach 
Restriktion 

ht23_T231E_S235E_S396E_S404E T231E, S235E, S396E, S404E Ligation nach 
Restriktion 

ht23_T231E_3RE T231E, S262E, S324E, S356E Ligation nach 
Restriktion 

ht23_3RE_S396E S262E, S324E, S356E, S396E Ligation nach 
Restriktion 

ht23_T231E_S235E_3RE_S396E_S404E T231E, S235E, S262E, S324E, 
S356E, S396E, S404E 

Ligation nach 
Restriktion 

ht23_T231E_S235E_3RA_S396E_S404E T231E, S235E, S262A, S324A, 
S356A, S396E, S404E 

Ligation nach 
Restriktion 

Ht40_4RE S262E, S293E, S324E, S356E ortsgerichtete 
Mutagenese 

K18_4RE S262E, S293E, S324E, S356E Amplifizierung 
spezifischer DNA-
Abschnitte 

K19_3RE S262E, S324E, S356E Amplifizierung 
spezifischer DNA-
Abschnitte 

 

 

3.3 Expression und Proteinreinigung der E-Mutanten  
 

Die Expression und Reinigung der Proteine erfolgte wie in Kapitel 2.2.5 – 2.2.8 

beschrieben nach dem modifizierten Protokoll nach Gustke et al., 1994. Die 

Plasmid-DNA wurde in den E. coli-Expressionsstamm BL21(DE3) transformiert. 

Mehrere Klone wurden im kleinen Maßstab auf ihre Expression nach Zugabe von 

IPTG kontrolliert. Die Herstellung der Proteine im präparativen Maßstab wurde in 

einem 10 L Fermenter durchgeführt. Der Zellaufschluss erfolgte mittels French 

Press und anschließender Hitzebehandlung. Durch anschließende Zentrifugation 
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konnte ein Großteil, der durch die Hitzebehandlung denaturierten, zellulären 

E. coli-Proteine abgetrennt werden. Während die denaturierten Proteine pelletiert 

wurden, befand sich das hitzestabile Tau-Protein im Überstand. Als erster 

Reinigungsschritt wurde eine Kationenaustauschchromatografie durchgeführt. 

Nach elektrophoretischer Auftrennung und Analyse geeigneter Proteinfraktionen 

wurden diese aufkonzentriert und für eine weitere Reinigung auf eine 

Gelfiltrationssäule aufgetragen. So gereinigte Proteine wurden für die folgenden 

Experimente eingesetzt. Exemplarisch sind in Abbildung 6 wie oben beschrieben 

gereinigte E-Mutanten nach elektrophoretischer Auftrennung abgebildet, die zur 

Untersuchung der Mikrotubuli-Bindung und PHF-Aggregation verwendet wurden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: E-Muta
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nten nach Aufreinigung durch Gelpermeations-Chromatografie und 
ftrennung mittels SDS-PAGE. Es wurde jeweils eine definierte 
en.  
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3. 4 Einfluss der E-Mutanten in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats des 
Proteins Tau 
 

Die in dieser Arbeit verwendeten Isoformen und Konstrukte sowie deren KXGE-

Mutanten sind in Abbildung 7 zusammengefasst. Um den Einfluss der E-Mutationen 

in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats zu untersuchen, wurden Experimente 

sowohl mit der längsten und kürzesten Isoform (ht40 und ht23) als auch mit den 

Konstrukten der Repeat-Domäne K18 und K19 durchgeführt. Der Einfluss der 

Mutationen auf die Sekundärstruktur wurde mit Hilfe von Circular-Dichroismus-

Spektroskopie (CD-Spektroskopie) und Fourier-Transformations-Infrarot-

Spektroskopie (FTIR-Spektroskopie) untersucht. Die Tau-Mikrotubuli-Interaktion, das 

Polymerisationsverhalten in Anwesenheit von verschiedenen Induktoren und die 

Morphologie der Filamente wurde für alle in Abbildung 7 dargestellten Tau-Mutanten 

untersucht. 
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Abbildung 7: Für die Polymerisation zu PHFs verwendete Isoformen und Konstrukte von Tau. Die 
längste humane Isoform ht40 enthält zwei N-terminale Einschübe (I1 und I2 = grau) sowie vier 
Repeats (1, 2, 3 und 4 = grün). Die kürzeste humane Isoform ht23 enthält keine N-terminalen 
Einschübe. Weiterhin fehlt der 2. Repeat. Das 4-Repeat-Konstrukt besteht aus den vier Repeats der 
Mikrotubuli-Bindings-Domäne. Das Konstrukt K19 besteht aus drei Repeats, der 2. Repeat fehlt. Die 
Serinreste der KXGS-Motive innerhalb der Repeats sind als Kasten (weiß) dargestellt. 
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3.4.1 Einfluss der E-Mutation innerhalb des KXGS-Motivs auf die Tau-
Mikrotubuli-Interaktion 
 

Die Fähigkeit des Tau-Proteins, Mikrotubuli zu binden und damit die Polymerisation 

von Tubulin zu Mikrotubuli zu fördern, beruht auf der Proteinstruktur in den drei (ht23) 

bzw. vier (ht40) Mikrotubuli-Bindungsbereichen, die als Repeats bezeichnet werden. 

Die Repeats weisen je ein KXGS-Motiv auf. Durch die physiologische 

Phosphorylierung der Serinreste in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats durch 

die MARK, wird das Tau-Protein von den Mikrotubuli abgelöst und damit die Dynamik 

der Mikrotubuli gewährleistet (Yoshida und Ihara, 1993; Biernat et al., 1999). Um den 

Einfluss der vollständigen Phosphorylierung zu imitieren und deren Wirkung auf die 

Mikrotubulus-Bindung und Polymerisation zu PHFs untersuchen zu können, wurden 

die Serine innerhalb dieser Motive durch punktuelle Mutagenese in 

Glutaminsäurereste umgewandelt. Die Simulation der Phosphorylierung durch 

Glutaminsäure ermöglicht die Analyse des Einflusses von einzelnen 

Phosphorylierungsstellen.  

 

 

3.4.1.1 Polymerisation von Mikrotubuli in Anwesenheit von Tau-E-Mutanten in 
den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats 
 

Der Einfluss der Phosphorylierung in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats 

wurde zunächst auf Basis der Isoformen ht23 und ht40 untersucht (Abb. 7). Dabei 

wurde der Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in zwei natürlich vorkommenden 

Isoformen untersucht.  

 

Der Wildtyp der längsten Isoform ht40 polymerisiert in einem sehr hohen Ausmaß 

(Abb. 8). Das erklärt sich dadurch, dass ht40_wt mit vier Repeats stark an Mikrotubuli 

binden kann, wogegen ht23_wt (kürzeste Isoform) nur drei Repeats besitzt, 

schwächer an Mikrotubuli bindet und eine geringere Stabilisierung der Mikrotubuli 

bewirkt (Gustke et al., 1994; Ackmann et al., 2000).  
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abelle 7: Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation von KXGE-Mutanten auf Basis der Isoformen ht23 
nd ht40 

 
au-Mutante Ausmaß der MT-

Polymerisation 
t1/2 
[sec] 

t1/2  
[x-fach] 

t40_wt 100% 57 1.0 
t40_4RE 4% 203 4.0 
t23_wt 100% 37 1.0 
t23_3RE 13% 337 10.0 
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Es zeigte sich, dass die KXGE-Mutanten sowohl auf der Basis der kürzesten Isoform 

(ht23) als auch auf der Basis der längsten Isoform (ht40) Mikrotubuli deutlich 

schlechter stabilisieren als die Wildtyp-Proteine (Tabelle 7). Die Umwandlung der 

KXGS-Motive in KXGE-Motive und die damit erreichte Imitation der vollständigen 

Phosphorylierung in den Repeats bewirkte eine nahezu vollständige Reduktion der 

Mikrotubuli-Polymerisation. In früheren Arbeiten wurden die Dissoziationskonstanten 

der Isoformen für die Bindung an Mikrotubuli auf 0.1 – 0.5 µM in Abhängigkeit der 

Isoform bestimmt. Es zeigte sich, dass die Bindungskapazität für 4-Repeat-Isoformen 

größer war, als die der 3-Repeat-Isoformen (Gustke et al., 1994; Ackmann et al., 

2000).  

 

 

3.4.2 Polymerisation von E-Mutanten im KXGS-Motiv zu PHFs 
 

Die Bildung von PHFs aus monomerem Tau kann durch Polyanionen beschleunigt 

werden. Das können Polysaccharide wie Heparin (Goedert et al., 1996), Peptide wie 

Polyglutamat (Friedhoff et al., 1998), Nukleinsäuren wie RNA (Kampers et al., 1996) 

oder auch Fettsäuren wie Arachidonsäure (Wilson et al., 1997) sein. All diese 

Induktoren sind durch ihre negative Ladung gekennzeichnet. Sie alle beeinflussen 

die Aggregation von Tau in Abhängigkeit der Konzentration von Polyanion und 

Protein. Dabei spielt auch das Verhältnis Protein zu Polyanion eine entscheidende 

Rolle. Für Heparin erwies sich ein Verhältnis von Protein zu Heparin von 4:1 am 

effektivsten (Friedhoff et al., 1998a).  

 

Die Kinetik der PHF-Bildung wurde in Anwesenheit des Fluoreszenzfarbstoffs 

Thioflavin S (ThS) photometrisch untersucht. Die Intensität der Fluoreszenz von 

Thioflavin S beruht auf der Interaktion des Farbstoffes an die gebildeten PHFs. Die 

Emission steigt proportional zum Ausmaß (Masse) der PHF-Aggregation (Friedhoff et 

al., 1998a) und wird nach Anregung bei 440 nm bei einer Emission von 510 nm 

gemessen. 



Ergebnisse                                                                                                                  52 

3.4.2.1 Kinetik der Aggregation von E-Mutanten auf Basis der Isoformen ht23 
und ht40 im KXGS-Motiv innerhalb der Repeats in Anwesenheit des Polyanions 
Heparin 
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bildung 9: Aggregation der E-Mutanten in den KXGS-Motiven in der Repeat-Domäne auf Basis der 
formen ht23 und ht40 in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 50 µM Protein und 12.5 µM 
parin 6000 eingesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten mit der 

andardabweichung als Fehlerbalken.  
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Der Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in den KXGS-Motiven innerhalb der 

Repeat-Domäne wurde auch in Hinblick auf Veränderungen im Aggregations-

verhalten mit Hilfe des Thioflavin S-Assays (Friedhoff et al., 1998a) untersucht. Die 

Aggregation wurde durch Zugabe von Heparin induziert. Dafür wurden die jeweiligen 

Proteine (50 µM) im Verhältnis 4:1 (Protein : Heparin) mit 12.5 µM Heparin gemischt 

und für eine Zeitdauer von 17 Tagen bei 37°C inkubiert.  

 

Die Fluoreszenzwerte zeigen einen deutlich unterschiedlichen Verlauf für die KXGE-

Mutanten und den jeweiligen Wildtyp. Beide KXGE-Mutanten (ht23_3RE und 

ht40_4RE) bilden zu einem geringen Ausmaß Aggregate. Die KXGE-Mutationen 

führen zu einer deutlichen Reduktion der Aggregation. Für ht23_3RE wurde eine 

Reduktion des Endsignals um 73% und für ht40_4RE eine Reduktion des Endsignals 

um 90% gemessen (siehe Tabelle 8). 

 
Tabelle 8: Parameter der Aggregation von KXGE-Mutanten mit Heparin 
 
Tau-Mutante Ausmaß des 

ThS-Signals 
t1/2 [T] t1/2  

x-fach 
ht23_wt 100% 5 1.0
ht23_3RE 27% 3 0.6
Ht40_wt 100% 8 1.0
Ht40_4RE 10% 0.3 0.1
 

 

3.4.2.2 Kinetik der Aggregation von E-Mutanten auf Basis der Isoformen ht23 
und ht40 im KXGS-Motiv innerhalb der Repeats in Anwesenheit der Fettsäure 
Arachidonsäure 
 

Es wurde untersucht, ob andere Polyanionen wie Mizellen der Fettsäure 

Arachidonsäure den gleichen Einfluss auf die Aggregation der KXGE-Mutanten 

haben (King et al., 2000; Barghorn und Mandelkow, 2002). Dafür wurden 4 µM 

Protein mit 75 µM Arachidonsäure für 3 Tage bei 37°C inkubiert und zu gewählten 

Zeitpunkten Aliquots für die Messung im ThS-Assay nach Friedhoff et al., (1998a) 

entnommen.  
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bbildung 10: ThS-Signal der E-Mutanten in den KXGS-Motiven in der Repeat-Domäne auf Basis 
er Isoformen ht23 und ht40 in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 4 µM Protein und 75 µM 
rachidonsäure eingesetzt. Die Aggregation wurde über eine Zeitdauer von 3 Tagen verfolgt. Diese 
utanten sind im EM als amorphe Aggregate sichtbar. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei parallelen 
xperimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.  

ür alle Proteine war das Ausmaß der maximalen Fluoreszenz in Gegenwart von 

rachidonsäure als polymerisationsfördernder Substanz schon nach 30 min erreicht. 

omit scheinen alle Proteine im Vergleich zum Ansatz mit Heparin (Abb. 9) mit 

rachidonsäure eine beschleunigte Aggregation zu zeigen. Das Signal ist aber nicht 

uf die Bildung von PHFs zurückzuführen, sondern vermutlich auf eine 
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Wechselwirkung zwischen Tau und der Mizellen-Oberfläche im frühen Stadium 

(Barghorn und Mandelkow, 2002; Necula et al., 2004). Nach 24 h sank das ThS-

Signal wieder ab. Elektronenmikroskopisch konnten nach 24 h weder für den Wildtyp 

noch für die KXGE-Mutanten Filamente nachgewiesen werden. Erst nach 3 Tagen 

konnten die Wildtypen ht23_wt und ht40_wt als Filamente dargestellt werden (siehe 

Abb. 11). Dabei ist zu bemerken, dass für ht23_wt nur sehr wenige Filamente 

gefunden wurden. Das stimmt mit den Daten früherer Arbeiten überein (King et al., 

2000; Barghorn und Mandelkow, 2002). Aus den Ansätzen der KXGE-Mutanten 

konnten nur amorphe Aggregate dokumentiert werden (siehe Abb. 11).  

 

 

3.4.3 Elektronenmikroskopie der Tau-Filamente von KXGE-Mutanten auf Basis 
der Isoformen ht23 und ht40  
 

Den PHF-Ansätzen wurden jeweils am Endpunkt Aliquots entnommen und diese 

elektronenmikroskopisch untersucht, um die Morphologie der Filamente zu 

überprüfen. Für die PHF-Ansätze mit dem Polyanion Heparin konnten für beide 

KXGE-Mutanten nur amorphe Aggregate dokumentiert werden. Der Wildtyp ht23 

zeigte die typische Morphologie der paarigen helikalen Filamente, wogegen ht40_wt 

neben paarigen helikalen Filamenten auch gerade Filamente (straight filaments) 

bildete (Abb. 11). 

 

Auch die Ansätze der PHF-Bildung mit der polymerisationsfördernden Substanz 

Arachidonsäure wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Die Wildtyp-Proteine 

ht40_wt und ht23_wt zeigen ausschließlich gerade Filamente (straight filaments), die 

zu Verklumpungen neigen (Abb. 11). Keine der KXGE-Mutanten zeigte paarige 

helikale Strukturen. Wie schon mit Heparin als PHF-Induktor wurden hier nur 

amorphe Aggregate für beide KXGE-Mutanten gebildet (Abb. 11). Exemplarisch sind 

ht40_wt und ht40_4RE dargestellt.  
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ng 11: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten Filamenten von 
 ht23_3RE, ht40_wt und ht40_4RE in Anwesenheit verschiedener Aggregationsinduktoren. 
en entspricht 100 nm. 
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3.4.4 Kinetik der Aggregation der KXGE-Mutanten von K18 und K19 in 
Gegenwart verschiedener Polyanionen 
 

Die KXGE-Mutationen sind ausschließlich in der Repeat-Domäne lokalisiert. Um den 

Einfluss der KXGE-Mutanten zu untersuchen, wurde die PHF-Bildung der in 

Abbildung 12 dargestellten Konstrukte in Gegenwart von verschiedenen 

Aggregationsinduktoren untersucht. 

 
 

K18_wt(M) K18_wt(M) 
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arstellung der Tau-Konstrukte zur Untersuchung der PHF-Bildung in Gegenwart 
regationsinduktoren. Die Tau-Konstrukte bestehen aus den drei (K19) bzw. vier 

gen Sequenzwiederholungsabschnitten, die als Repeats bezeichnet werden und für 
indung bedeutsam sind. Jedes Repeat enthält ein KXGS-Motiv. Die 
stellen in den KXGS-Motiven sind als Kasten (weiß) dargestellt. 

ntersuchung der löslichen KXGE-Konstrukte  

Arbeiten ist bekannt, dass lösliches monomeres Tau-Protein als 

andom coil) vorliegt (Cleveland et al., 1977; Schweers et al., 1994). 

echniken der Röntgen-Kleinwinkel-Streuung, CD-Spektroskopie und 

opie verwendet. Die löslichen Proteine der KXGE-Konstrukte wurden 

ektroskopie untersucht. Ein Maximum bei 1645 cm-1 lässt auf eine 

ekundärstruktur schließen (Surewicz et al., 1993). Eine eindeutig 

 aufgrund von FTIR-Spektren ist auf Basis der Amid-I-Bande nur für 
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β-Faltblatt-Strukturen möglich. Die für β-Faltblatt-Strukturen typischen Charakteristika 

(Absorption bei 1615 – 1635 cm-1) lassen sich von den Absorptionsmaxima anderer 

Sekundärstrukturelemente wie α-Helix und random coil (1640 – 1660 cm-1) 

unterscheiden (Surewicz et al., 1993). Monomere Tau-Proteine sind durch ein 

Maximum bei 1645 cm-1 gekennzeichnet. Die Amid-I-Bande der beiden KXGE-

Konstrukte (K18_4RE und K19_3RE) zeigt in beiden Fällen ein Maximum bei 

1645 cm-1.  
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3.4.6.1 Kinetik der Aggregation der KXGE-Mutanten von K18 und K19 in 
Gegenwart von Heparin 
 

Für die Untersuchung der Aggregation der KXGE-Mutanten auf Basis der Konstrukte 

K18 und K19 wurden jeweils 20 µM Protein mit 5 µM Heparin für 21 h bei 37°C 

inkubiert. Aus den Ansätzen wurden zu gewählten Zeitpunkten Aliquots entnommen 

und in Anwesenheit des Fluoreszenzfarbstoffes Thioflavin S gemessen. 
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bbildung 14: Aggregation der E-Mutanten in den KXGS-Motiven in der Repeat-Domäne auf Basis 
er Konstrukte K18 und K19 in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 20 µM Protein und 5 µM 
eparin 6000 eingesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten mit der 
tandardabweichung.  
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Für die E-Mutanten war über die gesamte Zeit nur eine sehr geringe Fluoreszenz 

messbar. Die Konstrukte K18_4RE und K19_3RE aggregieren im Vergleich zum 

Wildtyp-Protein nur zu einem geringen Ausmaß. Diese Ergebnisse bestätigen die 

Ergebnisse der KXGE-Mutanten auf Basis der Isoformen (Abb. 9) in Bezug auf die 

Aggregation. Die elektronenmikroskopische Kontrolle bestätigte die gemessenen 

Fluoreszenzdaten. Die Wildtyp-Konstrukte K18_wt und K19_wt zeigen die typische 

Morphologie. Exemplarisch sind die paarigen helikalen Filamente von K19_wt 

dargestellt (Abb. 17). Für beide KXGE-Konstrukte (K18_4RE und K19_3RE) konnten 

nur amorphe Aggregate dokumentiert werden (Abb. 17). Dass K18_wt ein geringeres 

Ausmaß als K19_wt in der PHF-Bildung zeigt, ist damit zu begründen, dass die 

Experimente unter oxidierenden Bedingungen durchgeführt wurden. Es ist bekannt, 

dass 3-Repeat-Isoformen und 3-Repeat-Konstrukte unter oxidierenden Bedingungen 

schneller und zu einem größeren Ausmaß aggregieren (Barghorn und Mandelkow, 

2002). 

 

 

3.4.6.2 Kinetik der Aggregation der KXGE-Mutanten von K18 und K19 in 
Gegenwart von Arachidonsäure 
 

Die Untersuchung der KXGE-Mutanten in Gegenwart der polymerisationsfördernden 

Substanz Arachidonsäure wurde wie auch schon die Untersuchung der KXGE-

Mutanten der Isoformen mit 4 µM Protein in Gegenwart von 75 µM Arachidonsäure in 

100 mM Tris/HCl-Puffer pH 6.8 über eine Zeitdauer von 30 h bei 37°C verfolgt.  

 

Im Gegensatz zu den Wildtyp-Konstrukten (K18_wt und K19_wt) zeigen die KXGE-

Konstrukte (K18_4RE und K19_3RE) nur eine geringe Fluoreszenz im ThS-Assay. 

Beide KXGE-Konstrukte (K18_4RE und K19_3RE) aggregieren nur zu einem sehr 

geringen Ausmaß, die K18_4RE-Mutante zeigt im Vergleich zu K19_3RE einen 

geringeren Effekt auf die Aggregation in Anwesenheit von Arachidonsäure. Die 

elektronenmikroskopische Kontrolle der Ansätze bestätigte die Fluoreszenz-

Messdaten mit Arachidonsäure. Die KXGE-Konstrukte bildeten amorphe Aggregate 

(siehe Abb. 17). 



Ergebnisse                                                                                                                  61 

 
Ab
Ko
Ar
ist
 

 

Di

üb

en

sin

ab
Zeit [min]
0 10 20 30 40 50

Fl
uo

re
sz

en
z

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

K18_wt

K19_wt

K18_4RE

K19_3RE

Aggregation

bildung 15: ThS-Signal der E-Mutanten in den KXGS-Motiven in der Repeat-Domäne auf Basis der 
nstrukte K18 und K19 in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 4 µM Protein und 75 µM 
achidonsäure eingesetzt. Die PHF-Bildung wurde über eine Zeitdauer von 30 h verfolgt. Dargestellt 
 der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten mit der Standardabweichung. 

ese Daten stimmen mit den für die Isoform-KXGE-Mutanten ermittelten Messdaten 

erein. Nach 3 Tagen weisen auch die KXGE-Mutanten auf Basis der 

tsprechenden Isoform (ht23 und ht40) eine deutlich geringere Fluoreszenz auf und 

d im Elektronenmikroskop als amorphe Aggregate anstelle von Filamenten 

gebildet (Abb. 11).  



Ergebnisse                                                                                                                  62 

3.4.6.3 Kinetik der Aggregation der KXGE-Mutante von K19 in Gegenwart von 
Poly-Glutamat 
 

In früheren Arbeiten (Kampers et al., 1999) konnte gezeigt werden, dass Poly-

Glutamat als Aggregationsinduktor zur PHF-Bildung verwendet werden kann. Auf 

Basis des Konstruktes K19 sollte auch dieser Aggregationsinduktor auf seine 

Fähigkeit untersucht werden, die Aggregation zu induzieren. In Vorversuchen wurde 

das optimale Verhältnis Protein:Poly-Glutamat (MW 13 600) ermittelt. Es erwies sich 

ein Verhältnis von 1:1 (Protein:Poly-Glutamat) als effektiv. Die Ansätze wurden für 

eine Zeitdauer von 17 Tagen bei 37°C in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8 inkubiert. 

Aus den Ansätzen wurden zu gewählten Zeitpunkten Aliquots entnommen und in 

Anwesenheit des Fluoreszenzfarbstoffes Thioflavin S gemessen.  

 

Das Fluoreszenzsignal für die KXGE-Mutante K19_3RE ist sehr gering. Es zeigt sich, 

dass das KXGE-Konstrukt K19_3RE nur zu einem sehr geringen Ausmaß im 

Vergleich zu K19_wt amorph aggregiert. Diese Daten bestätigen die Messdaten, die 

mit anderen Polyanionen wie Heparin (3.4.6.1) bzw. mit Arachidonsäure (3.4.6.2) 

gemessen wurden.  

 

In der elektronenmikroskopischen Kontrolle konnten keine Filamente für das 

Konstrukt K19_3RE gefunden werden (siehe Abb. 17). Die PHF-Bildung von KXGE-

Mutanten konnte weder mit den Aggregationsinduktor Heparin noch mit 

Arachidonsäure oder durch Poly-Glutamat induziert werden.  

 
Tabelle 9: Ausmaß der Aggregation der KXGE-Konstrukte in Anwesenheit verschiedener Induktoren 
 
Protein Heparin Arachidonsäure Poly-Glutamat 
K18_wt 100%   PHF                           100% n. u.
K18_4RE 10%  amorphe Aggregate    47% n. u.
K19_wt 100%  PHF                          100% 100%
K19_3RE 0%  amorphe Aggregate     35% 3%
 



Ergebnisse                                                                                                                  63 

 
A
d
G
D
 

 

3
v
 

D

e

A

u

s

e

E

A

Zeit [Tage]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Fl
uo

re
sz

en
z

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

K19_wt

K19_3RE

Aggregation

bbildung 16: PHF-Bildung der E-Mutanten in den KXGS-Motiven in der Repeat-Domäne auf Basis 
es Konstruktes K19 in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 30 µM Protein und 30 µM Poly-
lutamat eingesetzt. Die PHF-Bildung wurde über eine Zeitdauer von 17 Tagen gemessen. 
argestellt ist der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten mit der Standardabweichung. 

.4.7 Elektronenmikroskopie der PHF-Bildung der KXGE-Mutanten mit 
erschiedenen Aggregationsinduktoren 

ie Ansätze mit den verschiedenen Aggregationsinduktoren wurden 

lektronenmikroskopisch überprüft. Für die Aggregationsinduktoren Heparin, 

rachidonsäure und Poly-Glutamat lassen sich für die KXGE-Konstrukte K18_4RE 

nd K19-3RE nur amorphe Aggregate darstellen, die in Abbildung 17 dokumentiert 

ind. Die Wildtyp-Proteine aggregieren zu den typisch paarigen helikalen PHFs, mit 

iner Breite von 10 – 20 nm und einer axialen Periodizität von ca. 80 nm. 

xemplarisch sind K19_wt und K19_3RE in Anwesenheit verschiedener 

ggregationsinduktoren dargestellt. 
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bildung 17: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten Filamenten von 
9_wt und K19_3RE in Anwesenheit verschiedener Aggregationsinduktoren. Der Balken entspricht 
0 nm. 
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3.4.8 Inhibition der PHF-Bildung von K19_wt durch Zugabe von K19_3RE 
 

Aus den vorherigen Ergebnissen ergab sich die Frage, ob K19_3RE die PHF-Bildung 

von K19_wt hemmen kann. Das Protein zu Heparin Verhältnis von 4:1 wurde 

konstant für alle Ansätze eingesetzt, weil es sich nach Vorversuchen als optimal 

erwies. Für die Ansätze wurden je 40 µM K19_wt Protein mit 10 µM Heparin und 

zusätzlich verschiedenen (4 µM, 40 µM, 100 µM) K19_3RE-Konzentrationen in 100 

mM Tris/HCl-Puffer pH 6.8 gemischt und für 5 Tage bei 37°C inkubiert.  
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bbildung 18: Hemmung der PHF-Bildung von K19_wt (40 µM) durch verschiedene Konzentrationen 
on K19_3RE (4 µM, 40 µM, 100 µM) bei konstanter Heparinkonzentration (10 µM). Die Ansätze 
urden für 5 Tage in 100 mM Tris/HCl-Puffer pH 6.8 bei 37°C inkubiert. Dargestellt ist der Mittelwert 
us drei parallelen Experimenten mit der Standardabweichung. 

s zeigt sich, dass schon die Zugabe von 4 µM K19_3RE (K19_wt:K19_3RE 10:1) 

rote Kurve) das Ausmaß der PHF-Bildung von K19_wt um 40% reduziert. Werden 

eide Tau-Proteine in gleicher Konzentration eingesetzt (40 µM), ist das Ausmaß der 

olymerisation ebenfalls geringer als ohne Zugabe von K19_3RE (schwarze Kurve). 
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Die PHF-Bildung wird durch die Zugabe von K19_3RE um ca. 50% reduziert. Am 

deutlichsten wird der Unterschied, wenn die Konzentration von K19_3RE (100 µM) 

höher als die Konzentration von K19_wt (40 µM) ist (grüne Kurve). Wenn K19_3RE 

im Überschuss zugesetzt wird, ist die PHF-Bildung zu nahezu 100% reduziert. In 

Tabelle 10 sind die Veränderungen auf das Ausmaß der PHF-Bildung von K19_wt in 

Abhängigkeit von der Konzentration von K19_3RE dargestellt.  

 
Tabelle 10: Hemmung der PHF-Bildung von K19_wt durch K19_3RE 

 
Tau-Mutante Ausmaß der 

PHF-Bildung 
Verhältnis 
K19_wt:K19_3RE 

K19_wt (40 µM) 100%
K19_wt (40 µM)/ 
K19_3RE (4 µM) 

62% 10:1

K19_wt (40 µM)/ 
K19_3RE (40 µM) 

51% 1:1

K19_wt (40 µM)/ 
K19_3RE (100 µM) 

1% 1:2.5

 

 

3.4.9 PHF-Bildung von K19_wt in Anwesenheit von K19_3RE bei variabler 
Heparinkonzentration 

 

Aus den vorherigen Ergebnissen ergab sich die Frage, ob die Bindung an Heparin 

durch die Einführung der E-Mutationen in den KXGS-Motiven beeinflusst wird. Das 

Verhältnis von K19_wt-Protein (40 µM) zu K19_3RE-Protein (100 µM) wurde 

konstant im Verhältnis 1:2.5 eingesetzt. Die Ansätze variierten in ihren 

Heparinkonzentrationen (10 µM, 22.5 µM und 35 µM) und wurden für 10 Tage bei 

37 °C in 100 mM Tris/HCl-Puffer pH 6.8 inkubiert. 

 

Mit 10 µM Heparin ist die PHF-Bildung sehr gering. Mit 22.5 µM steigt die PHF-

Bildung an. Bei weiterer Erhöhung der Heparinkonzentration auf 35 µM ist eine 

weitere Zunahme des ThS-Signals zu verzeichnen (Abb. 19). Diese Ergebnisse und 

die Daten mit verschiedenen Konzentrationen an K19_3RE bei konstanter 

Heparinkonzentration (siehe 3.4.8) führen zu dem Schluss, dass durch die KXGE-

Mutationen die Bildung von PHFs des Wildtyp-Konstruktes inhibiert wird (siehe Abb. 

18). Die Daten, die durch Zugabe variabler Heparinkonzentrationen bei konstantem 
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Proteinverhältnis gemessen wurden, weisen darauf hin, dass die PHF-Bildung 

gehemmt wird und dass die E-Mutationen in den KXGS-Motiven keinen Einfluss auf 

die Bindung des Polyanions Heparin haben, da die PHF-Bildung des K19-Wildtyp-

Proteins durch Erhöhung der Heparinkonzentration wieder zunimmt, jedoch nicht im 

gleichen Ausmaß wie K19_wt ohne Zugabe von K19_3RE. Die Hemmung der PHF-

Bildung von K19_wt bei niedrigeren Konzentrationen an Heparin ist vermutlich damit 

zu erklären, dass durch K19_3RE das Polyanion Heparin gebunden wird, und damit 

nicht mehr als Induktor zur PHF-Bildung für K19_wt zur Verfügung steht.  

 

A
v
1
p

bbildung 19: PHF-Bildung von K19_wt (40 µM) in Anwesenheit von K19_3RE (100 µM) bei 
erschiedenen Konzentrationen an Heparin (10 µM, 22.5 µM und 35 µM). Die Ansätze wurden für 
0 Tage in 100 mM Tris/HCl-Puffer pH 6.8 bei 37°C inkubiert. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei 
arallelen Experimenten mit der Standardabweichung. 
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3.5 Einfluss von E-Mutanten des Tau-Proteins in den flankierenden Regionen 
der Repeats 
 

Innerhalb des Tau-Proteins gibt es 30 verschiedene Stellen, die durch 

Phosphorylierung posttranslational modifiziert werden können. Das Protein ist u. a. 

Substrat von Prolin-gerichteten Kinasen wie der MAPK, GSK3ß oder CDK5, welche 

zusätzliche Phosphorylierungen in der P2-Region und der C-terminal flankierenden 

Region der Repeat-Domäne verursachen (siehe Abb. 4). Um herauszufinden, 

welchen Einfluss diese Phosphorylierungsstellen auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion 

oder die Aggregation haben, wurden Pseudo-Phospho-Mutanten als Einzel-, Doppel- 

und Kombinationsmutanten der Phosphorylierungsstellen hergestellt, die durch die 

Alzheimer-typischen Antikörper erkannt werden.  

 

In diesen Mutanten sind die jeweiligen Stellen zu 100% modifiziert, während sich 

durch Phosphorylierung von Tau mit Kinasen nur deutlich geringere 

Phosphorylierungsgrade (bis zu 40%) erreichen lassen. 

 

 

3.5.1 Einfluss der Phosphorylierungsimitationen in der P2-Region 
 

In Abbildung 20 sind die verwendeten E-Mutanten dargestellt. Für die 

Untersuchungen des Einflusses der E-Mutationen in den die Repeats flankierenden 

Bereichen wurden Experimente sowohl in Bezug auf den Einfluss der eingeführten 

Mutation auf die Sekundärstruktur (Circular-Dichroismus-Spektroskopie), die 

Fähigkeit Mikrotubuli zu stabilisieren, als auch auf das Polymerisationsverhalten zu 

PHFs in Anwesenheit des Aggregationsinduktors Heparin und die Morphologie im 

Elektronenmikroskop durchgeführt.  
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ildung 20: Für die Polymerisation zu PHFs verwendete Isoform ht23 und E-Mutanten von Tau. 
kürzeste Tau-Isoform ht23 enthält weder N-terminale Einschübe, noch den 2. Repeat. Die 
ats sind in grün dargestellt. Die Prolin-reichen Bereiche P1 und P2 sind in blau dargestellt. Die 
P-Stellen in der C-terminalen Region sind in weiß abgebildet.  

1.1 CD-Spektroskopie 

Sekundärstrukturanteile wurden mittels CD-Spektroskopie untersucht. Für alle 

-E-Mutanten wurden deshalb wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben 

ulardichroismus Spektren aufgenommen und diese auf Anzeichen von 

kturmerkmalen untersucht. Exemplarisch sind in Abbildung 21 die CD-Spektren 

 ht23_wt, ht23_S235E und ht23_3RE dargestellt. 
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ng 21: Exemplarisch dargestellte CD-Kurven der Proteine ht23_wt, ht23_S235E und 
E. Die eingeführten E-Mutationen bewirken keine Änderung der Sekundärstruktur. 
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Die Messungen ergeben, dass durch die eingeführten E-Mutationen keine Änderung 

der Konformation ausgelöst wird. Alle Kurven gleichen dem Wildtyp, der die 

typischen Charakteristika eines Zufallsknäuels (random coil, Minimum bei 195 nm; 

Maximum bei 212 nm) aufweist.  

 

 

3.5.1.2 Polymerisation von Mikrotubuli in Anwesenheit von Tau-E-Mutanten in 
der P2-Region 
 

Die Polymerisation von Mikrotubuli (30 µM) in Anwesenheit von Tau-E-Mutanten (5 

µM) wurde in 100 mM Na-Pipes-Puffer pH 6.8, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1 mM 

DTT, 1 mM GTP gemessen. Die Reaktion wurde durch den Temperatursprung von 

4°C auf 37°C gestartet. Die Absorption wurde bei 350 nm spektroskopisch verfolgt. 

 

Die E-Mutationen in der P2-Region zeigen nur eine Abschwächung der Mikrotubuli-

Polymerisation. Die ht23_T231E-Mutante zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine 

geringfügige Abnahme der Polymerisation von ca. 15%. Die ht23_T231E_S235E-

Doppelmutante und die Einzelmutante ht23_S235E zeigen im Vergleich zum Wildtyp 

keine signifikante Veränderung im Ausmaß der Polymerisation von Mikrotubuli (siehe 

Tabelle 11).  

 

Für die ht23_S235E-Einzel-Mutante ist die Zeit zum Erreichen der halbmaximalen 

Polymerisation t1/2 verdoppelt. Der Wert t1/2 für die ht23_T231E_S235E-Doppel-

Mutante ist verdreifacht (siehe Tabelle 11). Die ht23_T231E-Einzelmutante hat in 

Bezug auf t1/2 nur einen geringen Einfluss (1.5-fach) auf die Mikrotubuli-

Polymerisation. Abschließend kann man sagen, dass die Pseudo-

Phosphorylierungen an den SP/TP-Stellen T231 und S235 den Einfluss auf die 

Polymerisation der Mikrotubuli nicht wesentlich reduziert. 
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ung 22: Polymerisationskurven von Mikrotubuli in Anwesenheit von E-Mutanten in der P2-
 auf Basis der Isoform ht23. Die Polymerisationskurven für 30 µM Tubulin in Anwesenheit von 5 
u in 100 mM Na-Pipes pH 6.9, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1 mM DTT, 1 mM GTP wurden mit 
Photometer bei konstanter Wellenlänge (350 nm) über die Zeitdauer von 8 min aufgenommen. 
aktion wurde durch einen raschen Temperatursprung von 4°C auf 37°C gestartet. Dargestellt ist 

ttelwert aus drei parallelen Experimenten; die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. 

e 11: Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation der E-Mutanten in der P2-Region  

Mutante Ausmaß der MT-
Polymerisation 

t1/2 [sec] t1/2  
[x-fach] 

_wt 100% 37.5 1.0 
_T231E 86% 54 1.5 
_S235E 100% 73 2.0 
_T231E_S235E 95% 106 3.0 
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3.5.1.3 Kinetik der PHF-Bildung von ht23-E-Mutanten in der P2-Region 
 

Der Einfluss der imitierten Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen auf 

die Aggregation von Tau wurde in Anwesenheit des Aggregationsinduktors Heparin 

untersucht. Die Messung der E-Mutanten in der P2-Region auf Basis der Isoform 

ht23 wurde in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8 für eine Zeitdauer von 17 Tagen 

durchgeführt. Es wurden je 50 µM Protein eingesetzt und Protein zu Heparin im 

Verhältnis 4:1 gegeben. Das Ausmaß der PHF-Aggregation wurde in Anwesenheit 

des Fluoreszenzfarbstoffs Thioflavin S gemessen. 

 

Die Einzelmutanten ht23_T231E und ht23_S235E zeigen im Vergleich zu ht23_wt 

eine Reduktion des Endsignals (ht23_T231E um etwa 55%, ht23_S235E um etwa 

42%). Die Doppelmutante ht23_T231E_S235E verhält sich in Bezug auf ihre 

Aggregationseigenschaft vergleichbar zu ht23_wt (Abb. 23). Die Wirkung der 

ht23_T231E-Mutante beschränkt sich auf eine Reduktion des 

Aggregationsausmaßes. Die Einzelmutante ht23_S235E erreicht zwar nur etwa 40% 

des Endsignals im Vergleich zum Wildtyp, aggregiert aber 5-mal schneller als der 

Wildtyp. Das weist auf eine schnellere Nukleation hin. Die Daten sind in Tabelle 12 

zusammengefasst. Es wird deutlich, dass der Effekt uneinheitlich und nicht additiv ist.  

 
Tabelle 12: Parameter der PHF-Bildung von E-Mutanten in der P2-Region 
 
Tau-Mutante Ausmaß der 

PHF-Bildung 
t1/2 [T] t1/2  

x-fach 
ht23_wt 100% 5 1.0
ht23_T231E 45% 4 0.8
ht23_S235E 58% 1 0.2
ht23_T231E_S235E 88% 3 0.6
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 23: PHF-Polymerisation der E-Mutanten in der P2-Region auf Basis der Isoform ht23 in 
is/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 50 µM Protein und 12.5 µM Heparin 6000 eingesetzt. 
 ist der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen die 
weichung. 
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3.5.1.4 Morphologie der Tau-Filamente aus E-Mutanten an den SP/TP-Stellen in 
der P2-Region 
 
Die Ansätze der PHF-Kinetik von ht23_wt und den E-Mutanten in der P2-Region 

wurden anschließend auf ihre Morphologie elektronenmikroskopisch kontrolliert. 

Dazu wurden aus den Ansätzen der PHF-Kinetik am Endpunkt Aliquots entnommen 

und auf Kohlefilm-beschichteten Kupernetzen mit Uranylacetat negativ gefärbt. Dabei 

sollte untersucht werden, ob die Filamente auch in ihrer Morphologie dem Wildtyp 

entsprechen. Für ht23_wt und dessen E-Mutanten in der P2-Region gilt, dass sie die 

für paarige helikale Filamente typischen Merkmale (Breite: 10-20 nm, axiale 

Periodizität: ca. 80 nm) zeigen (Abb. 24). Dabei zeigt die ht23_S235E-Mutante kurze 

Filamente (zwischen 300-400 nm). Das weist auf eine schnelle Nukleation hin (Abb. 

23), dadurch kommt es zur Ausbildung kürzerer Filamente. Die Filamente der 

Doppel-E-Mutante ht23_T231E_S235E sind sehr dünn (Breite: 10 nm), weisen aber 

auch die paarig helikale Struktur auf. 
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24: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten Filamenten von 
 E-Mutanten in der P2-Region. Der Balken entspricht 100 nm. 
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3.5.2 Einfluss der E-Mutanten in der C-terminalen Region 
 

Für die PHF-Bildung mit dem Induktor Heparin werden bei den E-Mutanten im C-

terminalen Bereich keine wesentlichen Veränderungen beobachtet (Abb. 26). Von 

besonderem Interesse ist die Rolle der C-terminalen Domäne, weil es in der Literatur 

Hinweise gibt, dass diese Domäne sich auf die Repeat-Domäne rückfalten kann und 

damit die Aggregation und Wechselwirkung mit Mikrotubuli beeinflusst (Abraha et al., 

2000; Binder et al., 2005). 

 

In den hier dargestellten Daten kann gezeigt werden, dass die Pseudo-

Phosphorylierungen am C-Terminus einen abschwächenden Effekt auf die 

Polymerisation der Mikrotubuli haben. Die Aminosäure Serin 422 nimmt eine 

Sonderstellung ein. Im Einzelnen zeigen sich folgende Ergebnisse für die 

ht23_S422E-Mutante. Es wird eine Reduktion der Polymerisation von Mikrotubuli in 

Anwesenheit dieser Mutanten um 30% gemessen (Abb. 25). Die PHF-Bildung mit 

dem Induktor Heparin ist um 13% reduziert. Die elektronenmikroskopisch überprüften 

Filamente zeigen eine gekrümmte Morphologie (Abb. 27).  

 

 

3.5.2.1 Polymerisation von Mikrotubuli in Anwesenheit von Tau-E-Mutanten in 
der C-terminalen Region 
 

Die Mikrotubuli-Polymerisation (30 µM) wurde in Anwesenheit von Tau-E-Mutanten 

(5 µM) in 100 mM Na-Pipes-Puffer pH 6.8, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1 mM DTT, 1 

mM GTP gemessen. Durch den Temperatursprung von 4°C auf 37°C wurde die 

Reaktion gestartet. Die Absorption wurde bei 350 nm photometrisch gemessen.  

 

In Anwesenheit der ht23_S396E-Mutante ist die Mikrotubuli-Polymerisation um ca. 

30% reduziert. Die ht23_S396E_S404E-Doppelmutante bewirkt eine Reduktion der 

Mikrotubuli-Polymerisation um 27%. Für die Mutationen an der Aminosäure Serin 

422 ist eine Reduktion der Polymerisationrate von Mikrotubuli von 41% zu 

verzeichnen. Während die Einzelmutanten ht23_S396E und ht23_S422E eine starke 

Reduktion der Mikrotubuli-Polymerisation bewirken, bildet die ht23_S404E-

Einzelmutante eine Ausnahme der untersuchten Mutanten in der C-terminalen 
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Region. Die ht23_S404E-Mutante bewirkt eine geringe Verbesserung der 

Mikrotubuli-Polymerisation (12%), während die anderen E-Mutanten in der C-

terminalen-Region eine Abschwächung der Tau-Mikrotubuli-Interaktion bewirken. 

 

Die Zeit für die halbmaximale Polymerisation von Mikrotubuli ist für die E-Mutanten 

ht23_S404E und ht23_S396E_S404E um etwa das Doppelte verlängert. Für die 

ht23_S422E-Mutante ist die Zeit sogar verdreifacht. Nur die ht23_S396E-Mutante 

zeigt einen dem Wildtyp vergleichbaren t1/2 –Wert. 

 

Das Ausmaß der Polymerisation wird durch die E-Mutation in der C-terminalen 

Region um mehr als 25% reduziert (Tabelle 13). Die Imitierung der 

Phosphorylierungen der SP/TP-Motive in der C-terminalen Region hat einen deutlich 

größeren reduzierenden Effekt im Vergleich zu den E-Mutationen in der P2-Region 

auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion (letztere zeigen nur eine Reduktion von ca. 15%). 

 
 Tabelle 13: Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation der E-Mutanten in der C-terminalen Region  
 
Tau-Mutante Ausmaß der MT-

Polymerisation 
t1/2 [sec] t1/2  

[x-fach] 
ht23_wt 100% 37.5 1.0
ht23_S396E 71% 53 1.4
ht23_S404E 112% 84 2.3
ht23_S422E 59% 114 3.0
ht23_S396E_S404E 73% 82 2.2
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ildung 25: Polymerisationskurven von Mikrotubuli in Anwesenheit von E-Mutanten in der C-
inalen Region auf Basis der Isoform ht23. Die Polymerisationskurven für 30 µM Tubulin in 
esenheit von 5 µM Tau in 100 mM Na-Pipes pH 6.9, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1 mM DTT, 1 
GTP wurden mit einem Photometer bei konstanter Wellenlänge (350 nm) über die Zeitdauer von 8 
aufgenommen. Die Reaktion wurde durch einen raschen Temperatursprung von 4°C auf 37°C 
artet. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten; die Fehlerbalken zeigen die 
dardabweichung. 
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3.5.2.2 Kinetik der PHF-Bildung der ht23-E-Mutanten in der C-terminalen Region 
 

Die E-Mutanten in der C-terminalen-Region von ht23 wurden auf ihre PHF-

Bildungseigenschaft in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8 für eine Zeitdauer von 17 

Tagen untersucht. Das Verhältnis Protein zu Heparin betrug 4:1, wobei die 

eingesetzte Proteinkonzentration je 50 µM betrug. Das Ausmaß der PHF-Bildung 

wurde in Anwesenheit des Fluoreszenzfarbstoffs Thioflavin S gemessen. 
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ng 26: PHF-Bildung der E-Mutanten in der C-terminalen Region auf ht23-Basis in 100 mM 
l-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 50 µM Protein und 12.5 µM Heparin 6000 eingesetzt. Dargestellt 
ittelwert aus drei parallelen Experimenten mit der Standardabweichung.  
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Die Einzelmutante ht23_S396E zeigt eine verringerte PHF-Bildung. Diese Mutante 

bewirkt eine Reduktion des Thioflavin S-Endwertes um 30% im Vergleich zu ht23_wt. 

Dagegen bewirkt die Einzel-E-Mutante ht23_S404E eine Erhöhung des Thioflavin S-

Signals um 20% verglichen mit ht23_wt. Das Ausmaß der PHF-Aggregation der 

Doppel-Mutante ht23_S396E_S404E entspricht dem des Wildtyps. Dabei aggregiert 

die ht23_S396E_S404E-Doppelmutante fast doppelt so schnell wie der Wildtyp. Der 

Einfluss der Aminosäure Serin 422 ist gering. Die Mutation des Serins 422 in 

Glutaminsäure bewirkt nur eine moderate Reduktion des Thioflavin S-Signals (13%).  

 
Tabelle 14: Parameter der PHF-Bildung von E-Mutanten in der C-terminalen Region 
 
Tau-Mutante Ausmaß der 

PHF-Bildung 
t1/2 [T] t1/2  

x-fach 
ht23_wt 100% 5 1.0
ht23_S396E 72% 4 0.8
ht23_S404E 120% 6 1.2
ht23_S422E 87% 5 1.0
ht23_S396E_S404E 91% 3 0.6
 

 

3.5.2.3 Morphologie der Tau-Filamente aus E-Mutanten in der C-terminalen 
Region 
 

Den Ansätzen der PHF-Kinetik wurden Aliquots entnommen, um die ThS-Messdaten 

zu überprüfen und die Morphologie der gebildeten Filamente 

elektronenmikroskopisch zu untersuchen. Im Gegensatz zur P2-Region ergeben sich 

für die Morphologie der Filamente in der C-terminalen Region deutliche 

Unterschiede. 

 

Die ht23_S396E-Mutante zeigt dem Wildtyp vergleichbare Filamente, die den typisch 

paarigen helikalen Filamenten gleichen (Abb. 27). Die Filamente der ht23_S404E-

Mutante unterscheiden sich in Länge und Struktur. Diese Mutante bildet vorrangig 

gerade Filamente (Breite: 15 nm) die besonders lang sind und zur Verklumpung 

neigen. Auch die ht23_S396E_S404E-Doppelmutante tritt vorrangig in Form von 

geraden Filamenten auf, die auffällig lang und zu Bündeln formiert sind (Abb. 27). Die 

Filamente der ht23_S422E-Mutante weisen zwar die typische Struktur der paarigen 
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helikalen Filamente auf, sind aber dünn (ca. 10 nm) und neigen zu gekrümmter 

Form.  
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 27: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten Filamenten von 
d E-Mutanten in der C-terminalen Region. Der Balken entspricht 100 nm. 

mbination der E-Mutationen in den flankierenden Regionen der 
 und der KXGS-Motive innerhalb der Repeats 

kannt, dass die Phosphorylierung von Tau in den KXGS-Motiven das Protein 

Mikrotubuli ablöst (Biernat et al., 1993). Deshalb sollten im Folgenden die 

tionen von verschiedenen E-Mutanten untersucht werden. 
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3.5.3.1 Polymerisation von Mikrotubuli in Anwesenheit von Mehrfach-E-
Mutanten des Proteins Tau 
 

Die Polymerisation von Mikrotubuli (30 µM) in Anwesenheit von Tau-E-Mutanten (5 

µM) wurde in 100 mM Na-Pipes-Puffer pH 6.8, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1 mM 

DTT, 1 mM GTP gemessen. Der Start der Reaktion erfolgte durch den 

Temperatursprung von 4°C auf 37°C. Photometrisch wurde die Absorption bei 350 

nm gemessen. 
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ildung 28: Polymerisationskurven von Mikrotubuli in Anwesenheit von Mehrfach-E-Mutanten von 
. Die MT-Polymerisation wurde für 30 µM Tubulin in Anwesenheit von 5 µM Tau in 100 mM Na-
s pH 6.9, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1 mM DTT, 1 mM GTP bei konstanter Wellenlänge (350 
 über die Zeitdauer von 8 min gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei parallelen 
erimenten; die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. 
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Wie schon im Abschnitt 3.4.1.1 beschrieben, bewirken die Mutationen der Serine 

262, 324 und 356 innerhalb der KXGS-Motive in Glutaminsäurereste eine Reduktion 

der Mikrotubuli-Polymerisation um mehr als 85%. Die Mehrfach-Mutante 

ht23_3RE_S396E_S404E zeigt eine vergleichbare Stabilisierung von Mikrotubuli wie 

die ht23_3RE-Mutante (Reduktion um 87%). Im Vergleich zu ht23_wt ist die 

Mikrotubuli-Polymerisation um 83% reduziert. Die halbmaximale Mikrotubuli-

Polymerisation wird erst nach der sechsfachen Zeit erreicht. Diese extreme 

Reduktion der Mikrotubuli-Polymerisation ist auf den Einfluss der E-Mutationen in 

den KXGS-Motiven in den Repeats zurückzuführen.  

 

Die Kombination der E-Mutationen im Bereich der KXGS-Motive innerhalb der 

Repeats, bewirkt eine nahezu vollständige Reduktion der Mikrotubuli-Polymerisation. 

Das Ergebnis ist konsistent mit der Wirkung der entsprechenden 

Phosphorylierungsstellen (Biernat et al., 1993; Illenberger et al., 1996). 

 
Tabelle 15: Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation der Mehrfach-E-Mutanten im C-terminalen 
Bereich 
 
Tau-Mutante Ausmaß der MT-

Polymerisation 
t1/2 
[sec] 

t1/2  
[x-fach] 

ht23_wt 100% 37.5 1.0 
ht23_S396E_S404E 73% 82 2.2 
ht23_3RE 13% 338 9.0 
ht23_3RE_S396E_S404E 17% 241 6.4 
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Wie im Methodenteil beschrieben wurde die Tau-Mikrotubuli-Interaktion für die 

Doppel-E-Mutanten ht23_T231E_S235E und ht23_S396E_S404E sowie die 

Vierfach-E-Mutante ht23_T231E_S235E_S396E_S404E gemessen. 
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ung 29: Polymerisationskurven von Mikrotubuli in Anwesenheit von Mehrfach-E-Mutanten in 
-Region in Kombination mit der C-terminalen Region auf Basis der Isoform ht23. Die 
risationskurven für 30 µM Tubulin in Anwesenheit von 5 µM Tau in 100 mM Na-Pipes pH 6.9, 1 
TA, 1 mM MgSO4, 1 mM DTT, 1 mM GTP wurden mit einem Photometer bei konstanter 

länge (350 nm) über die Zeitdauer von 8 min aufgenommen. Die Reaktion wurde durch einen 
n Temperatursprung von 4°C auf 37°C gestartet. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei 
len Experimenten; die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. 
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Die Mikrotubuli-Polymerisation der ht23_T231E_S235E-Doppelmutante ist mit dem 

Wildtyp vergleichbar. Dagegen bewirkt die ht23_S396E_S404E-Doppelmutante eine 

Reduktion der Mikrotubuli-Polymerisation um 27%, verglichen mit ht23_wt. Die 

Kombination der E-Mutationen in der P2- und C-terminalen Region bewirkt eine 

Reduktion der Mikrotubuli-Polymerisation für die ht23_T231E_-

S235E_S396E_S404E-Mutante um 28% im Vergleich zu ht23_wt. Die Zeit bis zum 

Erreichen der halbmaximalen Polymerisation ist für alle drei Mutanten 

(ht23_T231E_S235E, ht23_S396E_S404E, ht23_T231E_S235E_-S396E_S404E) im 

Vergleich zum Wildtyp etwa verdoppelt.  

 

Auch hier wird der größere Einfluss der E-Mutationen an den SP/TP-Stellen in der C-

terminalen Region im Vergleich zu den SP/TP-Stellen in der P2-Region auf die Tau-

Mikrotubuli-Interaktion deutlich. 

 
Tabelle 16: Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation der Mehrfach-E-Mutanten in den flankierenden 
Bereichen 
 
Tau-Mutante Ausmaß der MT-

Polymerisation 
t1/2 
[sec] 

t1/2  
[x-fach] 

ht23_wt 100% 37.5 1.0 
ht23_T231E_S235E 95% 106 3 
ht23_S396E_S404E 73% 82 2.2 
ht23_T231E_S235E_S396E_S404E 72% 74 2.0 
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3.5.3.2 Kinetik der PHF-Bildung von Mehrfach-E-Mutanten auf ht23-Basis 
 
3.5.3.2.1 Kombination der E-Mutationen in der P2– und der C-terminalen Region 

 

Die PHF-Polymerisation der Mehrfach-E-Mutanten in der P2- und der C-terminalen-

Region auf Basis der Isoform ht23 wurde in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8 für eine 

Zeitdauer von 17 Tagen gemessen. Es wurden je 50 µM Protein eingesetzt. Das 

Verhältnis Protein zu Heparin betrug 4:1. Durch den Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin S 

wurde das Ausmaß der PHF-Bildung gemessen. 

 

Das Ausmaß der ThioflavinS-Fluoreszenz am Ende der Messung für die Doppel-E-

Mutanten ht23_T231E_S235E und ht23_S396E_S404E sind mit dem ThS-Signal von 

ht23_wt vergleichbar. Für diese Kombinationen der E-Mutationen ergeben sich nur 

moderate Veränderungen im ThS-Endsignal (10%). Auch für die Kombination der 

Doppel-Mutanten ht23_T231E_S235E_S396E_S404E ist das ThS-Signal mit dem 

von ht23_wt vergleichbar. Die Zeit bis zum Erreichen der halbmaximalen Aggregation 

ist für die Doppelmutanten ht23_T231E_S235E und ht23_S396E_404E um knapp 

die Hälfte verkürzt. 

 
Tabelle 17: Parameter der PHF-Bildung von kombinierten E-Mutanten in den flankierenden Bereichen 
 
Tau-Mutante Ausmaß der 

PHF-Bildung 
t1/2 [T] t1/2  

x-fach 
ht23_wt 100% 5 1.0 
ht23_T231E_S235E 88% 3 0.6 
ht23_S396E_S404E 91% 3 0.6 
ht23_T231E_S235E_S396E_S404E 99% 6 1.2 
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ung 30: PHF-Bildung der Doppel-SP/TP-E-Mutanten in der P2- und C-terminalen Region auf 
asis in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 50 µM Protein und 12.5 µM Heparin 6000 
etzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten mit der 
rdabweichung. 



Ergebnisse                                                                                                                  88 

3.5.3.3 Morphologie der Filamente aus kombinierten E-Mutanten der SP/TP-
Stellen 

 

Während die ht23_S396E_S404E-Mutante (C-terminale Region) lange, gerade 

Filamente bildet, die sich zu Bündeln formieren (Abb. 27), weisen die dünnen 

Filamente (10 nm) der ht23_T231E_S235E-Mutante (P2-Region) die typische 

paarige helikale Struktur auf (Abb. 24). Die Gestalt der Filamente der 

ht23_T231E_S235E_S396E_S404E kombinierten E-Mutante, die E-Mutationen in 

den SP/TP-Stellen sowohl in der P2- als auch in der C-terminalen Region aufweist, 

gleicht morphologisch eher den Filamenten der ht23_T231E_S235E-Doppel-E-

Mutante in der P2-Region. Die Filamente sind dünn (10 nm) und zeigen die paarige 

helikale Struktur. Die Filamente der ht23_T231E_S235E_S396E_S404E-Mutante 

neigen zu Verklumpungen (Abb. 35). Neben kurzen Filamenten werden auch lange 

dünne paarige helikal geformte Filamente gefunden. Die Morphologie der Filamente 

der Doppel-E-Mutanten unterscheidet sich somit deutlich voneinander. 
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3.5.3.4 Kombination der E-Mutationen in der P2–Region und den KXGS-Motiven 
innerhalb der Repeats 

 

Die PHF-Bildung der Mehrfach-E-Mutanten in der P2-Region in Kombination mit den 

E-Mutationen in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats auf Basis der Isoform 

ht23 wurde in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8 für eine Zeitdauer von 17 Tagen 

verfolgt. Dabei wurden je 50 µM Protein und ein Verhältnis von 4:1 für Protein zu 

Heparin eingesetzt. Das Ausmaß der PHF-Bildung wurde durch die Anlagerung des 

Fluoreszenzfarbstoffs Thioflavin S gemessen. 

 

Wie schon für die ht23_T231E-Einzelmutante eine Reduktion des Thioflavin S -

Endsignals um 55% im Vergleich zum Wildtyp zu beobachten ist, zeigt auch die 

ht23_T231E_3RE-Mutante eine Reduktion des Endwertes um 65% im Vergleich zu 

ht23_wt. 

 

Dabei hat die Einzelmutation am Threonin 231 in Glutaminsäure keine Auswirkungen 

auf das Erreichen der halbmaximalen Aggregationszeit von ht23_T231E (Tabelle 18). 

Die gleiche Mutation an Threonin 231 in Kombination mit E-Mutationen an den 

Serinen 262, 324 und 356 in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats bewirkt eine 

Erhöhung der halbmaximalen Aggregationszeit auf etwa das 2-fache für die 

ht23_T231E_3RE-Mutante, wobei eine Lag-Phase von 7 Tagen zu verzeichnen ist, 

was auf eine Inhibition der Nukleation hindeutet.  

 
Tabelle 18: Parameter der PHF-Bildung von kombinierten E-Mutanten in der P2-Region und den 
Repeats 
 
Tau-Mutante Ausmaß der 

PHF-Bildung 
t1/2 [T] t1/2  

x-fach 
ht23_wt 100% 5 1.0 
ht23_T231E 45% 4 0.8 
ht23_T231E_3RE 35% 11 2.2 
ht23_3RE 27% 3 0.6 
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ng 31: PHF-Bildung der kombinierten E-Mutanten an den SP/TP-Stellen in der P2-Region und 
GS-Motiven innerhalb der Repeats auf ht23 Basis in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es 
 je 50 µM Protein und 12.5 µM Heparin 6000 eingesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei 
n Experimenten mit der Standardabweichung.  
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3.5.3.4.1 Morphologie der kombinierten E-Mutationen in der P2–Region und den 
KXGS-Motiven innerhalb der Repeats 
 

Die Filamente aus den PHF-Ansätzen wurden elektronenmikroskopisch überprüft. 

Die Morphologie der ht23_T231E_3RE-Mutante weist die typische paarige helikale 

Struktur auf. Zusätzlich neigen die Filamente der ht23_T231E_3RE-Mutante dazu, 

Bündel zu formen, allerdings im Ausmaß nicht vergleichbar mit der 

ht23_S396E_S404E-Mutante (Abb. 27). Die Morphologie der Filamente der 

ht23_T231E_3RE-Mutante entspricht der von ht23_wt und der 

ht23_T231E_Einzelmutante (Abb. 24). 

 

 

3.5.3.5 Kombination der E-Mutationen in den KXGS-Motiven innerhalb der 
Repeats und der C-terminalen Region  
 

Die PHF-Polymerisation der SP/TP-E-Mutanten in der C-terminalen-Region in 

Kombination mit E-Mutationen in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats auf Basis 

der Isoform ht23 wurde für eine Zeitdauer von 17 Tagen verfolgt. Die Ansätze 

enthielten je 50 µM Protein in 100 mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Das Verhältnis Protein 

zu Heparin betrug 4:1. Die Messung erfolgte in Anwesenheit des 

Fluoreszenzfarbstoffs Thioflavin S. 

 

Die Kombinationsmutante ht23_3RE_S396E sowie die ht23_3RE_396E_S404E-

Mutante weisen beide eine erheblich Reduktion (ht23_3RE_S396E um 77%, 

ht23_3RE_396E_S404E um 83%) im Endsignal des ThS-Assays auf. Die 

kombinierte Pseudo-Phospho-Mutante in der P2-Region (ht23_T231E_3RE) zeigt 

ebenso eine signifikante Reduktion der PHF-Bildung (Reduktion um 65%). 

 

Die Einzel- bzw. Doppelmutanten verhalten sich ähnlich dem Wildtyp. Sobald aber 

die Serinreste in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats auch in Glutaminsäure 

umgewandelt wurden, reduziert sich das ThS-Signal erheblich für die Kombinations-

E-Mutanten ht23_T231E_3RE und ht23_3RE_S396E.  
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Tabelle 19: Parameter der PHF-Bildung von kombinierten E-Mutanten der flankierenden Bereiche 
 
Tau-Mutante Ausmaß der 

PHF-Bildung 
t1/2 [T] t1/2  

x-fach 
ht23_wt 100% 5 1.0
ht23_T231E_3RE 35% 11 2.2
ht23_3RE_S396E 23% 3 0.6
ht23_3RE_S396E_S404E 17% 2 0.4
 

Die hier gezeigten Daten belegen, dass es für die Aggregation der E-Mutanten in 

PHFs unerheblich war, ob SP/TP-Stellen zusätzlich zu den KXGS-Motiven in den 

Repeats mutiert wurden.  

 

 

3.5.3.5.1 Morphologie der kombinierten E-Mutationen in der P2–Region und den 
KXGS-Motiven innerhalb der Repeats 
 

Die Daten der kinetischen Untersuchung zur PHF-Aggregation werden für die 

Mutanten ht23_3RE_S396E, ht23_3RE_S396E_S404E und ht23_T231E_3RE 

elektronenmikroskopisch bestätigt. Die Filamente der ht23_T231E_3RE-Mutante 

weisen die paarige helikale Struktur auf, bei der ht23_3RE_S396E-Mutante hingegen 

ist es schwierig, Filamente im EM zu finden.  

 

Das Gleiche gilt für die ht23_3RE_S396E_S404E-Mutante. Auf den 

elektronenmikroskopischen Trägern können nur wenige PHFs gefunden werden, 

diese weisen aber die paarige helikale Struktur auf (siehe Abb. 33).  
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Abbildung 33: Elektrone
ht23_wt und E-Mutanten in
100 nm. 
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nmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten Filamenten von 
 der C-terminal flankierenden Region der Repeats. Der Balken entspricht 
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3.5.3.6 PHF-Bildung von Mehrfach-E-Mutanten in den KXGS-Motiven und den 
angrenzenden Regionen  
 

Die PHF-Polymerisation der kombinierten E-Mutanten in den KXGS-Motiven und den 

N- und C-terminal angrenzenden Regionen auf Basis der Isoform ht23 wurde in 100 

mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8 für eine Zeitdauer von 17 Tagen verfolgt. Das Verhältnis 

Protein zu Heparin betrug 4:1, wobei 50 µM Protein eingesetzt wurde. Die PHF-

Bildung wurde durch den Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin S gemessen. 

 

Die Kombination der E-Mutationen in der P2-, der C-terminalen Region und den drei 

Serinresten in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats führt zu einer starken 

Reduktion des Thioflavin S-Signals um 81% für die 

ht23_T231E_S235E_3RE_S396E_S404E-Mutante. Dabei bewirkt die Kombination 

der E-Mutationen in der P2- und der C-terminalen Region nur eine minimale 

Reduktion im ThS-Signal für die ht23_T231E_S235E_S396E_S404E-Mutante 

(Tabelle 20). Die Kombination der E-Mutationen in der P2- und der C-terminalen 

Region mit Alaninmutationen in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats bewirkt 

dagegen für die ht23_T231E_S235E_3RA_S396E_S404E-Mutante eine Erhöhung 

im Endsignal um 20% im ThS-Assay verglichen mit ht23_wt. Die E-Mutationen der 

SP/TP-Stellen in der P2- und der C-terminalen Region haben nur einen moderaten 

Effekt. Die Mutanten, die E-Mutationen in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats 

enthalten, zeigen alle einen negativen Einfluss auf die PHF-Bildung. Wohingegen die 

Alaninmutation in den KXGS-Motiven (KXGA) die Eigenschaft der PHF-Bildung der 

E-Mutanten deutlich verändert. Die Mutante, die sieben E-Mutationen enthält, zeigt 

eine stark reduzierte Aggregation, und auch elektronenmikroskopisch können nur 

amorphe Aggregate nachgewiesen werden. Die Einführung von mehreren E-

Mutationen wirkt auf die Aggregation inhibitorisch. Besonders zu erwähnen ist hier 

die Reduktion des t1/2 – Wertes für die ht23_T231E_S235E_3RA_S396E_S404E-

Mutante um das 5-fache, die zusätzlich ein um 20% erhöhtes Endsignal zeigt.  
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ung 34: PHF-Polymerisation der Kombinationsmutanten von den SP/TP-Stellen in der P2-
 sowie der C-terminalen Region und den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats auf ht23 Basis 
mM Tris/HCl-Puffer, pH 6.8. Es wurden je 50 µM Protein und 12.5 µM Heparin 6000 eingesetzt. 
tellt ist der Mittelwert aus drei parallelen Experimenten mit der Standardabweichung.  

 20: Parameter der PHF-Bildung von kombinierten E-Mutanten der flankierenden Bereiche und 
peats 

utante Ausmaß der 
PHF-Bildung 

t1/2 [T] t1/2  
x-fach 

wt 100% 5 1.0 
T231E_S235E_S396E_S404E 99% 6 1.2 
T231E_S235E_3RE_S396E_S404E amorph 19% 3 0.6 
T231E_S235E_3RA_S396E_S404E 120% 1 0.2 
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3.5.3.6.1 Morphologie der Mehrfach-E-Mutationen 
 

Die Morphologie der Filamente von ht23_3RE_S396E_S404E zeigt 

elektronenmikroskopisch nur wenige, aber typische paarige helikale Filamente. Die 

Kombinationsmutanten ht23_T231E_S235E_3RE_S396E_S404E und 

ht23_T231E_S235E_3RA_S396E_S404E neigen beide zu Verklumpungen. Die 

ht23_T231E_S235E_3RE_S396E_S404E-Mutante bildet amorphe Aggregate. Für 

die ht23_T231E_S235E_3RA_S396E_S404E-Mutante sind dünne Filamente zu 

finden, die aber die paarige helikale Gestalt aufweisen.  
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Abbildung 35: 
Elektronenmikroskopische 
Aufnahmen von negativ 
kontrastierten Filamenten von 
ht23_wt und Mehrfach-E-
Mutanten. Der Balken entspricht 
100 nm. 
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IV Diskussion 
 

Die Alzheimer-Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung des Gehirns, bei 

der zwei Arten von Proteinen abnormal aggregieren. Die extrazellulären 

Ablagerungen werden als Amyloid-Plaques bezeichnet. Diese bestehen aus dem β-

Amyloid-Peptid, welches durch Spaltung des Amyloid-Vorläufer-Proteins (APP, 

Amyloid-Precusor–Proteins) durch das Zusammenspiel verschiedener Sekretasen 

entsteht. Die intrazellulären Aggregate werden als neurofibrilläre Bündel bezeichnet, 

die hauptsächlich aus dem Protein Tau bestehen. Neben der Alzheimer-Krankheit 

treten auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen des Gehirns abnorme 

Proteinablagerungen auf. Bei der Parkinson-Krankheit wurde das Protein α-

Synuklein als Bestandteil der Aggregate identifiziert (zur Übersicht siehe 

Rajagopalan und Andersen, 2001; Wanker, 2000). Im Fall der Prion-Krankheiten 

bestehen die abgelagerten Aggregate aus dem Prion-Protein (zur Übersicht Jackson 

und Clarke, 2000). Die Gemeinsamkeit dieser Proteine ist die Ausbildung von 

intermolekularen β-Faltblattstrukturen (Tremblay et al., 1998; Rochet und Lansbury, 

2000), die zur pathologischen Aggregation führen. 

 

Für das Protein Tau sind mehrere posttranslationale Modifizierungen bekannt. Eine 

besondere Bedeutung hat dabei die Phosphorylierung an Serin- bzw. 

Threoninresten. Im Fall der Alzheimer-Krankheit liegt das Tau-Protein in einem 

heterogenen Phosphorylierungszustand vor (Lindwall und Cole; 1984; Butner und 

Shelanski; 1986; Hagestedt et al., 1989). Während gesundes Hirngeweben einen 

geringen Phosphorylierungsgrad aufweist (2-3 Mol Phosphat/Mol Tau; Ksiezak-

Rieding et al., 1992; Kopke et al., 1993), ist für Tau-Protein, das aus PHFs isoliert 

wurde, ein hoher Grad an Phosphorylierung (6-8 Mol Phosphat/Mol Tau) festgestellt 

worden (Ksiezak-Rieding et al., 1992; Kopke et al., 1993). In diesem Fall spricht 

man von hyperphosphoryliertem Tau-Protein. 
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Die Phosphorylierung reguliert die physiologische Funktion von Tau, die in der 

Stabilisierung der Mikrotubuli besteht. Das Tau-Protein fördert die Nukleation der 

Tubulin-Untereinheiten zu Mikrotubuli und schützt die Mikrotubuli vor spontanem 

Zerfall (Gustke et al., 1994). Dabei übernehmen die verschiedenen Domänen von 

Tau unterschiedliche Funktionen. Während die Assemblierungsdomäne von Tau, die 

in der C-terminalen Hälfte liegt, die Bindung an die Mikrotubuli und somit deren 

Stabilisierung bewirkt, dient die Projektions-Domäne als Abstandshalter auf der 

Mikrotubuli-Oberfläche (Steiner et al., 1990; Chen et al., 1992). Die Projektions-

Domäne liegt in der N-terminalen Domäne, die sich durch ihren sauren Charakter 

auszeichnet. Die Tau-Mikrotubuli-Interaktion wird durch zwei verschiedenartige 

Phosphorylierungen reguliert. Die eine ist die Phosphorylierung an den Serinresten 

in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats (Drewes et al., 1997; 1998). Diese 

Phosphorylierung der Repeat-Domäne hat einen stark negativen Effekt auf die Tau-

Mikrotubuli-Interaktion. Sie löst Tau von den Mikrotubuli ab (Biernat et al., 1993), 

dadurch zerfallen die Mikrotubuli in die Untereinheiten und verlieren ihre Stabilität. 

Dahingegen haben die Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen nur eine 

abschwächende Wirkung auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion. Es ist zu vermuten, 

dass die Feinregulation der Tau-Mikrotubuli-Interaktion durch die Phosphorylierung 

in den flankierenden Bereichen erfolgt. Diese Bereiche sind durch SP/TP-

Phosphorylierungsstellen gekennzeichnet, die durch Prolin-gerichtete Kinasen 

phosphoryliert werden können.  

 

Es ist bislang umstritten, ob die heterogene Phosphorylierung des Tau-Proteins aus 

Alzheimergewebe, einen Einfluss auf die Aggregation des Tau-Proteins hat. Um den 

Effekt der Phosphorylierung auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion und die toxische 

Aggregation untersuchen zu können, wurde daher in dieser Arbeit die 

Phosphorylierung durch E-Mutanten imitiert. Dabei wurde sowohl der Einfluss der 

Phosphorylierung in den flankierenden Bereichen (SP/TP-Motive) als auch in der 

Repeat-Region (KXGS-Motive) einzeln und in Kombination analysiert. 
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4.1 Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in der Repeat-Region 
 

Das Protein Tau kann durch Phosphorylierungen an ungefähr 30 verschiedenen 

Stellen posttranslational modifiziert werden. Durch Untersuchungen des 

hyperphosphorylierten Tau Proteins aus Alzheimer-Gehirnen konnten viele der 

Phosphorylierungsstellen mittels Massenspektrometrie und N-terminaler 

Sequenzierung identifiziert werden (Gustke et al., 1992; Hasegawa et al., 1992; 

Morishima-Kawashima et al., 1995). Einige dieser potentiellen 

Phosphorylierungsstellen wurden in Glutaminsäurereste umgewandelt und so deren 

Einfluss auf die Struktur und Funktion von Tau biochemisch untersucht. In 

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurden ebenfalls verschiedene E-

Mutanten biochemisch charakterisiert. Diese Daten wiesen darauf hin, dass Pseudo-

Phospho-Mutanten ebenso wie hyperphosphoryliertes Tau aus Alzheimer-Gehirnen 

eine reduzierte elektrophoretische Mobilität bewirken, die sich in Anwesenheit von 

Harnstoff wieder aufheben ließ (Eidenmüller et al., 2000; Eidenmüller et al., 2001; 

Haase et al., 2004). 

 

E-Mutationen in der Repeat-Region haben einen negativen Einfluss auf die Tau-

Mikrotubuli-Interaktion. Die Phosphorylierung von Tau in der Repeat-Domäne löst 

dieses von den Mikrotubuli ab und trägt so zur Dynamik der Mikrotubuli bei (Biernat 

et al., 1993). Die Repeat-Region ist neben der Bindung an Mikrotubuli auch für die 

Aggregation in die PHFs von entscheidender Bedeutung, da sie den Kern der PHFs 

bilden. Als pathogener Mechanismus des Tau-Proteins kommen sowohl der Verlust 

der physiologischen Funktion (loss of function) durch Phosphorylierung als auch die 

Entstehung von eventuell toxischen Aggregaten (gain of function) in Frage. Es wird 

oft vermutet, dass in einer Kombination beider Reaktionswege Tau durch 

Phosphorylierung von den Mikrotubuli abgelöst wird und dann aggregiert. 

Andererseits wurde in früheren Untersuchungen unseres Labors gezeigt, dass die 

Phosphorylierungen an den Serinresten, die die Tau-Mikrotubuli-Interaktion 

beeinflussen, Tau vor der toxischen Aggregation schützt (Schneider et al., 1999). 
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4.1.1 Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in den Repeats auf die Tau-
Mikrotubuli-Interaktion 

 

Ebenso wie die tatsächlichen Phosphorylierungen an den KXGS-Motiven in den 

Repeats führen auch die Pseudo-Phosphorylierungen zu signifikanten Veränderung 

der Tau-Mikrotubuli-Interaktion. Für die Isoform-Mutanten ht23_3RE und ht40_4RE 

wurde eine Reduktion des Endsignals um ca. 80% gemessen (Abb. 36). Durch die 

Simulierung der Phosphorylierung geht die Fähigkeit von Tau, Mikrotubuli zu 

stabilisieren, fast vollständig verloren. Diese Daten stimmen mit früheren Arbeiten 

überein (Biernat et al., 1993; Gustke et al., 1994; Drewes et al., 1998). Auch in den 

Studien anderer Gruppen konnte gezeigt werden, dass E-Mutationen einen 

negativen Einfluss auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion haben (Eidenmüller et al., 

2000; Eidenmüller et al., 2001; Haase et al., 2004). Dabei wurden einerseits 

Zehnfach-E-Mutanten untersucht, die in den flankierenden Bereichen vor und nach 

der Repeat-Region gelegen sind (Eidenmüller et al., 2000; Eidenmüller et al., 2001). 

Zum anderen wurden Kombinationsmutanten der flankierenden Bereiche, die bis zu 

fünf E-Mutationen enthielten, sowie der Einfluss der E-Mutationen in den KXGS-

Motiven im 1. und 3. Repeat als Doppelmutation untersucht (Haase et al., 2004). 

Während die Ergebnisse übereinstimmen, was den Einfluss auf die Tau-Mikrotubuli-

Interaktion betrifft, wird die Wirkung auf das Aggregationsverhalten der E-Mutanten 

unterschiedlich bewertet. Einerseits existieren Studien, die zeigen konnten, dass die 

Phosphorylierungen in der Repeat-Region Tau vor der Aggregation schützen 

(Schneider et al., 1999). Mehrfach-E-Mutationen in den flankierenden Bereichen 

weisen einen ähnlichen Effekt auf (Eidenmüller et al., 2000; Eidenmüller et al., 

2001). Andererseits wurde in anderen Arbeiten gezeigt, dass Phosphorylierung Tau 

in die toxische Aggregation treibt (Alonso et al., 2001; Iqbal und Grundke-Iqbal, 

2004). Diese Ergebnisse sind nicht direkt miteinander vergleichbar, da verschiedene 

Reinigungsmethoden für das Tau-Protein und verschiedene Analysemethoden 

verwendet wurden. Einerseits wurde aus Gehirngewebe isoliertes Tau-Protein 

untersucht (Alonso et al., 2001; Iqbal und Grundke-Iqbal, 2004), andererseits wurde 

rekombinant hergestelltes Tau-Protein in vitro phosphoryliert (Schneider et al., 1999) 

oder die Phosphorylierung durch E-Mutationen imitiert (Eidenmüller et al., 2000; 

Eidenmüller et al., 2001; Haase et al., 2004; Necula und Kuret, 2004).  
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bb. 36: Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation für KXGE-Mutanten auf Basis der Isoformen ht23 
nd ht40.  

ie Tau-Mikrotubuli-Interaktion erfolgt wahrscheinlich durch die Wechselwirkungen 

er basischen Aminosäuren der Assemblierungsdomäne von Tau mit den sauren 

minosäuren des C-Terminus von β-Tubulin. Durch neuere Untersuchungen mittels 

MR-Spektrometrie konnten die Interaktionsstellen im Tau-Protein weiter 

harakterisiert werden (Mukrasch et al., 2005). Dabei wurden positiv geladene 

yaden oder Triaden am Ende der Repeats als besonders bedeutsam identifiziert. 

ie Serinreste der KXGS-Motive liegen vier oder fünf Aminosäuren von diesen 

ntfernt. Kommt es zu einer Phosphorylierung der Serinreste innerhalb der KXGS-

otive oder zum Austausch der Aminosäuren in Glutamat, ist es möglich, dass es 

u einer elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen 

minosäuren und der negativen Ladung der phosphorylierten Serinreste oder der 

XGE-Motive kommt. Durch diese Wechselwirkung kann eine Turn-Struktur in 

iesem Sequenzbereich induziert werden, die die Interaktion der positiv geladenen 

minosäuren mit den Mikrotubuli verhindert (Abb. 37). 
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bb. 37: Modell der Tau-Mikrotubuli-Interaktion. Nach diesem Modell beruht die Interaktion von Tau 
1. Repeat) mit den Mikrotubuli auf einer elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den positiv 
eladenen Aminosäuren Lysin 267 und Histidin 268, die vier Aminosäuren von der 
hosphorylierungsstelle Serin 262 (1. Repeat) entfernt liegen, und den negativen Ladungen der 
ikrotubuli. Durch die Phosphorylierung des Serins 262 interagieren die negativen Ladungen des 
hosphatrestes mit den positiv geladenen Aminosäuren Lysin 267 und Histidin 268, die die 
usbildung einer Turn-Struktur stabilisieren, dadurch diese positiven Ladungen abschirmen und die 
indung von Tau an die Mikrotubuli sterisch verhindern.  

.1.2 Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in den Repeats auf die 
ggregation von Tau 

ie Aggregation von Tau kann in vitro durch Polyanionen beschleunigt werden 

Perez et al., 1996; Goedert et al., 1996; Friedhoff et al., 1998; Kampers et al., 1996; 

ilson et al., 1997; King et al., 1999; Chirita et al., 2003). In Arbeiten anderer 

ruppen wurden bis zu zehn Glutamatreste 

S198E_S199E_S202E_T231E_S235E_S396E_S404E_S409E_S413E_S422E) in das 

au-Protein eingefügt. Diese E-Mutante konnte ohne Zugabe von Polyanionen nicht 

ggregieren (Eidenmüller et al., 2000; Eidenmüller et al., 2001).  
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Mittels NMR-Spektroskopie konnte der Mechanismus der Interaktion der Repeats 

von Tau mit Polyanionen (im Besonderen von Heparin und Poly-Glu) näher 

untersucht werden (Mukrasch et al., 2005). Diese Studien zeigten, dass die 

Interaktion von Tau mit Polyanionen in zwei unterschiedlichen Motiven stattfinden. 

Dieselben positiv geladenen Motive, die an der Bindung an die Mikrotubuli beteiligt 

sind, binden auch an die Polyanionen Heparin und Poly-Glu (Abb. 38).  
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bb. 38: Modell zur PHF-Aggregation. Durch die Phosphorylierung an den Serinresten der KXGS-
otive kommt es zur Ausbildung einer Turn-Struktur. Dadurch werden die geordneten Bereiche lokal 
istanziert. Die Bindung der Polyanionen ist behindert. Die Ausbildung der Turn-Struktur hat keinen 
influss auf die geordneten Bereiche, dadurch kann es zur amorphen Aggregation kommen.  

n dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zu einer signifikanten Reduktion der 

HF-Bildung in Anwesenheit des Polyanions Heparin für die KXGE-Mutanten auf 

asis der Isoformen ht23 und ht40 kommt (Abb. 9). Für die Induktion der PHF-

ildung mit Arachidonsäure ist die Messung mit den Fluoreszenzfarbstoff 

hioflavin S nicht geeignet, da es keine lineare Beziehung zwischen Fluoreszenz 

nd Aggregation gibt. Der Anstieg des ThS-Signals nach Induktion der PHF-Bildung 

it Arachidonsäure nach einer Stunde geht nicht auf die Bildung von PHFs zurück 

Barghorn und Mandelkow, 2002). Der Anstieg beruht vermutlich auf der Interaktion 

es Thioflavin S mit der Mizellen-Oberfläche. Die hier gezeigten Daten stimmen mit 

rkenntnissen aus früheren Arbeiten überein (King et al., 2000; Barghorn und 
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Mandelkow, 2002). Im Falle der Isoformen und deren KXGE-Mutanten ist das Signal 

erst nach drei Tagen auf Aggregatbildung zurückzuführen. Diese Aggregate können 

als amorphe Verklumpungen dokumentiert werden (siehe dazu Abb. 11 und 17). Es 

sind keine paarigen helikalen Filamente zu finden. Die Zunahme des ThS-Signals ist 

vermutlich mit der Kreuzreaktion des Fluoreszenzfarbstoffes zu erklären, der sich 

sowohl an β-Strukturen von Proteinen als auch an Mizellen von Fettsäuren anlagern 

kann. Daher kann im Fall der Induktion mit Arachidonsäure nicht auf die Art und das 

Ausmaß der Aggregation rückgeschlossen werden. 

 
Abb

egG

 

Ver

und

an 

199

PHF

199

bes

Frie

poly

Geg

ben

verm
. 39: Ausmaß der Aggregation der K

0 20 40 60 80 100

ht23_wt 

ht23_3RE 

ht40_wt 

ht40_4RE 

Ausmaß der Aggregation in % 
0 20 40 60 80 1000 20 40 60 80 100

ht23_wt 

ht23_3RE 

ht40_wt 

ht40_4RE 

Ausmaß der Aggregation in % 

XGE-Mutanten auf Basis der Isoformen ht23 und ht40 in 

enwart des Polyanions Heparin.  

gleichbare Ergebnisse zeigen sich für die KXGE-Mutanten der Konstrukte K18 

 K19, die nur aus den Repeats bestehen. Einerseits ist diese Region wesentlich 

der Mikrotubuli-Bindung beteiligt (Butner und Kirschner, 1991; Gustke et al., 

4; Goode und Feinstein, 1994), andererseits bildet diese Region den Kern der 

s (Goedert et al., 1988; Wischik et al., 1988b; Jakes et al., 1991; Novak et al., 

3). Konstrukte, die nur aus den Repeats der Mikrotubuli-Bindungsdomäne 

tehen, polymerisieren schneller als Tau der Gesamtlänge (Wille et al., 1992; 

dhoff et al., 1998b; von Bergen et al., 2000). Die Tau-Wildtyp-Konstrukte 

merisieren innerhalb von Stunden zu paarigen helikalen Filamenten, im 

ensatz von Tau-Isoformen, die einen längeren Zeitraum (mehrere Tage) dazu 

ötigen. Die KXGE-Konstrukte auf Basis der Tau-Isoformen zeigen generell ein 

indertes ThS-Signal nach Induktion der Polymerisation, wobei die Polyanionen 
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deutliche Unterschiede in der Effizienz der Polymerisationsrate aufweisen. Auch 

wenn Arachidonsäure als Polymerisationsförderer eingesetzt wurde und eine 

Erhöhung des ThS-Signals für K18_4RE messbar war, konnte dieses Signal 

allenfalls der Bildung amorpher Aggregate zugeschrieben werden und nicht, wie 

zunächst angenommen, der Bildung paariger helikaler Filamente. Alle Proben 

wurden elektronenmikroskopisch überprüft. Dabei wurde festgestellt, dass weder die 

KXGE-Mutanten auf Basis der Isoformen noch die KXGE-Mutanten auf Basis der 

epeat-Konstrukte paarige helikale Filamente bildeten.  

t, dass die K19_3RE-Mutante die PHF-Bildung von 

ildtyp-Tau „vergiften“ kann. 

hen Filamente 

schützt (wie bereits früher im Labor gezeigt, Schneider et al., 1999).  

R

 

Da K19_3RE eine starke Reduktion in der PHF-Bildung zeigt, sollte überprüft 

werden, ob diese Pseudo-Phosphorylierungen auch die PHF-Bildung von K19_wt 

beeinflussen. Schon bei einem Verhältnis von 10:1 (wt:KXGE-Mutante) wurde eine 

Reduktion der PHF-Bildung von ca. 40% gemessen. Wurde die Konzentration der 

KXGE-Mutante weiter erhöht, reduzierte sich die PHF-Bildung des Wildtyp-Proteins 

nahezu vollständig. Dies zeig

W

 

Weiterhin wurden Untersuchungen durchgeführt, welchen Einfluss die KXGE-

Mutationen auf die Bindung von Heparin haben. Dabei wurden die Proteine in 

definierten Konzentrationen eingesetzt und die PHF-Bildung bei zunehmender 

Heparinkonzentration gemessen. Mit steigender Heparinkonzentration wurde eine 

Zunahme der PHF-Bildung gemessen (bis zu einer optimalen Konzentration vgl. 

Friedhoff et al., 1998a). Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass die Menge an 

Polyanionen, die zur Verfügung steht, von Bedeutung ist. Sie deuten darauf hin, 

dass E-Mutationen in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats zwar die PHF-

Bildung verhindern, aber keinen Einfluss auf die Heparin-Bindung haben. Diese 

Daten stützen die These, dass dieselbe Art der Phosphorylierung, die Tau von den 

Mikrotubuli ablöst, Tau gleichzeitig vor der Aggregation in die toxisc
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4.2 Einfluss von Pseudo-Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen  
 

Die physiologische Bindung von Tau an Mikrotubuli wird durch Phosphorylierung 

reguliert. Die Phosphorylierung von Tau löst es vom Mikrotubulus ab, und macht 

diese labil und dynamisch. Tau-Protein aus Alzheimer Gehirnen ist 

hyperphosphoryliert. Um diesen Grad der Phosphorylierung zu erreichen, sind die 

Phosphorylierungen in den Repeats der Mikrotubuli-Bindungs-Region nicht 

ausreichend. Im Protein Tau gibt es bis zu 30 mögliche Phosphorylierungsstellen, 

die in unterschiedlichem Ausmaß von verschiedenen Kinasen phosphoryliert 

werden. Die Kinasen, die die flankierenden Bereiche der Repeats phosphorylieren 

sind größtenteils Prolin-gerichtete Kinasen wie MAPK, GSK3β oder CDK2 und 

CDK5. Diese Kinasen können Serinreste, die C-terminal von einem Prolin gefolgt 

werden, phosphorylieren. Die flankierenden Bereiche der Repeat-Region sind reich 

an SP/TP-Motiven, so dass diese geeignete Substrate für Prolin-gerichtete Kinasen 

darstellen. Der Einfluss der Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen auf 

die Tau-Mikrotubuli-Interaktion ist moderat (Biernat et al., 1993) und dient eher der 

Feinregulation der Tau-Mikrotubuli-Interaktion. Anhand von Pseudo-

Phosphorylierungen wurde der Effekt einzelner Phosphory-lierungsstellen und deren 

Kombination auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion und die PHF-Bildung untersucht. 

 

 

4.2.1 Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen 
der Repeats auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion 
 

Es ist bekannt, dass die Phosphorylierungen der flankierenden Bereiche nur eine 

modulatorische Wirkung auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion haben (Biernat et al., 

1993). Die Ergebnisse aus den Experimenten mit den Pseudo-Phospho-Mutanten 

stimmen mit den Daten der physiologischen Phosphorylierungen überein. Die E-

Mutation anstelle von Serin 235 hat keine Auswirkungen auf das Ausmaß der 

Mikrotubuli-Polymerisation. Lediglich die t1/2-Zeit für die Bindung an die Mikrotubuli 

wird durch diese Mutation verdoppelt. Der Effekt der Pseudo-Phosphorylierung an 

Serin 231 zeigt nur einen moderaten Einfluss auf das endgültige Ausmaß der 

Mikrotubuli-Polymerisation. Dass dieser Effekt nicht additiv ist, beweisen die 



Diskussion                                                                                                               108 

Ergebnisse der Doppelmutante ht23_S231E_S235E. Diese fördert die Mikrotubuli-

Polymerisation in gleichem Ausmaß wie die jeweiligen Einzelmutanten. 

 

E-Mutationen in der C-terminal flankierenden Region der Repeats haben einen 

geringfügig abschwächenden Effekt auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion als 

diejenigen in der P2-Region, trotzdem bleibt der Einfluss als moderat anzusehen 

(bis zu 30% Reduktion des Endsignals). Die Einzelmutante ht23_S396E bewirkt eine 

Reduktion (ca. 30%) im Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation. Die Pseudo-

Phosphorylierung S404E führt zu einer Verdoppelung des t1/2-Wertes. Das Ausmaß 

der Mikrotubuli-Polymerisation der ht23_S404E-Mutante gleicht dem von ht23_wt 

(siehe dazu auch Abb. 40). Den deutlichsten Einfluss auf die Tau-Mikrotubuli-

Interaktion hat die Pseudo-Phosphorylierung des Serins 422. Diese Mutante hat 

einen negativen Einfluss sowohl auf das Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation 

(Reduktion des Endsignals um ca. 40%) als auch auf den t1/2-Wert von Tau (dreimal 

so hoch).  

 

A
bb. 40: Ausmaß der Mikrotubuli-Polymerisation der E-Mutanen der SP/TP-Motive auf ht23-Basis.  
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Dementsprechend ist auch der Einfluss der E-Mutanten gering, was darauf 

hindeutet, dass der Effekt der Phosphorylierung in den flankierenden Bereichen auf 

einer lokal begrenzten Interaktion beruht. Der Einfluss der Pseudo-

Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen der Repeats auf die Tau-

Mikrotubuli-Interaktion ist moderat. Ein mögliche Erklärung könnte darin liegen, dass 

die Tau-Mikrotubuli-Interaktion biphasisch verläuft (Ackmann et al., 2000). Die 

Serinreste in den Repeats dienen als Substrat der Kinasen, die sich als essentiell für 

die Mikrotubuli-Polymerisation herausgestellt haben. Die Phosphorylierungen der 

SP/TP-Motive in den flankierenden Bereichen der Repeats haben dagegen nur 

einen geringen Einfluss auf die Mikrotubuli-Polymerisation (Schneider et al., 1999).  

 

 

4.2.2 Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen 
der Repeats auf die PHF-Bildung 
 

Der Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in der P2-Region auf die PHF-Bildung 

ist i. a. geringer als in den Repeats kann aber in Einzelfällen erheblich sein. Z. B. 

bewirkt die Einzelmutante ht23_T231E bewirkt eine Reduktion im Gesamtausmaß 

um ca. 55% (Abb. 41). Auch für die PHF-Bildung ist der Effekt der Pseudo-

Phosphorylierungen T231E und S235E nicht additiv. Die Aminosäure Serin 235 ist 

einer der ersten Angriffspunkte der Prolin-gerichteten Kinase GSK3β. Aus früheren 

in vitro-Untersuchungen ist bekannt, dass die Aminosäure Serin 235 durch Prolin-

gerichtete Kinasen wie CDK5, GSK3ß oder MAP-Kinase zu einem frühen Zeitpunkt 

in der Phosphorylierungskaskade und bis zu 80% phosphoryliert wird (Schneider et 

al., 1999). Ob diese Phosphorylierung die Aggregation stimuliert, ist noch unklar. Die 

Beschleunigung der PHF-Bildung weist auf jeden Fall auf eine verbesserte 

Nukleation hin, was auch übereinstimmt mit den kurzen Filamenten, die die 

ht23_S235E-Mutante bildet (siehe Abb. 24). Erst nach der Phosphorylierung von 

Serin 235 kommt es in der Kaskade in vitro zur geringfügigen Phosphorylierung der 

Aminosäure Threonin 231, die sich negativ auf die PHF-Bildung auswirkt.  
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olyanions Heparin. 
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er Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in der C-terminal flankierenden Region 

er Repeats hat nur einen geringen Einfluss auf die Beschleunigung der PHF-

ildung. Während die Einzel-Mutanten ht23_S396E und ht23_S422E eine 

eduktion der PHF-Bildung (Reduktion um ca. 20-30%) im Gesamtausmaß 

erursachen, bewirkt die Pseudo-Phospho-Mutante ht23_S404E eine leichte 

teigerung der PHF-Bildung von ca. 20%. Die Aminosäure Serin 404 ist ebenso wie 

ie Aminosäure Serin 235 eine der ersten Angriffspunkte in der 

hosphorylierungskaskade der Prolin-gerichteten Kinasen (CDK5, MAPK, GSK3β). 

s ist auffällig, dass beide Stellen, die zu einem frühen Zeitpunkt in der Kaskade 

hosphoryliert vorliegen (S235 und S404), die PHF-Nukleation beschleunigen 

ht23_S235E) und im Fall von ht23_S404E das Ausmaß der PHF-Bildung positiv 

eeinflusst ist (siehe dazu Abb. 41). 

ndere Daten lassen vermuten, dass die Aminosäure Serin 422 eine Sonderstellung 

innimmt (da die Pseudo-Phosphorylierung an Serin 422 einen positiven Effekt auf 

ie PHF-Bildung hat, Haase et al., 2004). Aus unseren Untersuchungen wird jedoch 

eutlich, dass die Pseudo-Phosphorylierung an Serin 422 einen negativen Einfluss 
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sowohl auf die Tau-Mikrotubuli-Polymerisation als auch auf die PHF-Bildung hat. 

Das stimmt mit anderen Daten überein, die belegen, dass der Einfluss der 

Phosphorylierung an Serin 422 ohne eine weitere Modifizierung (wie zum Beispiel 

die Abspaltung des C-Terminus durch Caspase 3 an Aminosäure 421) eine 

geringfügig abschwächende Wirkung hat (Canu et al., 1998; Fasulo et al., 2000; 

Gamblin et al., 2003; Rissmann et al., 2004). Allerdings konnte auch gezeigt 

werden, dass der abschwächende Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in der 

C-terminalen Region auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion und die PHF-Bildung 

abhängig von der Stelle der Mutation ist (Haase et al., 2004). Das konnte durch 

elektronenmikroskopische Kontrolle der PHF-Ansätze dokumentiert werden (siehe 

dazu Abb. 27). Die Einzel-Mutante ht23_S404E bildet paarige helikale Filamente, 

die sich zu Bündeln miteinander verbinden. Das könnte die nur leichte Steigerung 

des ThS-Signals erklären, denn die zusammen gelagerten PHFs bieten so nur eine 

geringe Anlagerungsfläche für den Fluoreszenzfarbstoff. Ebenso könnte die 

Bündelung eine Erklärung für die Diskrepanz zwischen ThS-Signal und 

elektronenmikroskopischer Untersuchung für die Doppelmutante 

ht23_S396E_S404E sein. Die Morphologie der ht23_S422E-Mutante ist dagegen 

völlig anders geartet. Diese Mutante bildet paarige helikale Filamente, die sich in 

gekrümmter Form darstellen. Die gleichzeitigen E-Mutationen in den SP/TP-Motiven 

vor und nach den Repeats haben keinen Einfluss auf die PHF-Bildung.  

 

 

4.3.1 Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen 
und der Repeats auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktion 
 

Werden zusätzlich zu den Pseudo-Phosphorylierungen weitere Mutationen in den 

flankierenden Bereichen eingeführt, dominiert der Effekt der Pseudo-

Phosphorylierung in der Repeat-Region. Die Tau-Mikrotubuli-Bindung ist stark 

geschwächt. Der inhibitorische Effekt der KXGE-Pseudo-Phosphorylierung kann 

nicht durch die E-Mutation in den flankierenden Bereichen aufgehoben werden. Die 

Pseudo-Phospho-Mutante (ht23_3RE_S396E_S404E) ist unter den verwendeten 

Bedingungen nicht in der Lage, Mikrotubuli zu stabilisieren. Da aber bekannt ist, 

dass auch die flankierenden Bereiche die Tau-Mikrotubuli-Interaktion zwar schwach 

aber doch negativ beeinflussen, war dieses Ergebnis zu erwarten.  
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4.3.2 Einfluss der Pseudo-Phosphorylierungen in den flankierenden Bereichen 
und der Repeats auf die PHF-Bildung 
 

Die PHF-Bildung der KXGE-Mutanten ist stark reduziert. Zusätzliche Pseudo-

Phosphorylierungen sollten den hyperphosphorylierten Zustand von Tau imitieren, 

der als Ursache für die toxische Aggregation diskutiert wird. In den kinetischen 

Daten der Pseudo-Phospho-Mutanten ht23_T231E_3RE, ht23_3RE_S396E und 

ht23_3RE_S396E_S404E wurde gefunden, dass es zu einer erniedrigten PHF-

Bildung kam. Bei der Kontrolle im Elektronenmikroskop zeigten diese Mutanten 

dennoch größtenteils die paarig helikale Morphologie im Gegensatz zu Pseudo-

Phospho-Mutanten, die nur E-Mutationen in den KXGS-Motiven enthielten und 

amorphe Aggregate aufwiesen. Der inhibitorische Effekt der KXGE-Pseudo-

Phosphorylierung kann durch die E-Mutation in dem flankierenden Bereich folglich 

nicht aufgehoben werden. Werden zusätzlich zu den Repeat-Pseudo-

Phosphorylierungen vier der flankierenden SP/TP-Stellen (T231; S235; S396 und 

S404) durch E-Mutationen ersetzt, führen diese zu einer reduzierten PHF-Bildung. 

Diese Mutante bildet amorphe Aggregate, die denen der KXGE-Mutanten gleichen. 

Die Untersuchung weiterer E-Mutationen, die den hyperphosphorylierten Zustand 

von Tau imitieren, stützen die in vitro Daten, dass Tau-Protein durch die 

Phosphorylierung, die Tau von den Mikrotubuli ablöst, vor der Aggregation geschützt 

wird (Schneider et al., 1999). Einen weiteren Hinweis darauf geben die Ergebnisse, 

die sich durch die Einführung von Alanin-Mutationen in den KXGS-Motiven und E-

Mutationen in den flankierenden Bereichen ergeben. Diese Mutante bildet schneller 

und mit einem leicht erhöhten Ausmaß PHFs als das Wildtyp-Protein. Die Alanin-

Mutationen in den KXGS-Motiven der Repeats verändern die Nettoladung nicht, da 

sowohl Alanin als auch Serin ungeladene Aminosäuren sind. Dieser Austausch führt 

aber zu einer geringfügigen Erhöhung der Hydrophobizität. Offensichtlich 

beschleunigt das die ersten Schritte der PHF-Bildung. 

 

Die Ergebnisse der Pseudo-Phosphomutanten weisen darauf hin, dass der 

hyperphosphorylierte Zustand nicht als Ursache für die toxische Aggregation 

angesehen werden kann. Das stimmt mit den Ergebnissen anderer Gruppen 

überein, die ebenfalls mehrere E-Mutationen (zehn) in das Protein Tau eingeführt 

haben und eine reduzierte PHF-Bildung in Anwesenheit von 
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Polymerisationsinduktoren messen konnten (Eidenmüller et al., 2001). Sie stützen 

die These, dass die Phosphorylierung die das Tau von den Mikrotubuli ablöst, es 

gleichzeitig vor der Aggregation in die paarigen helikalen Filamente schützt 

(Schneider et al., 1999). Zu untersuchen bleibt, ob diese amorphen Aggregate in 

vitro wie auch in vivo toxisch sind und leichter abzubauen sind, als die sehr 

resistenten PHFs.  

 

Durch die Untersuchung dieser grundlegenden Mechanismen bieten sich 

Möglichkeiten, die toxischen Aggregate einerseits in den ersten Schritten der 

pathologischen Aggregation zu unterbinden und andererseits Medikamente zu 

finden, die die entstandenen Aggregate wieder auflösen können. 

 

Durch die hier vorgelegten Untersuchungen konnte die Frage nach dem Einfluss von 

Pseudophosphorylierungen auf die Bindung von Tau an Mikrotubuli und auf die 

PHF-Bildung aufgeklärt werden. Diese Ergebnisse ermöglichen einen Einblick in die 

Pathogenese des Tau-Proteins und tragen zum besseren Verständnis der 

molekularen Prozesse in der Alzheimer-Krankheit bei. 

 



Zusammenfassung                                                                                                114 

V Zusammenfassung 

 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Phosphorylierung auf die Tau-Mikrotubuli-

Interaktion und auf die pathologische Aggregation mittels Pseudo-

Phosphorylierungen untersucht (Mutationen Ser → Glu bzw. Thr → Glu). Der 

Effekt der Phosphorylierungsstellen in den KXGS-Motiven innerhalb der Repeats 

und in den SP/TP-Motiven der flankierenden Bereiche wurde mit Hilfe eines Tau-

Mikrotubuli-Bindungsassays untersucht. Die Kinetik der Tau-Aggregation in paarige 

helikale Filamente wurde mit einem Fluoreszenz-Assay und mit 

Elektronenmikroskopie überprüft. Der Austausch der Aminosäuren als Einzel-, 

Doppel- oder Kombinationsmutationen erfolgte durch ortsgerichtete Mutagenese. 

Die rekombinanten Proteine wurden aus E. coli-Zellen gereinigt.  

 

Die Pseudo-Phosphorylierungen der KXGE-Motive innerhalb der Repeat-Domäne 

von Tau haben einen stark negativen Einfluss sowohl auf die Tau-Mikrotubuli-

Interaktion als auch auf die Aggregation in die paarigen helikalen Filamente. 

KXGE-Mutanten auf der Basis der untersuchten Isoformen und Konstrukte zeigen 

eine geringe Tendenz zur Aggregation und bilden allenfalls amorphe Aggregate 

statt PHFs. Dabei haben zusätzliche E-Mutationen in den flankierenden Bereichen 

der Repeat-Domäne keinen Einfluss auf diesen Effekt.  

 

Die Pseudo-Phosphorylierungen in den SP/TP-Motiven in den N- und C-terminal  

flankierenden Bereichen der Repeats haben sowohl auf die Tau-Mikrotubuli-

Interaktion als auch auf die Aggregation in die paarigen helikalen Filamente nur 

einen moderaten Einfluss. Die E-Mutanten in den SP/TP-Motiven zeigen im 

Elektronenmikroskop die typische Morphologie der paarigen helikalen Filamente.  

 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die physiologische Tau-Mikrotubuli-

Wechselwirkung und die pathologische Tau-Tau-Wechselwirkung in ähnlicher 

Weise durch Phosphorylierung beeinflusst werden. Dies unterstützt die Annahme, 

dass die beiden Arten der Wechselwirkung von Tau auf ähnlichen Sequenzmotiven 

beruhen.  
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VII Anhang 
 

7.1 Primer-Sequenzen zur ortsgerichteten Mutagenese von Tau 
 
T231E 
 
5´ CAAGAAGGTTGCAGTGGTCCGTGAACCACCCAAGTCG 3´ 
5´ CGACTTGGGTGGTTCACGGACCACTGCAACCTTCTTG 3´ 
 
S235E 
 
5´ CAGTGGTACGTACTCCACCCAAGGAGCCGTCTTCCG 3´ 
5´ CGGAAGACGGCTCCTTGGGTGGAGTACGTACCACTG 3´ 
 
T231E_S235E 
 
5´ CAGTGGTCCGTGAGCCACCCAAGGAGCCGTCTTC 3´ 
5´ GAAGACGGCTCCTTGGGTGGCTCACGGACCACTG 3´ 
 
S262E 
 
5‘ AAGTCCAAGATCGGCGAGACTGAGAACCTTAAGCACCAGCCG 3´ 
5´CGGCTGGTGCTTAAGGTTCTCAGTCTCGCCGATCTTGGACTT 3´ 
 
S293E 
 
5´ CAGTCCAAGTGTGGCGAGAAGGATAATATCAAACACGTACCGGGA 3´ 
5´ TCCCGGTACGTGTTTGATATTATCCTTCTCGCCACACTTGGACTG 3´ 
 
S324E 
 
5‘ CTGAGCAAGGTGACGTCCAAGTGTGGCGAGTTAGGCAACATCCAT 3´ 
5´ ATGGATGTTGCCTAACTCGCCACACTTGGACGTCACCTTGCTCAG 3´ 
 
S356E 
 
5´ CAGTCGAAGATTGGGGAGCTCGACAATATCACCCACG 3´ 
5´ CGTGGGTGATATTGTCGAGCTCCCCAATCTTCGACTG 3´ 
 
S396 E 
 
5´ GGCGGAGATCGTTTACAAGGAGCCAGTGGTGTCTGGG 3´ 
5´ CCCAGACACCACTGGCTCCTTGTAAACGATCTCCGCC 3´ 
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S404E 
 
5´ CCAGTGGTATCTGGGGACACGGAGCCACGGCATCT 3´ 
5´ AGATGCCGTGGCTCCGTGTCCCCAGATACCACTGG 3´ 
 
S396E_S404E 
 
5´ CGGAGATCGTGTACAAGGAGCCAGTGGTGTCTGGGGAC 3´ 
5´ GTCCCCAGACACCACTGGCTCCTTGTACACGATCTCCG 3´ 
 
S422 E 
 
5´ GGTAGACGAGCCCCAGCTCGCCACGCTCGCT 3´ 
5´ AGCGAGCGTGGCGAGCTGGGGCTCGTCTACC 3´ 
 
K18-N-terminaler Primer 
 
5´ CCATATGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCA 3´ 
 
K18-C-terminaler Primer 
 
5´ GGGATCCTATTCAATCTTTTTATTTCCTCCGCCAGGG 3´ 
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7.2 Abkürzungsverzeichnis 
 

Aβ    Amyloid β-Peptid 

AgD   Argyrophile Körner Krankheit (argyrophilic grain disease) 

AK   Antikörper 

ApoE   Apolipoprotein E 

APP   β-Amyloid-Vorläufer-Protein (β-amyloid precursor protein) 

AS   Aminosäure(n) 

BCA   Bicinchoninsäure 

BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

cAMP   zyklisches Adenosin-5'-monophosphat 

CBD   Cortikobasale Degeneration (corticobasal degeneration) 

CD   Circular-Dichroismus 

Cdk2/5  Cyclin-abhängige Kinase, Typ 2/5 

DNA   Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 

DTT   Dithiothreitol 

E.coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA   Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N,N,-tetraacetat  

FPCL   Fast protein liquid chromatography 

FTDP-17  Frontotemporale Demenzen und Parkinsonismus verknüpft mit 

 Chromosom 17 (frontotemporal dementia and parkinsonism linked 

 to chromosome 17) 

FTIR   Fourier Transform Infrarot 

GSK3ß  Glycogen Synthase Kinase 3, ß-Form  

H   Stunde(n) 

HPLC  Hochleistungsflüssigkeits-Chromatographie (high performance liquid 

chromatography) 

ht   Human Tau 

IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

Kb   Kilobasen 

kDa   Kilodalton 

LB   Luria Bertani 

MAP   Mikrotubulus-assoziierte Proteine 
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MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MARK   MAP/Mikrotubuli-Affinitäts-regulierende Kinase 

min   Minute 

mRNA   messanger Ribonukleinsäure (messanger ribonucleic acid) 

MW   Molekulargwicht (molecular weight) 

NFT   Neurofibrilläre Bündel (neurofibrillary tangles) 

n.u.   nicht untersucht 

OD600   Optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS   Phosphat gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

Pfu   Pyrococcus furiosus 

PHF   Paarige Helikale Filamente (paired helical filaments) 

PiD   Pick-Krankheit (Pick’s disease) 

PKA   Proteinkinase A 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

PP-2a   Protein Phosphatase, Typ 2a 

PSP  Progressive supranukleare Lähmung (progressive supranuclear palsy) 

RT   Raumtemperatur 

SDS   Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 

sec   Sekunde(n) 

Sf9   Insektenovarienzelle 

SE   Serin-Glutaminsäure 

SP   Serin-Prolin 

ThS   Thioflavin S 

TE  Threonin-Glutaminsäure 

TP   Threonin-Prolin 

Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tween20  Polyethylenglykol-sorbitan-monolaurat 

U   Enzymeinheiten (units) 

v/v   Volumen/Volumen 

w/v   Gewicht/Volumen 

wt   Wild-Typ 

ZNS   Zentralnervensystem 
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