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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Morbus Alzheimer

1.1.1 Geschichte und Epidemiologie

Im Jahr 1907 beschrieb der deutsche Psychiater und Neurologe Alois Alzheimer (1864 —
1915) zum ersten Mal eine ,,eigenartige Erkrankung der Hirnrinde* (Alzheimer 1907). Er
beobachtete bei seiner 51-jdhrigen Patientin Auguste Deter aus Frankfurt a.M.
Gedéachtnisverlust, Halluzinationen, ortliche und zeitliche Desorientierung,
Wahnvorstellungen sowie herabgesetzte Fahigkeit, alltdgliche Aktivitdten durchzufuhren.
Nach einem schnell fortschreitenden Krankheitsverlauf war Auguste D. 1906 gestorben. In
der Autopsie zeigte sich eine generalisierte Atrophie der Hirnrinde ohne makroskopische
Herde, in den histologischen Préparaten waren intraneuronale Fibrillen und Ablagerungen
einer ,,pathologischen metabolischen Substanz® nachzuweisen. Diese brachte er mit den
beobachteten Krankheitserscheinungen in Verbindung und veréffentlichte im folgenden Jahr
seine Beobachtungen. Die Bezeichnung ,,Alzheimer-Krankheit wurde offiziell zum ersten
Mal vom Psychiater Emil Kraepelin, bei dem A. Alzheimer in Munchen tatig war, 1910
verwendet (Emil Kraepelin: Textbook of Psychiatry, 1910). 1997 wurden die histologischen
Préaparate von Auguste D. wiederentdeckt und bearbeitet (Graeber et al. 1997, Maurer et al.
1997). Es muss jedoch erwéhnt werden, dass Auguste D. nicht etwa die tbliche Alzheimer-
Krankheitsform erlitt, sondern an einer seltenen, friih auftretenden und schnell progredienten

Form erkrankt war.

Heute ist Morbus Alzheimer (Alzheimer Disease, AD) mit ca. 60% als die weltweit hdufigste
Demenzform bekannt (Demenz von Alzheimer Typ, DAT). Mit ,,.Demenz* léasst sich eine
Gruppe von Erkrankungen beschreiben, die mit Gedachtnisstérungen, beeintrachtigtem Lern-
und  Denkvermdgen, zunehmender Konzentrationsschwache und  herabgesetzten
intellektuellen Fahigkeiten bei intaktem Bewusstsein einhergehen. Zudem kénnen psychische
und Personlichkeitsveranderungen auftreten. Andere Demenzformen sind z.B. — der
Haufigkeit nach: vaskuldare Demenz, Demenz von Lewy-Korperchen-Typ (SDLT),
Frontotemporallappen-Demenz  (Morbus Pick) sowie Demenz im Rahmen anderer
Krankheiten entzlindlicher, toxischer, metabolischer oder endokrinologischer Genese und
Demenz bei normotensivem Hydrozephalus. Schatzungsweise lebten 2010 35,6 Millionen
Menschen weltweit mit Demenz verschiedener Genese (World Alzheimer Report, 2009 s.



EINLEITUNG 2

auch Ferri et al. 2005). Mit 7,7 Millionen Neuerkrankungen im Jahr, das entspricht einem
neuen diagnostizierten Fall alle 4 Sekunden (Dementia: a public health priority, WHO 2012),
und unter Einbeziehung des demographischen Wandels sowie des Fehlens effektiver Therapie
und praventiver MaRRnahmen erwartet man bis zum Jahr 2050 einen Anstieg auf 115.4
Millionen Demenzpatienten (Wortmann 2012, s. a. World Alzheimer Report, 2009). Die
Prévalenz von Alzheimer Demenz steigt mit dem Alter an, sie liegt bei den 65-Jahrigen bei
0,9 %, bei den 75-Jahrigen bei 4,2 % und bei den 85-Jahrigen bei 14,7 % (Brookmeyer et al.

2007). Es liegen jedoch kontroverse Zahlen zur Préavalenz und Inzidenz der Erkrankung vor.

Die Alzheimer-Krankheit (AD) kann unter verschiedenen Gesichtspunkten eingeteilt werden.
Zum einen unterscheidet man nach dem Alter beim Auftreten ein EOAD (Early-Onset AD),
d.h. die Betroffenen entwickeln die ersten Symptome vor dem 60. bzw. 65. Lebensjahr, von
einem LOAD (Late-Onset AD), was bedeutet, dass die Krankheit erst nach dem 60. bzw. 65.
Lebensjahr ausbricht. Zum anderen differenziert man zwischen der weitaus haufigsten
sporadischen (sporadic AD, SAD) und der seltenen familiaren (familial AD, FAD) Form. Man
ging friher davon aus, dass die Krankheitsfalle mit friihem Ausbruch (EOAD) zum grof3en
Teil familiar mit genetischen Ursachen sind, und dass die LOAD-Félle eher sporadisch sind.
Inzwischen weill man, dass die Situation noch komplexer ist. Daher sind solche Einteilungen
aufgrund der bislang ungeklarten Atiologie von AD relativ willkirlich und die
Literaturangaben sind uneinheitlich. Man schatzt, dass 80% der AD-Félle genetische
Komponenten haben (Gatz et al. 2006, zur Ubersicht s. Tanzi 2012). Auf der einen Seite
haben 60% der EOAD eine positive familidre Geschichte, darunter sind nur 13% durch
bekannte Mutationen bedingt (Bekris et al. 2010). Auf der anderen Seite haben 60 — 80% der
LAOD-Patienten einen genetischen Polymorphismus als Risikofaktor (Bertram et al. 2010).
Es gibt auBerdem Falle von EOAD ohne den Nachweis einer genetischen Ubertragung,
wéhrend zunehmend LOAD-Falle mit familidrem, erblichen Muster nachgewiesen werden
(Bertram et al. 2010). Es konnen auch EOAD-Félle in Familien mit generellem LOAD
auftreten (Brickell et al. 2006).

1.1.2 Kilinisches Krankheitsbild

Die Art und das Ausmall der Krankheitserscheinungen unterscheiden sich von einem
Patienten zum anderen. Allen ist jedoch ein progredienter Verlauf gemeinsam, wobei gilt: Je
friher die Krankheit auftritt, umso schneller ist ihre Progression. Somit kann man einen
milden, moderaten vom schweren Verlauf unterscheiden, wobei sich diese Modalitaten

sowohl auf den Verlauf des einzelnen Falls als auch auf unterschiedliche Verlaufe beziehen
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konnen. Beim milden Verlauf bzw. im friihen Stadium tauchen Gedachtnisstérungen als erstes
Warnsymptom auf. Diese duBern sich anfangs durch die Unfédhigkeit, sich an neulich
stattgefundene Ereignisse zu erinnern. Spater findet sich der Alzheimer-Patient in einer neuen
Umgebung kaum zurecht, wirkt vergesslich und zerstreut, und zeigt Lernschwéche und
verminderte Merkfahigkeit. Zudem kodnnen auch Sprachprobleme eintreten, z.B.
Wortfindungsschwierigkeiten und umsténdliche Ausdrucksweise. Ein Teil der AD-Patienten
zeigt zuerst eine psychische Storung wie Stimmungsschwankungen oder Depression, was sich
leicht mit anderen Erkrankungen verwechseln lasst. AuRerdem sind kognitive Stérungen (im
Rechen-, Urteils- und Abstraktionsvermdgen) typisch fur das erste Stadium. Im weiteren
Verlauf nehmen die Geddchtnisstérung und Lernschwéche zu. Das Langzeitgedachtnis kann
betroffen sein (Galton and Hodges 1999), der Patient findet sich in vertrauter Umgebung nicht
zurecht und kann auch vertraute Personen wie Familienangehdrigen nicht erkennen. Daneben
kénnen Verhaltens- und Personlichkeitsverdnderungen hinzutreten. Der Patient kann verwirrt,
aufgeregt oder sogar aggressiv sein. Spatestens in diesem Stadium gerét der Patient in viele
Schwierigkeiten in seinem sozialen und Arbeitsumfeld, was gerade die Diagnose sowie die
soziale Aufklarung unabdingbar macht. Im Endstadium erleiden die AD-Patienten die
schwersten kognitiven und Gedéchtnisstorungen und sind vegetativ und motorisch stark
beeintrachtigt, sie entwickeln Schluckbeschwerden, Harn- und Stuhlinkontinenz. Sie sind in
diesem Stadium bettlagerig und pflegebedirftig, diese Umstéande erhéhen die Komorbiditat v.
a. die Infektanfalligkeit, letztendlich fuhren die Inanition, Mangelerndhrung und Pneumonie
zum Tode (Bird 2008). Nach der Diagnose leben die Betroffenen durchschnittlich 8 — 10
Jahre (Bird 2008).

1.1.3 Atiopathogenese und histopathologische Veranderungen

Atiologie

Wie eingangs erwahnt sind die Ursachen fir AD weitgehend unbekannt. Mittlerweile geht
man davon aus, dass AD eine multifaktorielle Erkrankung ist. Neben dem Hauptrisikofaktor
,Alter wurden bislang mehrere genetische und Umweltfaktoren diskutiert und erforscht, die
fir die Pathogenese von AD von Bedeutung sind. Man vermutet, dass LOAD durch ein
komplexes Zusammenspiel von unbekannten Umwelteinflissen und genetischen
Préadispositionen verursacht wird (Gatz et al. 2006).

Folgende Umweltfaktoren wurden als Risikofaktoren in verschiedenen Studien diskutiert:
Schédel-Hirn-Trauma (SHT), Infektionen, Toxine und Noxen (z.B. Aluminium),

Stoffwechselerkrankungen (Insulinresistenz, Hyperinsulindmie, Diabetes mellitus (Qiu and
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Folstein 2006, Neumann et al. 2008, J et al. 2009), hohe Cholesterin-Werte (Crisby et al.
2002), Adipositas und Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems (arterielle Hypertonie
(Kehoe and Wilcock 2007), Schlaganfille) (zur Ubersicht s. Ballard et al. 2011, Armstrong
2013). Borenstein et al. lieferten eine Ubersicht tiber sechs Expositionen im Kindesalter, die
Risikofaktoren fur die  klinische Manifestation von AD darstellen: (1) perinatale
Bedingungen, (2) frihkindliche Gehirnentwicklung, (3) frihkindliche Korperentwicklung, (4)
frihkindliche soziodkonomische Bedingungen, (5) Umweltbereicherung, (6) kognitive

Reserve (Bildung, Intelligenz) (Borenstein et al. 2006).

In 80% der AD-Falle sind genetische Komponenten nachzuweisen (Gatz et al., 2006),
darunter sind 1 — 6% EOAD (Bekris et al. 2010), wobei lediglich weniger als 1% durch
definierte autosomal dominante Mutationen (in den Genen APP, PSEN1, PSEN2) bedingt
sind (van der Flier et al. 2011). In 60 - 80% der ca. 90%-LOAD-Falle sind Polymorphismen
im APOE-Gen bekannt (Bertram and Tanzi 2004, Bertram et al. 2010). Tab. 1 zeigt die
etablierten Alzheimer-Gene, die sowohl mit EOAD (APP, PSEN1, PSEN2) als auch mit
LOAD (APOE) assoziiert sind. Interessanterweise entwickeln Personen mit Down-Syndrom
(Trisomie 21) die neuropathologischen Zeichen von AD kurz nach dem 40. Lebensjahr; das
liegt an der lebenslangen Uberexpression vom im Chromosom 21 lokalisierten APP, was
letztlich zu einer verstérkten Produktion von AB-Peptid fuhrt (Bird 2008).

Tab. 1 Ubersicht mit den etablierten Alzheimer-Genen

Die Tabelle ist modifiziert nach (Bertram 2008). (*) Quelle: AD and FTD Mutations Database;
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/ (Stand: 20. Okt. 2013) Mutationen ohne einen
pathologischen Effekt bzw. unklarer Natur sind ausgeschlossen.

Gen Protein Lokalisation Mutationen  Molekularer Phenotyp
* (Familien)
APP S-amyloid 21921.3 33 (90) Anstieg des Ap42/AB40-Quotienten
precursor Anstieg der AB-Produktion
protein Anstieg der AB-Aggregation
PSEN1 Presenilin 1 14924.3 185 (405) Anstieg des AB42/AB40-Quotienten
PSEN2  Presenilin 2 1931 - 42 13 (22) Anstieg des AB42/AB40-Quotienten

APOE  Apolipoprotein ~ 19q13.32 unbekannt Anstieg der AB-Aggregation
e4-Allel Verminderund der AB-Clearance
v-Sekretase-Aktivitét (?)

Im Rahmen von genomweiten Assoziationsstudien (genome-wide association studies,
GWASS) und Meta-Analysen wurden auerdem mehrere Gene und Luci identifiziert, die mit
EOAD und LOAD assoziiert sind. Hier sei erwdhnt: CLU, PICALM, TNK1, ACE, TFAM,


http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/
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CST3, IL1B, CR1, hCG2039140, SORL1, CHRNB2, SORCS1, CD33, BIN1, ABCA7,
CD2AP, EPHAL, MS4A6A/ MS4A4E, ATXN1, GSK3B, DYRK1A, Tau, TOMM40 u. a.
(Bertram et al. 2010, Sleegers et al. 2010, Ballard et al. 2011, Tanzi 2012), eine aktualisierte

Liste mit den AD-assoziierten Genen findet man unter: http://www.alzgene.org. In den

nachfolgenden Abschnitten wird ausschlielich auf die am besten untersuchten Gene und
deren molekularen Ph&notypen und pathophysiologischen Mechanismen eingegangen und die
mit der vorliegenden Arbeit in direkter Verbindung stehen.

Histopathologische Veranderungen

Bereits Jahrzehnte vor dem Auftreten der klinischen Symptomatik haben histopathologische
Prozesse schon begonnen. Die Alzheimer-Krankheit zeichnet sich durch drei markante
Merkmale aus, die schon von Alois Alzheimer (1907) beschrieben wurden (Abb. 1.1).
Erstens: die hauptsachlich extrazellular vorkommenden kornigen Eiweil3ablagerungen, die
zum grolien Teil (ca. 90%) aus fibrillarem (8-10 nm) und nicht-fibrillirem B-Amyloid-Peptid
bestehen — deshalb werden sie ,,3-Amyloid-Ablagerungen® bzw. ,,AR-Plaques® genannt
(Anderton 2002, Octave 2005). Man kann lichtmikroskopisch zwei Varianten von AB-Plagques
unterscheiden, die wiederum in Subtypen eingeteilt werden kdnnen: die neuritischen (senilen)
Plaques und die nichtneuritischen (diffusen) Plaques. Die neuritischen Plaques sind
charakteristisch fur AD und bestehen aus einem dichten Amyloid-Kern umgeben von
dystrophen Neuriten, reaktiven Astrozyten und aktivierten Mikrogliazellen (Selkoe 2001,
Meyer-Luehmann et al. 2003). Neben -Amyloid-Peptid kommen, in geringem MaR, andere
Proteinkomponenten, wie Apolipoproteine, Proteoglykane, Vitronectin und Laminin vor
(Dickson 1997, Monji et al. 2000, Diaz-Nido et al. 2002). Die diffusen Plaques sind
hauptsachlich im Cerebellum zu treffen und nicht charakteristisch fir AD, sie enthalten
keinen AB-Kern und sind kaum von pathologischen zelluldren Verdnderungen begleitet
(Delaere et al. 1991, Yamaguchi et al. 1998). Zweitens: die hauptséchlich intrazellul&r, im
somato-dendritischen oder axonalen Kompartiment von Neuronen, aber auch extrazelluléar
vorkommenden faserigen EiweiBablagerungen, die als neurofibrillire Biindel ,tangles
bezeichnet werden. Sie bestehen hauptséchlich aus hyperphosphoryliertem Protein Tau ,,t*
(Anderton 2002, Goedert and Spillantini 2006). Drittens: der Untergang von Nervenzellen
(Neurone) und Synapsen, der sich makroskopisch durch verschmaélerte Gyri, verbreiterte Sulci
und insgesamt verminderte Hirnmasse sichtbar macht (Sjobeck et al. 2005). Besonders
betroffen von diesen Veranderungen ist der Neokortex, Hippocamus, das Limbische System

sowie der subkortikal gelegene Nucleus basalis Meynert. Diesen Hirnregionen ist gemeinsam,
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dass sie an Lern- und Gedéachtnisprozessen, Sprache und weiteren kognitiven Funktionen

beteiligt sind.
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Abb. 1.1 Die pathologischen Merkmale der Alzheimer-Krankheit

(@) die hauptséchlich aus Amyloid-Peptid (B-Amyloid) bestehenden extrazelluldren
EiweilRablagerungen, (b) die neurofibrilldren Bundel (tangles) in den Perikarya und Neuriten von
Neuronen. (nach Haass and Selkoe 2007) (c) Hirnatrophie, erkennbar an den schmalen Windungen
und verbreiterten Furchen (nach Kovari et al., 2011).

Aullerdem werden weitere Veranderungen beobachtet wie mitochondriale Dysfunktion,
oxidativer Stress, Storungen des intra- und interzelluldaren Transports, beeintrachtigte
Kalzium-Homoostase, vaskuldare Prozesse wie z.B. Blut-Hirn-Schranken-Dysfunktion,
immunologische Dysfunktion, Myelinscheiden-Degeneration und Degeneration cholinerger
Neurone sowie Neurone des Locus caeruleus. Ob solche Verédnderungen mafgeblich
charakteristisch fur AD sind und in welchem Zusammenhang sie miteinander stehen, ist noch
Gegenstand intensiver Forschung (zur Ubersicht s. Jakob-Roetne and Jacobsen 2009, Sleegers
et al. 2010, Armstrong 2013).

1.2 Die Amyloidhypothese

Die Amyloidhypothese ist seit den 90er Jahren der géangige Ansatz in der Alzheimer-
Forschung (Abb. 1.2). Angelehnt an pathologischen, genetischen, zellbiologischen und
experimentellen Beweisen besagt die Hypothese, dass die Hauptursache fir die AD-
Entstehung die Akkumulation von Amyloid-B-Peptid im zentralen Nervensystem ist. Im
Allgemeinen kann die Akkumulation durch die Alterung, genetische Ursachen und/oder
Umweltfaktoren verursacht werden. Néher betrachtet wird die AB-Akkumulation durch
verstirkte AB-Produktion, Verschiebung der AB42/40-Verhaltnis zugunsten der fibrillaren,
aggregationsfreudigen ApP42-Form und/oder eine verminderte Ap-Clearance. Dadurch
oligomerisieren die AB-Peptide und bilden Aggregate, die sich extrazellular ablagern. Als

Reaktion darauf migrieren die Mikrogliazellen und die Astrozyten werden aktiviert, das 16st
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eine Entzindung und weitere pathologische Kaskaden aus, die letztendlich zur
Neurodegeneration fuhren (Hardy 2006, Haass and Selkoe 2007).

Verdinderter AB-Metabolismus:

* Verstéirkte AB-Produktion

» Erhohter AB42/AB840-Quotient

» Verminderte AB-Degradation/-Clearance

Oligomerisierung von AB42 und initiale
(diffuse) AB42-Ablagerungen

Subtile Effekte der AB -Oligomere auf die »
synaptische Effizienz |

Inflamatorische Reaktion (Mikroglia- und
Astrozyten-Aktivierung) und Amyloid- ‘
Plaques-Bildung |

Progressive synaptische und neuronale |
Schéddigung |

Verdindertes ionisches Milieu und
Akkumulation von oxidativem Stress

Gestorte Oligomerisierung und
Hyperphosphorylierung von Tau-Protein

Weitldufige neuronale Fehlfunktion und
selektiver neuronaler Zelltod sowie ‘
Transmitterdefizite

Demenz mit Plaques- und Tangles-
Pathologie

Abb. 1.2 Die Amyloidhypothese (nach Haass and Selkoe 2007)

Initial akkumulieren AB-Peptide aufgrund verstirkter Produktion, erhohten AB42/AB40-Verhéltnisses
und/oder verminderter Beseitigung bzw. Clearance. AP42-Peptide oligomerisieren und bilden
mikroskopisch sichtbare Ablagerungen. Das umliegende Gewebe reagiert mit Entziindung durch
Mirkroglia- und Astrozyten-Aktivierung. Infolgedessen werden die Neurone und Synapsen
beschéadigt. Im weiteren Verlauf resultiert oxidativer Stress, gestdrtes lonen-Milieu und gestorte
Kinase- und Phosphatase-Aktivitét, die eine Tau-Hyperphosphorylierung und somit Tangles-Bildung
mit beeintrdchtigtem axonalen Transport fordern. Die Endstrecke dieser Kaskade ist eine weitléufige
neuronale Fehlfunktion mit Neurodegeneration und Transmitterdefiziten, resultierend in eine
fortschreitende Demenz.

Bei mehr als 80% der AD-Patienten konnte postmortal eine Amyloid-Pathologie bestétigt
werden, bei den restlichen 10 — 20% handelt es sich eher um falsch diagnostizierte Demenzen
unterschiedlichen Ursprungs (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009). Dies liefert einen starken
Beweis fur die Amyloidhypothese. Allerdings bleibt daran zu kritisieren, dass keine

Korrelation zwischen der Amyloidablagerungslast und der Schwere der Krankheit besteht
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(Giannakopoulos et al. 2003), dass auch bei gesunden Menschen ausgedehnte
Amyloidablagerungen nachzuweisen sind und dass der Neuronenverlust mit den AB-Plaques
nicht kolokalisiert (Terry 1996, Schmitt et al. 2000, Priller et al. 2006). Die Vertreter der
Amyloidhypothese interpretieren solche Beobachtungen als eine préaklinische Stufe der
Krankheit, in deren Verlauf die Schwere der Symptomatik durch AP-bedingte, sekundére
Pathomechanismen wie Tau-Veridnderungen bestimmt wird. In ,,Braak-Stadien* korreliert die
Menge und Verteilung der neurofibrillaren Bindel mit dem Grad des kognitiven Abbaus
(Braak and Braak 1995). Auflerdem zeigen neue Studien eine Korrelation zwischen den
Gesamtmengen von APB40 und AP42 und der klinischen Demenzbewertung (CDR; clinical
dementia rating), vor allem in frihen Krankheitsstadien (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009).

Ein weiterer Beweis fur die Amyloidhypothese ist die Genetik von Alzheimer-Krankheit. Die
Genmutationen, die einen frihen Ausbruch der Symptome hervorrufen (APP, PSEN1,
PSEN2) d.h. EOAD bzw. der Polymorphismus, der einen zentralen Risikofaktor fir LOAD
darstellt (APOE), sind interessanterweise auf der einen oder anderen Art in die AB-Pathologie
verwickelt. Obwohl diese Mutationen flr weniger als 1% der AD-Falle ursachlich sind, haben
sie eine bedeutende Rolle fiir die Aufklarung der AD-Pathogenese in den vergangenen Jahren
gespielt. APP-Gen kodiert fiir das -Amyloid-Vorlduferprotein (APP), durch dessen Spaltung
B-Amyloid-Peptid entsteht (Kang et al. 1987), PSEN1 und PSEN2 kodieren fiir die Proteine
Prasenilinl und Prasenilin2, die das katalytische Zentrum vom APP-prozessierenden
Komplex ,,y-Sekretase™ bilden (Schellenberg et al. 1992, Levy-Lahad et al. 1995b, Rogaev et
al. 1995). Zudem besitzen 50% der AD-Patienten die e4-Variante des ApoE-Gens, die fir
eine verstarkte Amyloidablagerung verantwortlich gemacht wird (zur Ubersicht s. Corder et
al. 1993, Bekris et al. 2010).

Der Hauptschwachpunkt in der Amyloidhypothese ist die fehlende Erklarung, wie Ap-
Ablagerungen ihre toxische Wirkung entfalten. Zusammen mit der fehlenden ermittelbaren
Korrelation zwischen der AB-Menge und Verteilung auf der einen Seite und der Schwere der
Krankheit auf der anderen Seite I4sst das eine auszuftillende Liicke in diesem Ansatz. Durch
Experimente an Tiermodellen, die einen Fortschritt in der AD-Forschung gebracht haben,
wurde die Amyloidhypothese weiter modifiziert. Modifizierender Faktor in der AD-
Pathogenese sind nicht mehr die mikroskopischen Plaques, sondern die kleinen, runden und
16slichen AB-Oligomere (Lambert et al. 1998, Haass and Selkoe 2007). Dies wird unterstiitzt
durch die Entdeckung, dass die Hemmung der Bildung von fibrilliren AB-Aggregaten, nicht

jedoch die Oligomerisierung, die Zelltoxizitat nicht verhindert, im Gegenteil, sie ist erhoht;
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das lasst sich durch eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der niedermolekularen
Oligomere erklédren (Oda et al. 1995). Da das lange AP42-Peptid wegen seiner biochemischen
Eigenschaften eine h6here Neigung zur Aggregatbildung mit sich und mit anderen Proteinen
besitzt, spielt es eine entscheidende Rolle in der AD-Pathologie (Walsh and Selkoe 2004).
Interessanterweise verursachen viele Mutationen in APP-, PSEN1- und PSEN2-Genen, die
mit EOAD assoziiert sind, eine Steigerung des AB42-Anteils (Citron et al. 1997). Weiterhin
lasst sich im Gegensatz zu den fibrilldren Aggregaten eine signifikante Korrelation zwischen
den AP-Oligomeren und der kognitiven Beeintrdchtigung nachweisen (Haass and Selkoe
2007).

In den nachfolgenden Abschnitten werden die an der AB-Entstehung beteiligten Proteine

vorgestellt.

1.2.1 Amyloid-B-Peptid-Vorlauferprotein (Amyloid Precursor Protein, APP)

APP ist ein glykolysiertes Typ-l1-Membranprotein, das eine groRe N-terminale extrazellulére
Doméne (Ektodomane), eine Transmembrandomane und eine kurze C-terminale intrazelluldre
Domaéne besitzt (Kang et al. 1987, zur Ubersicht s. Selkoe 2001) (Abb. 1.3). Das APP-Gen ist
auf dem langen Arm vom Chromosom 21 (21q21.3) lokalisiert und besteht aus 19 Exonen, bis
auf Erythrozyten wird es in allen Kdrperzellen exprimiert. Durch alternatives SpleifRen (Exone
7, 8 und 15) und verschiedene posttranslationale Modifikationen entstehen unterschiedliche
APP-lIsoformen, die bei der elektrophoretischen Auftrennung den Banden 110 — 140 kDa
entsprechen (Selkoe 2001). Die haufigsten Isoformen sind APP695, APP751 und APP770.
Die kurzeste Isoform APP695 wird fast ausschlieBlich in Neuronen exprimiert. Die anderen
beiden Isoformen kommen vorwiegend in der Peripherie und Gliazellen vor und enthalten im
Vergleich zu APP695 noch eine zusétzliche Doméne innerhalb der Ektodoméne, deren
Sequenz ca. 45%ige Homologie zu den Kunitz Typ Il Serin-Protease-Inhibitoren (KPI)
aufweist und durch Exon 7 kodiert. Zusétzlich dazu enthalt APP770 eine Doméne, die dem
MRC OX-2 Antigen auf Thrombozyten &hnelt und durch Exon 8 kodiert wird (Kitaguchi et
al. 1988, Tanzi et al. 1988, Wertkin et al. 1993, Selkoe et al. 2004). Alle Isoformen
beinhalten die AB-Sequenz (1 —43), 28 Aminosauren (AS) davon sind extrazellulér, wahrend
die restlich 15 AS in der Transmembranregion lokalisiert sind (Kernekewisch 1998). Eine
weitere APP-Isoform entsteht durch das SpleiRen von Exon 15 und wird in peripheren
Leukozyten und Mikroglia exprimiert, deshalb wird sie als Leukozyten-abgeleitetes APP (L-
APP) genannt (Banati et al. 1993). Zur APP-Genfamilie gehoren APP-ahnliche Proteine
(amyloid precursor like-proteins) APLP1 (Wasco et al. 1992), APLP2 (Wasco et al. 1993)
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sowie APPL in Drosophila melanogaster (Rosen et al. 1989) und APL-1 im Fadenwurm
Caenorhabditis elegans (Daigle and Li 1993). Diese besitzen jedoch keine AB-Region
(Sandbrink et al. 1994).

Zu weiteren Bestandteilen von APP s. (Abb. 1.3). Als ein Membranprotein wird die APP-
Synthese durch ein Signalpeptid (SP) in das endoplasmatische Retikulum (ER) eingeleitet.
Wahrend des Transports durch den Golgi-Apparat erfahrt APP einige posttranslationale
Modifikationen (Abb. 1.3). Der grofite Anteil an APP verbleibt intrazellular im Golgi-
Apparat, wahrend nur ein kleiner Teil verpackt in Vesikel zur Zellmembran transportiert wird.
Das Membran-gebundene APP kann durch Endozytose internalisiert und abgebaut werden
(Suzuki and Nakaya 2008).
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Abb. 1.3 Strukturelle und funktionelle Abschnitte des Amyloid-Vorlauferproteins (APP)
Dargestellt sind die Isoformen APP695, APP751, APP770 sowie das Exon 15. APP ist ein Typ-1-
Transmembranprotein, das aus einer Ektodomane, Transmembrandomane (TMD) und einer
intrazelluldren Doméne (ICD) besteht. Das N-terminale, 17 AS-lange Signalpeptid (SP) leitet die
APP-Translation ins ER ein. (PM, Plasmamembran; Cys-Doméne, Cystein-reiche Domane; Glu/ Asp,
sehr stark saure Domdne; CHO, Kohlenhydrat-Doméne; AP, Amyloid-p-Peptid; KPI, Kunitz-
Serinprotease-Inhibitor-homologe Domadne; OX-2, MRC-OX-2-Antigen-homologe Doméne; HBD,
Heparin-bindende Doméne; CuBD, Kupfer-bindende Doméane; ZnBD, Zink-bindende Doméne; GPF,
wachstumsfordernder Faktor; CBD, Kollagen-bindende Domaéne; CS-GAG, Chondroitinsulfat-
Glukosaminoglykan; NPXY, NPXY-Konsensussequenz), posttranslationale Modifikationen (S,
Tyrosin-Sulfatierung; O, O-Glykosylierung; N, N-Glykosylierung; P, Phosphorylierung)

Die physiologischen Funktionen von APP sind nur teilweise verstanden (zur Ubersicht s.
Reinhard et al. 2005). APP-knock-out Mduse zeigen keine oder nur geringe Auffalligkeiten
(Zheng et al. 1995), wahrend Knock-out Méause fur die gesamte APP-Familie (APP/ APLP1/
APLP2) im Rahmen von triple knock out Experimenten nach der Geburt nicht tiberleben und
massive neurologische Defekte aufweisen (Herms et al. 2004). Das deutet auf eine essentielle
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Rolle der APP-Familie in der Entwicklung von v. a. Nervensystem hin. Weitere Experimente
haben eine wesentliche Rolle von APP im Zellwachstum und in der Synapsenbildung im ZNS
gezeigt (Priller et al. 2006). AulRerdem scheint APP in anderen VVorgangen wie Zelladh&sion
(Soba et al. 2005), Zell-Zell-Interaktionen (Wang and Ha 2004), Endozytose und Hamostase
(Chen et al. 1990, Smith et al. 1990, Selkoe et al. 2004) beteiligt zu sein. Neben seiner
toxischen Wirkung wurde AB-Peptid eine physiologische Funktion bei der Lipid-Homoostase
zugeschrieben (Grimm et al. 2005). Weiterhin ist APP bzw. seine Spaltungsprodukte
vermutlich im axonalen Transport und intrazelluldren Sortierungsprozess involviert, was noch
umstritten ist (Lazarov et al. 2005). Die APP-intrazellulare Doméne (AICD), die durch einen
terminalen Spaltungsschritt entsteht, beeinflusst die Protein-Protein-Interaktionen und hat
nach ihrer Translokation in den Zellkern einen Einfluss auf die Transkription einiger Gene
(Cao and Sudhof 2001, von Rotz et al. 2004, zur Ubersicht s. Pardossi-Piquard and Checler
2012).

Die Prozessierung von APP spielt eine immanente Rolle in der Alzheimer-Pathogenese,
insofern das dabei entstehende AB-Peptid fir die terminale Neurodegeneration und Demenz
verantwortlich gemacht wird. APP kann unter Zusammenspiel von mindestens drei Enzymen
(Sekretasen) auf zwei unterschiedlichen Wegen abgebaut werden; dem amyloidogenen und
nicht-amyloidogenen Weg (Abb. 1.4) (zur Ubersicht s. Selkoe 2001, Pietrzik and Behl 2005,
Dillen and Annaert 2006) . Unter physiologischen Bedingungen werden bis zu 90% der
Membran-lokalisierten APPs nicht-amyloidogen prozessiert. Dabei wird APP in einem
initialen Schritt durch eine a-Sekretase extrazelluldr innerhalb des Ap-Peptides gespalten;
dadurch wird die Entstehung von AP verhindert. Durch diesen Schritt entsteht ein 19sliches
Fragment (sAPPa) (ca. 95 kDa) und ein intrazelluldres Fragment (C83 auch aCTF genannt; a-
C-terminales Fragment) (ca. 10 kDa), das in einem zweiten Schritt von einem Enzymomplex
(y-Sekretase) weiter in zwei Fragmente gespalten wird; das kurze Peptid (p3) (ca. 3 kDa) und
den C-terminalen Rest (AICD, APP-intrazellulare Domane) (ca. 7 kDa).

Die amyloidogene Prozessierung findet in geringem MaR unter physiologischen und verstarkt
unter pathologischen Bedingungen statt. Dabei spaltet eine f-Sekretase, auch BACE genannt
(p-site APP Cleaving Enzyme), APP proteolytisch am N-Terminus des AB-Peptids, was in ein
16sliches (sAPPP) und ein intrazelluldres Fragment (C99 auch BCTF genannt, B-C-terminales
Fragment) (ca. 12 kDa) resultiert. Nachfolgend spaltet y-Sekretase das BCTF (C99) innerhalb
der Transmembrandoméne am C-Terminus des AB-Peptids, wodurch das ca. 4 kDa grof3e AB-

Peptid freigesetzt wird. Analog zur nicht-amyloigogenen Prozessierung entsteht auch eine
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intrazellulire Doméne (AICD). Da der y-Sekretase-Komplex keine definierte Schnittstelle
besitzt, entstehen unterschiedlich lange AB-Peptide (38 — 49 AS), wobei A40 und AP42 die
am hdufigsten vorkommenden Spezies sind, in einem Verhéltnis von 90% zu 10%. Bei APP-,
PSEN1-, und PSEN2-Muationen, die die famili&re Form von AD hervorrufen, kommt es zur
Verschiebung der Ap-Produktion zugunsten von AP42, das eine hohere Neigung zur
Aggregatbildung aufweist (Bertram 2008).

APP
sAPPp sAPPa

[-Faltblatt-reiche
AB-Plaques

M&%%@Sé&%%%@%@ ;g&%ﬁéﬁ é%é”&%ééé/ é@éﬁ%@%@éﬁ%%%&%ﬁ

C99 (BCTF) C83 (aCTF)

AICD AICD

A
v

der amyloidogene Weg der nicht-amyloidogene Weg

Abb. 1.4 Prozessierung von Amyloid-Vorlauferprotein (APP)

APP kann unter Bildung von AP (amyloidogen) bzw. ohne Ap-Bildung (nicht-amyloidogen)
prozessiert werden. Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung schneidet a-Sekretase APP innerhalb,
bei der amyloidogenen schneidet die f-Sekretase APP am C-Terminus des Ap-Peptids, der zweite
Schritt wird bei beiden Prozessierungsarten durch die y-Sekretase in der TMD vollendet. Durch den
nicht-amyloidogenen Weg entsteht sAPPa, C83 (aCTF), p3 und AICD; durch den nicht-
amyloidogenen Weg sAPP, C99 (BCTF), Ap und AICD. (PM=Plasmamembran)

APP-Mutationen, bei denen es sich meistens um Punktmutationen handelt, verursachen eine
familidre Form der Alzheimer-Krankheit (EOAD), wobei die Krankheitssymptome im Alter
zwischen 45 und 65 auftreten. Bislang sind 33 Mutationen in 90 Familien bekannt (s. Tab. 1).
Diese Mutationen liegen innerhalb der AB-Region oder in unmittelbarer Nahe der Sekretasen-
Schnittstellen, wodurch die APP-Prozessierung beeinflusst wird. Es kommt zur verstarkten
AB-Produktion und/oder Erhoéhung des relativen Anteils an AB42 (Selkoe 1996, Irie et al.
2005).
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1.2.2 «a-Sekretase

»Sekretase™ ist ein Oberbegriff fiir eine Gruppe von Proteasen, die fiir die Prozessierung von
integralen Membranproteinen zustandig ist. APP-Prozessierung durch a-Sekretase verhindert
die AB-Produktion. Neuen Studien zufolge gehoren a-Sekretasen zu der ADAM-Familie (A
disintegrin and metalloproteinase), von der bis jetzt ca. 38 Mitglieder in verschiedenen
Spezies bekannt sind (Vingtdeux and Marambaud 2012). ADAMs bestehen aus einem
Signalpeptid, das wéhrend der Biosynthese die Einschleusung in den sekretorischen Weg
einleitet, einer Prodoméne, die fur die geeignete Faltung zustdndig ist und einer
Metallodomane, die das Kkatalytische Zentrum enthdlt. Zudem enthalten sie eine
Disintegrindomane, eine Cystein-reiche Doméne, eine EGF (epidermal growth factor)-
ahnlichen Doméne — auRer ADAM10 und ADAM17 — einer Transmembrandoméne und eine
intrazellularen Domane (Edwards et al. 2008) (Abb. 1.5).

Prodomane

Metallodomane NH,

Disintegrindomane

Cystein-reiche Doméane

Intrazellulare Domane

COOH

Abb. 1.5 Schematische Darstellung von ADAMs ( A disintegrin and metalloproteinase)
Schematisch ist ein ADAM-Protein dargestellt. ADAMs sind Typ-l1-Membranproteine, die aus einer
Prodomdane, Metallodoméne, Disintegrindoméne, Cystein-reichen Doméne, Transmembrandoméane
und einer intrazellularen Doméne bestehen.

Zurzeit werden ADAM10, ADAM9 und ADAM1Y7 als die APP-prozessierenden a-Sekretasen
diskutiert, wobei zunehmende Beweise ADAM10 die entscheidende Rolle zuschreiben
(Jorissen et al. 2010, Kuhn et al. 2010).
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1.2.3 B-Sekretase

[-Sekretase, auch BACE-1 (p-site of APP cleaving enzyme) oder Memapsin-2 genannt, ist ein
Typ-I-Membranprotein mit einer grolen extrazellularen Doméne, die zwei katalytische
Asparaginsaurereste enthalt, einer Transmembrandomane und einer kurzen intrazelluldren
Domane (zur Ubersicht s. Zacchetti et al. 2007, Sathya et al. 2012) (Abb. 1.6). Hauptséchlich
wird B-Sekretase im ZNS exprimiert, aber auch in geringem MaR in der Peripherie. Eine
andere Protease (BACE-2), die 64% Homologie zu BACE-1 zeigt, wurde beschrieben, die
hauptséachlich in der Peripherie vorkommt und anscheinend weniger an der AD-Pathologie
beteiligt ist (Yan et al. 1999, Jakob-Roetne and Jacobsen 2009). BACE-1 spaltet APP am N-
Terminus von A und initiiert somit die AB-Produktion. Ein Beweis dafir ist, dass in BACE-
1-Knock-out-Mausen die AB-Bildung vollstandig verhindert werden konnte (Vassar 2005).
Dies macht BACE-1 zu einem attraktiven Target fir AD-Behandlung durch die Entwicklung
von BACE-1-Inhibitoren. AuBRer APP hat BACE-1 andere Substrate, wie z.B.
Sialyltransferase St6Gal I, P-Selectin-Glykoproteinliganden, APLP1, APLP2 und Neuregulin-
1, was den Erfolg der pharmakologischen Hemmung von BACE-1 einschrankt (Jakob-
Roetne and Jacobsen 2009).

Cytosol
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Iy & Dislich and Lichtenthaler 2012)
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1.2.4 y-Sekretase

Die y-Sekretase ist eine Aspartatprotease, die sich durch bestimmte Charakteristika von
anderen Proteasen unterscheidet: Sie ist ndmlich in der Lage, ihre Substrate in der
hydrophoben Umgebung der Plasmamembran zu spalten und ist selber Gber mehrere
Transmembrandomanen in der Zellmembran verankert (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009).
Die Besonderheit beim ersten Punkt besteht darin, dass erstens fir die hydrolytische
Proteolyse Wassermolekiile bendtigt werden und zweitens die zu spaltende Peptidbindung des
Substrates der Proteolyse zuerst zuganglich gemacht werden muss; beides ist in einer
hydrophoben Umgebung erschwert. AuBerdem ist y-Sekretase ein hochmolekularer Komplex
bestehend aus mindestens vier unterschiedlichen Proteinen, ndmlich Préasenilin 1 oder 2 (PS1
oder PS2), Nicastrin (Nct), anterior pharynx defective-1 (Aph-1) und presenilin enhancer 2
(PEN-2) (Abb. 1.7) (zur Ubersicht s. De Strooper and Annaert 2010).

APP extrazellularer Raum

endoproteolytische
Spaltung

Zytosol

ADbDb. 1.7 Schematische Darstellung des y-Sekretase-Komplexes

y-Sekretase ist ein in der Zellmembran (PM) eingebetteter Enzymkomplex aus vier einzelnen
Proteinen: Présenilin (PS), das zu dessen Aktivierung innerhalb der zytosolischen Schleife in zwei
Fragmente gespalten wird, das N-terminale Fragment (NTF) und das C-terminale Fragment (CTF),
Nicastrin (Nct), anterior pharynx defective-1 (Aph-1) und presenilin enhancer-2 (PENZ2). Die
Substrate von y-Sekretase sind typischerweise Typ-I-Membranproteine, als Beispiel ist das Amyloid-
Vorlauferprotein (APP) dargestellt. Die katalytischen Aspartatreste sind durch schwarze Punkte in der
sechsten und siebten Transmembrandoméne von Préasenilin markiert.
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Das katalytische Zentrum wird von Prasenilin 1 oder 2 gebildet. Nicastrin (Nct) ist ein 130
kDa Typ-I-Membranprotein mit einer grof3en, glykosylierten, extrazellularen Ektodomaéne. Es
selber besitzt keine katalytische Aktivitat, ist jedoch essenziell fur die Zusammenlagerung
und Stabilisierung vom y-Sekretase-Komplex (Chavez-Gutierrez et al. 2008). AuRerdem wird
diskutiert, ob es als Substratrezeptor durch seine extrazellulare Domane fungiert (De Strooper
2005, Shah et al. 2005, Chavez-Gutierrez et al. 2008). Aph-1 (,,anterior pharynx defective-1°)
ist ein ca. 30 kDa grof3es Protein mit sieben Transmembrandomanen (Goutte et al. 2002).
Beim Menschen kodieren fur Aph-1 zwei Gene auf den Chromosomen 1 und 15, deren
Sequenz sich bis zu 56% unterscheiden; APH-la und APH-1b. Zudem kénnen durch
alternatives SpleiRen zwei Aph-1a-Formen entstehen; Aph-1a° (fiir ,,short“) und Aph-1a" (fiir
,»long®) (Gu et al. 2003). Durch seine Interaktion mit den anderen y-Sekretase-Komponenten
dient Aph-1 der Assemblierung und Stabilisierung des Komplexes (Lee et al. 2002, Dries and
Yu 2008). PEN-2 (,,presenilin enhancer-2) ist ein ca. 12 kDa grofles Protein mit zwei
Transmembrandomanen, wobei sich sowohl der C-Terminus als auch der N-Terminus
extrazellulér befinden (Francis et al. 2002). PEN-2 ist essenziell fiir die y-Sekretase-Aktivitat,
da es die PS-Endoproteolyse ermdglicht, die dabei entstehenden Fragmente stabilisiert und

der Reifung des Komplexes dient (zur Ubersicht s. Dries and Yu 2008).

Alle vier Komponenten sind notwendig und hinreichend fiir eine aktive y-Sekretase, in einer
Stochiometrie von 1:1:1:1 (De Strooper 2003). Da es sich bei den vier Proteinen um
Membranproteine handelt, wird ihre Translation und somit die Bildung des y-Sekretase-
Komplexes im endoplasmatischen Retikulum (ER) eingeleitet und dann im zelluldren
Kompartiment zwischen ER und Golgi-Apparat fortgesetzt. Als erstes bildet das unreife,
teilweise glykolysierte Nct mit Aph-1 einen Subkomplex, zu dem folglich PS kommt. In
diesem Triple-Protein-Komplex wird Nct vollstandig glykosyliert. Durch die Bindung von
PEN-2 wird eine Endoproteolyse von PS innerhalb der zytoplasmatischen Schleife zwischen
dem sechsten und siebten TMD induziert. Dadurch entstehen ein C-terminales (CTF) und ein
N-terminales Fragment (NTF), welche jeweils einen katalytisch aktiven Aspartatrest enthalten
(Position 257 und 385). Erst an der Zellmembran wird y-Sekretase aktiv, wobei zunehmende
Beweise dafiir sprechen, dass sie ihre Aktivitdt zum groRBen Teil erst im spaten Endosomen-
Sortierungskompartiment entfaltet, namlich in den spaten Endosomen, multivaskuldren
Korperchen und Lysosomen (Dries and Yu 2008, De Strooper and Annaert 2010). Wéhrend
95% aller y-Sekretase-Komplexe zwischen ER und Golgi-Apparat pendeln, Gben nur 5% ihre
Aktivitat an der Zellmembran bzw. im spaten Endosomen-Sortierungskompartiment aus. Die

v-Sekretase-Aktivitat unterliegt komplexen Regulationsmechanismen, die entweder die
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Assemblierung, die endogene Aktivierung, die Lokalisation und Degradation oder die
Interaktion von y-Sekretase mit ihren Substraten beeinflussen. Daran sind sowohl y-Sekretase-
Mitglieder selbst, als auch andere Proteine wie Glykogensynthasekinase 3 (GSK3p),
Phospolipase D1 (PLD1), vy-Sekretase-aktivierendes Protein (GSAP), retrieval to
endoplasmatic reticulum 1 protein (Rerlp), CD147 und transmembrane trafficking protein 21
(TMP-21) beteiligt (Dries and Yu 2008, De Strooper and Annaert 2010).

Bislang sind mindestens 60 verschiedene Substrate fiir y-Sekretase bekannt, darunter APP,
APLP 1 und 2, Notch, ErbB4, CD44, E- und N-Cadherine, Nectin 1o und LDL-receptor-
related protein (LDLR) (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009, De Strooper and Annaert 2010).
Der neuartige proteolytische Mechanismus, bei dem die Protease ihre Substrate innerhalb der
Zellmembran spaltet, wird als ,,regulierte intramembrandse Proteolyse® (RIP) bezeichnet.
Mittlerweile sind mehrere Proteasen der Klasse Metalloproteasen,  Serinproteasen,
Aspartatproteasen, wie y-Sekretase, aber auch Proteasen ohne Sequenzhomologien zu den
zytosolischen Proteasen, bekannt, die demselben Mechanismus folgen (Wolfe and Kopan
2004).

y-Sekretase scheint keine definierte Sequenz fiir die Spaltung ihrer Substrate zu besitzen. Im
Falle von APP entstehen dadurch unterschiedlich lange AP-Fragmente. Als Erklarung fir
dieses Verhalten wurde die durch eine Reihe von Experimenten bewiesene Tripeptid-
Hypothese aufgestellt. Demzufolge wird das durch BACE-1 entstandene, 99 AS-lange BCTF
(C99) durch vy-Sekretase schrittweise prozessiert (Abb. 1.8). In einem ersten und
entscheidenden Schritt, dem sogennaten &-Schnitt, schneidet y-Sekretase BCTF an der
Position 48 bzw. 49, dadurch entstehen AB48 bzw. APB49 und ihre korrespondierenden AICDs
(AICD49-99 bzw. AICD50-99) (Gu et al. 2001). Da APP in der Zellmembran als a-Helix
vorliegt und jede Windung davon aus 3,6 AS besteht, wird APP, laut der Tripeptide-
Hypothese, von y-Sekretase an jeder Windung gespalten (Yagishita et al. 2006). Als Resultat
entstehen konsekutiv aus AP48 und AP49 kleinere, um drei (bzw. vier) Aminosduren
verkiirzte AB-Fragmente: aus AB48 entstehen AB45, AB42, AP39/38 und aus AP49 entstehen
AB46, AP43, AP40, AB37. Der zweite Schnitt wird als {-Schnitt und die weiteren als y-
Schnitte bezeichnet (Takami et al. 2009).



EINLEITUNG 18

Ap AICD
( 1-40 ] ( 50-99 )
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( 1-42 ) ( 49-99 )
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( 1-38 ) ( 49-99 )

Abb. 1.8 Sequenzielle Proteolyse von BCTF (C99) durch y-Sekretase und die Entstehung
verschiedener AB-Spezies

Initial wird BCTF von y-Sekretase an der Stelle € (entweder 48 oder 49) gespalten, dadurch entstehen
zwei Fragmente (AP und AICD). Dann wird AP in Abstand von drei bis vier AS von der ¢-Stelle
weiter gespalten, aus AP49 werden AP46, AP43, AP40 und AB37, aus AP48 AP45S, AP42 und
AP39/38 gebildet. Die Transmembrandomdne sowie die GxxxG-Motive sind markiert.

Ein alternativer Ansatz wurde von Munter et al., 2007 aufgestellt, nach dem BCTF durch ein
GxxxG-Motiv dimerisiert und in einem Dimerisierungszustand von y-Sekretase gespalten
wird (Munter et al. 2007, Kienlen-Campard et al. 2008).

Wie eingangs erwahnt bedingen die Mutationen in APP-, PS1- und PS2-Genen einen friiheren
Ausbruch und drastischen Verlauf von AD bei den Betroffenen. Es stellt sich allerdings die
zentrale Frage, die sowohl fiir das Verstandnis als auch fur das therapeutische Vorgehen von
AD von essenzieller Bedeutung ist, ndmlich was ist die Kinetik, durch die diese vielen, zum
Teil phenotypisch unterschiedlichen Mutationen die Krankheit verursachen? Handelt es sich
dabei um gain-of-function- oder loss-of-function-Mutationen? Anfangs hat die Feststellung
von AP-Ablagerungen und dem relativen Anstieg von AP42 im Vergleich zu AB40 zur
Annahme gefiihrt, dass solche Mutation gain-of-function hervorbringen (Hardy and Selkoe
2002, Jakob-Roetne and Jacobsen 2009). Weitere Studien haben gezeigt, dass die Mutationen
nicht notwendigerweise mit einer erhohten AB42-Produktion verbunden sind; sie kénnen z.B.
den AB40-Anteil allein senken. Einige Mutationen reduzieren sogar eins oder beide Produkte.
Das flihrte zur Gegenhypothese, namlich, dass es sich um loss-of-function-Mutationen
handelt, die zum einen zur Akkumulation von unprozessierten Produkten und zum anderen
zur gestorten intrazelluléren Signalweiterleitung fihren (Shen and Kelleher 2007, Kelleher
and Shen 2010). Aufbauend auf neueren Studien ging man davon aus, dass die AD-
Pathogenese durch eine Kombination von loss-of-function-Prozessierung von APP und einer
abnormalen Produktion von AP bedingt ist (De Strooper 2007, Wolfe 2007). Chavez-
Gutierrez et al., 2012 lieferten einen neuen, interessanten Ansatz, der besagt, dass die
qualitativen Verdnderungen in der Af-Produktion die (bergeordnete Rolle Uber die
quantitativen haben und somit sich von der klassischen Amyloid-Hypothese, die die

quantitative Akkumulation von AP in den Vordergrund stellt, abhebt. Demzufolge
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beeinflussen die Mutationen y-Sekretase-Aktivitdt qualitativ auf drei Ebenen: eine variable
Inhibition der inititalen e-Spaltung (Abb. 1.8), Beeintrachtigung des vierten Spaltungsschritts
in beiden Prozessierungslinien (AP49>AB40 und AP48>AP38) und Verschiebung der &-
Schnittstelle durch APP-Mutationen resultierend in eine relativ verstérkte Spaltung der Linie
(AP48 > AB38) (Chavez-Gutierrez et al. 2012).

1.2.5 Praseniline

Préaseniline (PS1 und PS2) sind Transmembranproteine und werden auf dem Chromosom 14
(PSEN-1) bzw. 1 (PSEN-2) kodiert, sie bestehen aus 467 (PS1) bzw. 448 Aminosauren (PS2).
Mit 185 Mutationen im PSEN-1 und 13 im PSEN-2 sind die meisten Alzheimer-

verursachenden Mutationen auf den PS-Genen lokalisiert, v. a. PS1 (http://www.molgen.vib-

ua.be/ADMutations/ ; Stand 12.2013). Préseniline bestehen aus sechs bis neun

Transmembrandomanen, wobei sich zwischen dem sechsten und siebten TMD eine
hydrophile, ins Zytosol gerichtete Schleife befindet (Levy-Lahad et al. 1995b, Rogaev et al.
1995, Sherrington et al. 1995, Doan et al. 1996, De Strooper et al. 1997, Spasic et al. 2006)
(Abb. 1.9). Beide Praseniline sind bis zu 65% identisch, wobei das N-terminale Ende und der
C-terminale Abschnitt der hydrophilen, zytosolischen Schleife schwach konserviert sind
(Laudon et al. 2005, Spasic et al. 2006). Wahrend PS1 ubiquitar exprimiert wird, kommt PS2
hauptséachlich im peripheren Gewebe und nur in geringen Mengen im Gehirn vor (Tandon and
Fraser 2002). Neuere Studien zeigen, dass die Mehrzahl von y-Sekretase sowohl im Gehirn, in
der Milz als auch im Thymus PS1 beinhalten (Borgegard et al. 2012). AulRerdem wird die AB-
Produktion im ZNS tberwiegend von PS1 katalysiert (De Strooper et al. 1998, Borgegard et
al. 2012). Anscheinend spielt PS1 die wichtigere Rolle und sein Verlust kann nur in geringem
Mal} durch PS2 kompensiert werden (Brunkan and Goate 2005, Borgegard et al. 2012).
Waéhrend Mause-Embryonen, denen das PS1-Gen fehlt kurz nach der Geburt sterben, da die
fiir die embryonale Entwicklung essenzielle, durch vy-Sekretase gesteuerte Notch-
Signaltransduktion gestort ist, entwickeln adulte Tiere, bei denen das PS1-Gen inaktiviert
wird, Gedé&chtnisstérungen und Neurodegeneration (Selkoe and Kopan 2003, Saura et al.
2004, Elder et al. 2010).

Préaseniline werden im ER synthetisiert und posttranslational weder glykosyliert, noch
sulfatiert, noch acyliert, jedoch moglicherweise phosphoryliert (De Strooper et al. 1997,
Seeger et al. 1997, Walter et al. 1997). Das unreife Prasenilin ist ca. 52 kDa gro3 und wird
zum groRen Teil schnell abgebaut und nur eine geringe Menge davon wird bereits im ER

einer proteolytischen Prozessierung unterzogen. Diese Proteolyse findet an der a-Helix-
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Struktur innerhalb der hydrophilen Schleife, zwischen dem sechsten und siebten TMD, statt;
aus dem 52 kDa (full-legth PS) groRen Holoprotein entsteht ein ca. 30 kDa grof3es N-
terminales Fragment (NTF) und ein ca. 20 kDa groRes C-terminales Fragment (CTF), beide
Fragmente haben eine langere Halbwertzeit. Normalerweise ist diese Enoproteolyse eine
Voraussetzung fiir die katalytische Aktivitat (Thinakaran et al. 1996, Podlisny et al. 1997,
Haass and Selkoe 1998, Jacobsen et al. 1999, Steiner et al. 1999b, Zhang et al. 2000, Selkoe
and Kopan 2003, Brunkan and Goate 2005). PS1 enth&lt zwei katalytische Aspartatreste
(D257 und D385), die fur die y-Sekretase-Aktivitat entscheidend sind. Sie katalysieren

sowohl die Spaltung verschiedener y-Sekretase-Substrate als auch ihre eigene Endoproteolyse
(Haass and De Strooper 1999, Wolfe et al. 1999a, Wolfe et al. 1999b, Wolfe et al. 1999c,
Kimberly et al. 2000, Li et al. 2000).

BP0
P Ty

200000020 )(/‘)OO‘J
®
- [0}
62066000000 0000
L
O}

O]
T

O3C00000eCo000N

{v&g.,\-v'_xzx:.-:;:w:-/:(.:r-‘):f:uj?u‘
Abb. 1.9 Schematische Darstellung der Aminosauresequenz von PS1 und PS2
Angezeigt ist das 9-TMD-Modell von beiden Préasenilinen (nach http://www.molgen.vib-
ua.be/ADMutations/ , Stand 12.2013). Die Exons-Grenzen sind markiert. In rot sind die

pathologischen Mutationen angezeigt, in griin die, die keinen pathologischen Effekt haben.
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Als das katalytische Zentrum des y-Sekretase-Komplexes spielt PS die tberhaupt wichtigste
Rolle bei der Prozessierung folgender Proteine: Notch, APP, ErbB4, CD44, E- und N-
Cadherine, LDLR und andere (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009, De Strooper and Annaert
2010). Bei der Prozessierung solcher Proteine handelt es sich meistens um eine ,,regulierte
intramembrandse Proteolyse* (RIP), wobei eine Ektodoméne und eine intrazellulaire Domine
(ICD) des Membranproteins freigesetzt werden (fur die Prozessierung von APP und den
Prozessierungsmechanismus s. 1.2.1 oben.). Wie bei APP wird Notch zuerst durch eine Furin-
ahnliche Protease extrazelluldr gespalten. In diesem Zustand ist Notch in der Lage sein
Ligand zu binden; nachdem der Ligand gebunden hat, wird Notch durch eine Protease der
ADAM-Familie extrazellular nah der Zellmembran nochmal gespalten. Das dadurch
entstandene NEXT-Fragment (Notch extracellular truncation) ist dann ein direktes Substrat
der y-Sekretase. Ahnlich wie bei APP wird Notch duch y-Sekretase schrittweise gespalten,
wodurch unterschiedlich lange NB-Peptide und eine intrazellulare Domdane (NICD) gebildet
werden. NICD wandert in den Zellkern und interagiert mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren, die fur die Transkription essentieller Gene verantwortlich sind
(Selkoe and Kopan 2003, De Strooper and Annaert 2010). Deshalb sind die durch den PSEN-
1-Verlust hervorgerufenen Beeintrachtigungen, vor allem in der Embryonalentwicklung, auf
die gestorte Notch-Signaltransduktion zurtickzufiihren (Shen et al. 1997, Selkoe and Kopan
2003, Tournoy et al. 2004). AuRerdem stellt das Notch-Signaltransduktion ein
Limitierungsfaktor fiir die Dosis von y-Sekretase-Inhibitoren in der Alzheimer-Therapie dar
(Milano et al. 2004, Li et al. 2007, Borgegard et al. 2012).

PS1 bildet Komplexe mit E- und N-Cadherin und a- und B-Catenin und tragt dabei zu den
Zellkontakten (adherence junctions) bei (Georgakopoulos et al. 1999, Baki et al. 2001). E-
Cadbherin spielt eine wichtige Rolle in Zell-Zell-Adhasionen und Differenzierung von Zellen.
Durch Apoptose oder den Einstrom von Kalzium (Ca®") spaltet y-Sekretase E-Cadherin an der
Grenze zwischen der transmembranen und intrazellularen Domadne. Dadurch wird der
Zellkontakt abgebaut, E-CadICD sowie a- und B-Catenin werden intrazellulér freigesetzt
(Marambaud et al. 2002, Ferber et al. 2008). In ahnlicher Weise ist N-Cadherin fur die
Kontakte exzitatorischer Synapsen im Hippocampus von Bedeutung. N-Cadherin-Spaltung
durch y-Sekretase wird durch NMDA-Agonisten stimuliert. Da N-Cadherin essenziell fur die
Struktur und Funktion von Synapsen ist, konnen solche proteolytische Prozesse die Langzeit-
Potenzierung, Lernen und Gedachtnis beeinflussen. Auch hier werden N-CadhICD, a- und -
Catenin freigesetzt (Marambaud et al. 2003, Uemura et al. 2006). E-CadIlCD wurde als
Regulator der pl120(3-Catenin)-Kaiso-vermittelten Signalweiterleitung in den Zellkern
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beschrieben (Ferber et al. 2008), das N-CadICD bindet an den Transkriptionsfaktor CBP und
vermittelt seinen proteosomalen Abbau, dadurch wird die CRE-abhangige Transaktivierung
inhibiert. Somit dient PS1 als Repressor der CBP/CREB-vermittelten Transkription. Das l4sst
vermuten, dass PS1-Mutationen eine gesteigerte CBP/CREB-vermittelte Transkription nach
sich zieht, was moglicherweise die Demenz verursacht (Marambaud et al. 2003).
Zusammenfassend kann man die Effekte der Cadherine-Spaltung durch y-Sekretase in drei
Folgen betrachten; erstens Abbau der Zellkontakte, zweitens Signalweiterleitung in den Kern

und drittens die Erhohung der zytosolischen f-Catenin-Konzentrationen.

B-Catenin ist sowohl ein Teil des Cadherin-Komplexes, als eine wichtige Zelladhdsion (s.
oben), als auch ein Teil des Wnt-Rezeptor-Komplexes, als ein biologisch zentraler Signalweg
der Embryogenese und Entwicklung bestimmter Zellen. Zunehmende Beweise sprechen fr
vielfaltige gegenseitige Wirkung beider Komplexe durch p-Catenin (Nelson and Nusse 2004,
Heuberger and Birchmeier 2010). Wahrend der Wnt-Signaltransduktion erfiillt B-Catenin die
Aufgabe eines Second-Messengers. In Abwesenheit von Wnt ist B-Catenin an einem
,Zerstorungskomplex* gebunden, dieser Komplex besteht aus adenomatous polyposis coli
protein (ACP), Axin, glykogen synthase kinase 3 (GSK-3) und casein kinase I (CKI). CKI
phosphoryliert f-Catenin am Serinrest 45 (P-45); in einem zweiten Schritt wird B-Catenin
durch GSK-3 an den Positionen 41, 37 und 33 (P-33/37/41) phosphoryliert. Desweiteren wird
das phosphorylierte f-Catenin ubiquitiniert und proteosomal abgebaut. Wenn Wnt an seinen
Rezeptor Frizzled (Fz) und Korezeptor LRP5/6 bindet, zerféllt der Komplex und -Catenin
wird freigesetzt. Ahnlich wie bei der Freisetzung von B-Catenin aus dem E-/N-Cadherin-
Komplex bewirkt der erhohte zytoplasmatische -Catenin-Pool seine Translokation in den
Zellkern, wo es, interagiert mit T-cell factor und lymphoid enhancer factor 1 (TCF/LEF1)
und anderen Proteinen, bestimmte Wnt-Zielgene, wie c-Myc, MMP3, MMP7, ADAM10,
Twist, Slug, Tiaml, cyclinD1, fibronectin und In5-g2 aktiviert (Cadigan and Peifer 2009,
Taelman et al. 2010, Clevers and Nusse 2012, Fagotto 2013). Dysregulation innerhalb dieser
Signalweiterleitung, wie z. B. Mutationen im APC-, Axin- oder B-Catenin-Gen, ist mit
Fehldifferenzierung und Entwicklung bestimmter Tumore, vor allem im dermalen,
intestinalen und hdmatopoetischen System sowie in neuonalen und embryonalen Stammzellen
assoziiert (Logan and Nusse 2004, Reya and Clevers 2005). PS1 kann die B-Catenin
Signalweiterleitung negativ regulieren, indem es den zweiten Schritt der [B-Catenin-
Phosphorylierung (P-33/37/41) ermdglicht (Killick et al. 2001, Soriano et al. 2001, Xia et al.
2001, Kang et al. 2002, Prager et al. 2007, Dobrowolski et al. 2012). Zusammengefasst kann
PS1 B-Catenin durch drei mégliche Wege beeinflussen; erstens PS bildet und stabilisiert den
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B-Catenin enthaltenden E-/N-Cadherin-Komplex, zweitens setzt PS1 durch E-/N-Cadherin-
Spaltung B-Catenin frei und drittens unterstiitzt PS1 den Abbau von PB-Catenin in der
Abwesenheit von Wnt.

Ob die oben beschriebene Interaktion zwischen PS1 und B-Catenin y-Sekretase-abhéngig ist,
oder eine selbststdndige Aktivitdt von PS1 darstellt, ist noch Gegenstand kontroverser
Diskussionen. Es wurden PS weitere y-Sekretase-unabhéngige Funktionen zugeschrieben, die
allerdings wie das B-Catenin-Beispiel noch umstritten sind (Brunkan and Goate 2005, De
Strooper and Annaert 2010). PS1 scheint eine Rolle im Rahmen von Proteintransport und —
Turnover (Esselens et al. 2004, Wilson et al. 2004) sowie bei der Reifung von der ATPase-
Protonenpumpe (Lee et al. 2010) zu spielen. AuBerdem ist PS1 in der Kalzium-Homdostase
involviert. Schon bevor man die PSEN-Gene identifizieren konnte, stellte man einen
dysregulierten Kalzium-Haushalt bei AD-Patienten fest (Ito et al. 1994). Verschiedene
Mechanismen werden diskutiert, darunter die Maoglichkeit, dass die AB-Oligomere die
Membranpermeabilitat fiir Ca®* erhdhen und dass PS1 die am ER lokalisierten, fiir den Ca*-
Transport zustandigen Kanéle und Transporter wie RyR (Ryanodine receptor), IP3R (inositol-
1,4,5-triphosphat receptor) und SERCA (sarco/endoplasmatic reticulum calcium ATPase),
beeinflussen kann. PS wurde sogar als ein lonenkanal am ER beschrieben. Begleitend zu bzw.
als Endergebnis von diesen Prozessen findet man funktionsgestorte Mitochondrien. Solche
Mechanismen fuhren letztendlich zur Apoptose und somit zur Neurodegeneration, einige
davon werden jedoch als kompensatorisch und neuroprotektiv angesehen (zur Ubersicht s. De
Strooper and Annaert 2010, Supnet and Bezprozvanny 2010).

Bei den meisten PS-Mutationen handelt es sich um die Substitution einzelner Aminoséuren
(Missense-Mutationen). Es ist bemerkenswert, dass die Mutationen zum groRen Teil
innerhalb der TMDs, v. a. 2 und 6 sowie der hydrophilen Schleife, vorkommen (zur
Ubersicht: http://www.molgen.vib-ua.oe/ADMutations/ ; Brunkan and Goate 2005, Larner
and Doran 2006, Jayadev et al. 2010). Wie die PS-Mutationen die Entstehung von Alzheimer-
Krankheit verursachen, wird durch verschiedene Ansatze erklart (s. oben). Grund hierfir ist,
dass sich die PS-Mutationen phenotypisch und pathologisch unterschiedlich verhalten. Man
kann die bis jetzt diskutierten Mechanismen wie folgt zusammenfassen:

I. Gain-of-function bei der Prozessierung von APP (Hardy and Selkoe 2002, Shioi et al. 2007,
Jakob-Roetne and Jacobsen 2009, Kelleher and Shen 2010)

Il. Loss-of-function bei der Prozessierung von APP (Bentahir et al. 2006, Shen and Kelleher
2007, Heilig et al. 2010, Kelleher and Shen 2010)
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I1l.  Konformationsanderung und verénderte Mechanik des Enzymkomplexes und dadurch
abnorme Ap-Produktion (Berezovska et al. 2005, De Strooper 2007, Wolfe 2007, Chavez-
Gutierrez et al. 2012)

IV. Beeintrachtigung der y-Sekretase-unabhéngigen PS-Funktionen, wie Makroautophagie
und Kalzium-Homdostase (Stutzmann et al. 2004, Tu et al. 2006, Lee et al. 2010, Zhang et al.
2010)

Im Folgenden werden die Mutationen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorkommen,
kurz dargestellt. Exemplarisch fir die PS-Mutationen finden die Mutationen PS1-E280A,
PS1-Delta9 und PS2-N1411 in dieser Arbeit Anwendung.

Die Uberhaupt groBte Population mit EOAD befindet sich in Antioquia, Kolombien. Ca. 5000
Individuen besitzen dieselbe Mutation (E280A) (Sepulveda-Falla et al. 2012). Diese Mutation
kommt aber auch an anderen Orten vor (Tanahashi et al. 1996, Kwok et al. 1997, Arango et
al. 2001). Bei dieser Mutation wird die AS Glutamat an der Position 280, innerhalb der
zytosolischen Schleife, nach der Proteolyse-Stelle, durch Alanin ersetzt (R. F. Clark 1995).
Neuropathologisch beobachtet man bei den Betroffenen Hirnatrophie, schwere Ap-
Pathologie, bestimmte hyperphosphorylierte Tau-verwandte Pathologie und cerebelldre
Schaden. Klinisch zeigen die Patienten eine gewisse Variabilitat; bei den meisten kommt die
Demenz zwischen dem 45. und 50. Lebensjahr zum Vorschein, bei anderen um die 30 oder
65. Die Patienten zeigen der Haufigkeit nach folgende Symptome: Gedachtnisverlust,
Verhaltensanomalien, Sprachstérungen, Kopfschmerzen, Gangstérungen, Anfalle und
Myokloni, cerebelldre Zeichen und Parkinsonismus (Lemere et al. 1996, Lopera et al. 1997,
Sepulveda-Falla et al. 2012).

Eine besondere Mutation auf dem PS1-Gen ist PS1-Delta9, bei der der durch Exon 9 kodierte
Bereich, der die Endoproteolyse-Stelle beinhaltet, deletiert ist. Es muss hier jedoch erwéhnt
werden, dass es zwei Varianten der Delta9-Mutationen gibt: die erste Variante entsteht durch
einen Spleilfehler durch eine Punktmutation an der SpleilRrezeptor-Seite (S290C) (Perez-Tur
et al. 1995, Sato et al. 1998, Brooks et al. 2003), die andere Variante entsteht durch Deletion
von einigen Kilobasen (4.6 — 5.9 kb) auf der DNA-Ebene (Crook et al. 1998, Prihar et al.
1999, Hiltunen et al. 2000) (zur Ubersicht s. Larner and Doran 2006). Durch den Verlust der
Endoproteolyse-Stelle akkumuliert PS1 als Holoprotein. Obwohl keine Fragmente, die
normalerweise fur die PS1-Aktivitat vorausgesetzt werden, gebildet werden kdnnen, scheint
FL-PS1 in der Lage zu sein, seine Fragmente ersetzen zu kdnnen und seine biologische

Funktion, wenn auch herabgesetzt, beizubehalten. Wider Erwarten wird die pathologische
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Aktivitat von PS1-Delta9, wie die erhohte AB-Produktion und die geminderte biologische
Funktion, nicht dem Verlust der Endoproteolyse, sondern der Punktmutation zugeschrieben.
Wenn die Punktmutation korrigiert wird (zu C290S), kénnen die Pathologien rlickgéngig
gemacht werden (Steiner et al. 1999a). Obwohl beide Mutationsformen dasselbe Endresultat
haben, sind sie phenotypisch unterschiedlich; wéhrend prasenile Demenz, spastische
Paraparese und ,cotton wool plaques“ CWP typisch fiir PS1-Delta9 (S290C) sind
(variantAD), entwickeln die Patienten mit der genomischen Deletion das typische AD-Muster
(Crook et al. 1998, Prihar et al. 1999, Hiltunen et al. 2000, Verkkoniemi et al. 2001).

Im Vergleich zu PS1 sind PS2-Mutationen selten. Die haufigste und am besten untersuchte
PS2-Mutation ist N141l. Mit weiter Altersspanne zeigt sich die Krankheit im Alter zwischen
39 und 75. Phenotypisch zeigt die Mutation eine hohe Penetranz, die typischen AD-Merkmale
und ist mit Anfallen assoziiert. Neuropathologisch ist das Ap42/AB40-Verhéltnis erhoht
(Levy-Lahad et al. 1995a, Walker et al. 2005, Jayadev et al. 2010).

1.3 Tau-Hypothese

1.3.1 Tau-Protein

Fiur das Uberleben und die Funktionalitat der Neurone ist der anterograde (vom Zellkorper zur
Synapse) und retrograde (von der Synapse zum Zellkdrper) axonale Transport essenziell.
Dieser Transport ist gewahrleistet durch die Mikrotubuli und Motorproteine wie Kinesine und
Dyneine. Die Stabilitdt und Dynamik der Mikrotubuli wird durch Mikrotubuli-assoziierte
Proteine (MAP) reguliert. Als das wichtigste MAP im Axon wird das Protein Tau (t)

angesehen.

Das Tau-Protein wird auf dem Chromosom 17 (das Gen MAPT) kodiert und im menschlichen
Gehirn exprimiert. Durch alternatives Spleifien von v. a. Exon 2, 3 und 10 entstehen sechs
Isoformen, die zwischen 352 und 441 Aminosduren lang sind (Abb. 1.10) (Neve et al. 1986,
Goedert et al. 1989, Andreadis et al. 1992). Tau-Isoformen enthalten im C-terminalen Teil
drei bis vier repetitive Einheiten von je 31 Aminosduren. Diese Einheiten und weitere
benachbarte Sequenzen sind sowohl fiir die Bindung von Tau an Mikrotubuli als auch seine
pathologische Aggregation verantwortlich (Fauquant et al. 2011). Tau ist sehr hydrophil und
ungefaltet, es enthalt in seiner Mitte eine Prolin-reiche Doméne (Sergeant et al. 2008,
Wegmann et al. 2013).
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Abb. 1.10 Struktur der Tau-lIsoformen im menschlichen Gehirn

Oben ist das Tau-Gen (MAPT) schematisch dargestellt. Exon 0 (weiR) ist ein Teil des Promotors,
Exon 14 (weill) befindet sich im nicht-kodierenden Bereich. Die im menschlichen Gehirn
vorkommenden Isoformen werden durch alternatives Spleilien der Exone 2, 3 (violett) und 10 (rot)
gemeinsam mit den anderen Exonen (blau) gebildet, Exone 6 und 8 (orange) werden im menschlichen
Gehirn nicht transkribiert, Exon 4a (grtin) wird nur im peripheren Nervensystem exprimiert. Unten
sind die Isoformen schematisch gezeigt, im C-terminalen Teil befinden sich die repetitiven Einheiten
(rot, R1 — R4), R2 wird durch Exon10 kodiert und fehlt in einigen Isoformen (die unteren drei), die N-
terminalen Doménen (grau, N1 und N2) werden durch die Exone 2 und 3 kodiert und sind an dem
alternativen SpleilRen beteiligt. An der Isoform 441 sind auflerdem einige Phosphorylierungstellen
sowie die beteiligten Kinasen schematisch dargestellt.

Die positiv geladenen repetitiven Einheiten im C-Terminus interagieren mit B-Tubulin im
Inneren des Mikrotubuls, wahrend die ebenfalls positiv geladene Prolin-reiche Domane an die
negativgeladene AuRenoberflache bindet (Ballatore et al. 2007). Dadurch stabilisiert Tau die
axonalen Mikrotubuli. Dem Protein Tau werden auBerdem weitere Funktionen zugeschrieben,
die die zelluldaren Zytoskelett-Funktionen mit der interneuronalen Signalweiterleitung
verbinden. Fur die Entwicklung von Axonen spielt Tau eine wichtige Rolle; es ist namlich
wichtig fur die neuronale Polarisation (d.h. Bestimmun der Identitdt des Axons) und das

Auswachsen und Myelinisierung von Axonen (Caceres and Kosik 1990, Biernat et al. 2002).

1.3.2 Tau-Pathologie

Das gebundene und nicht-gebundene Tau befindet sich in einem empfindlichen
Gleichgewicht. Wenn die Konzentration an freiem Tau erhoht ist, tendieren die Tau-Molekdle

dazu, sich zu Préfibrillen zusammenzulagern, diese lagern sich wiederum zu paarigen
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helikalen Filamenten (PHF) zusammen, die eine B-Faltblattstruktur einnehmen. Anschlielend
bilden diese Filamente groRe Neurofibrillen, die letztendlich zusammen mit anderen
Komponenten die fiir AD typischen neurofibrilldiren Biindeln ,,tangles (NFT) ausmachen.
Die NFTs konnen hyperphosphoryliertes, aber auch unphosphoryliertes posttranslational
modifiziertes und/oder verkirztes Tau, sowie andere Molekiile wie sulfatierte
Glykosaminoglykane, RNA, freie Fettsduren und Heparin enthalten (Buee et al. 2000,
Ballatore et al. 2007, Spillantini and Goedert 2013). Die paarigen helikalen Filamente (PHFs)
und die NFTs werden fiir viele neurodegenerative Erkrankungen (,,Taupathien®)
verantwortlich gemacht; darunter Alzheimer-Krankheit, frontotemporale Demenz (M. Pick),
amyotrophe Lateralsklerose (AML), Down-Syndrom, Gerstmann-Straul3ler-Scheinker-
Krankheit und andere (Spillantini and Goedert 2013).

Die Tau-Forschung dreht sich unter anderem um zwei wesentliche Fragen: Wie kommt es
kausal zur Tau-Aggregation? Und was sind die Mechanismen der dabei entstehenden
Neurotoxizitat? Als Determinanten fur die Aggregation von Tau werden aktuell die
Hyperphosphorylierung von Tau, seine Verkurzung, Mutationen in seinem Gen (MAPT) und
andere diskutiert.

Die Bindung von Tau an die Mirkotubuli wird durch dessen Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung an Serin- und Threonin-Resten im Bereich der repetitiven Sequenzen
reguliert. In einem angemessen phosphorylierten Zustand herrscht ein Gleichgewicht
zwischen dem mikrotubuligebundenem und freiem Tau, welches die Morphologie und der
axonale Transport eines Neurons sichert. Dieses Gleichgewicht wird durch Kinasen, v.a.
MARKSs (microtubule-affinity regulating kinases), CDK5 (cyclin-dependent kinase 5),
GSK3RB (glycogen synthase kinase-3R) und ERK2 (extracellular signal-regulated kinase-2),
und Phosphatasen, wie PP2A (phosphotase-2A), getragen (Sergeant et al. 2008, Igbal et al.
2009). Laut der ,,Tau-Hypothese* wird Tau durch ein gestortes Gleichgewicht der Kinasen-
und Phosphatasen-Aktivitat hyperphosphoryliert. Der Grund hierfur ist weitgehend
unbekannt, es werden allerdings genetische und Umweltfaktoren sowie hohes Alter als
Ursachen vermutet (Ding and Johnson 2008, Igbal et al. 2009). Das hyperphosphorylierte Tau
besitzt eine geringere Affinitdt zu MT, es akkumuliert und bildet Aggregate (Ballatore et al.
2007, Ding and Johnson 2008, Igbal et al. 2009).

Da man in NFTs verkirzte Tau-Molekile nachweisen konnte, ging man davon aus, dass diese
das Endergebnis der durch die Aggregation hervorgerufenen Aktivierung prozessierender

Proteine darstellen. Neuere Studien haben gezeigt, dass mindestens zwei proteolytische
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Prozesse im N- und C-terminalen Abschnitt von Tau der Bildung von NTFs vorhergehen
(Rissman et al. 2004, de Calignon et al. 2010). Das verkirzte Tau hat eine starke Tendenz zur
Kernbildung und Aggregation (Yin and Kuret 2006).

Zusétzlich zur Hyperphosphorylierung und Verkirzung des Tau-Proteins konnen Mutationen
im Bereich der repetitiven Sequenzen die Filamentenbildung und Aggregation von Tau
hervorrufen. Solche Punktmutationen und Deletionen verursachen familidre ,,nicht-AD-
Taupathien®, darunter FTDP-17 (frontotemporal dementia and parkinsonism linked to
chromosom 17) (Goedert and Jakes 2005, Spillantini and Goedert 2013). Weitere Molekdle
und Prozesse, wie Heparan-Sulfat-Proteoglykan (HSPG) (Mukrasch et al. 2005, Fischer et al.
2009), die frihen zellularen Verénderungen in Lysosomen und Autophagieprozessen (Cataldo
et al. 1994, Nixon et al. 2005), die Expression von ApoE4 (Caffrey et al. 2008) und das
Verhéltnis von Isoformen mit drei repetitiven Einheiten zu denen mit vier (Bhaskar et al.
2005, Adams et al. 2010, Furukawa et al. 2011), kénnen durch NFT beeinflusst werden oder

die Akkumulation und Aggregation von Tau induzieren (Gendreau and Hall 2013).

Die Antwort auf die zweite Frage besteht darin, dass die Neurotoxizitat die Folge von loss-of-
normal function und/oder gain-of-toxic function ist. Im Vordergrund steht die
Depolymerisierung der Mikrotubuli mit der darauffolgenden Beeintrachtigung des axonalen
Transports und dem Strukturverlust (Buee et al. 2000, Ballatore et al. 2007, Mazanetz and
Fischer 2007). Die am weitesten verbreitete Hypothese besagt, dass die Oligomere in NFT
fiir die Korrelation zwischen den neurofibrillaren Lasionen und der Neurodegeneration in AD
und anderen Taupathien verantwortlich sind (Arriagada et al. 1992, Mocanu et al. 2008). Die
Tau-Oligomere konnen die Zytotoxizitat vermitteln, indem sie durch Interaktionen mit
polyanionischen Verbindungen wie HSPG und anderen Molekilen die Membranpermeabilitat
verandern, was dann mit Beeintrachtigung der Ca**-Homdostase, Erzeugung reaktiver
Sauerstoffspezies und mitochondrialer Dysfunktion assoziiert ist (Hall et al. 2001, Muller et
al. 2010, Flach et al. 2012, Lee et al. 2012). Die Fahigkeit von Tau, weitere normale Tau-
Molekule und andere MAPs (z. B. MAP1/ 2) zu binden (Alonso et al. 1997), erinnert an das
Prionprotein. Tatsdchlich vermutet man eine ,,prion-dhnliche* Toxizitdt und Ausbreitung von
Tau, Beweise dafir bleiben jedoch gering (Gendreau and Hall 2013). Weiterhin wird die
Dysfunktion proteosomaler, autophagosomaler und lysosomaler Abbauwege von Molekilen
und Organellen mit NFTs assoziiert (Funk and Kuret 2012).

Ein weiterer, jedoch Oligomer-unabhéngiger Mechanismus der Tau-Pathologie ist die

Bindung von Tau zu extrazelluldren Rezeptoren, insbesondere solche, die Neurotransmitter
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binden, wie Glutamat und Acetylcholin, dies vermittelt anscheinend den Einstrom von Ca®*
(Gomez-Ramos et al. 2008, Gomez-Ramos et al. 2009, Diaz-Hernandez et al. 2010) (zur
Ubersicht s. Gendreau and Hall 2013).

1.4 Diagnostik

Bislang ist die Diagnostik von Alzheimer-Krankheit noch eine Herausforderung. AD zu
diagnostizieren und von anderen Demenz-Formen abzugrenzen gelingt erst in spaten Stadien,
wenn der Geddchtnisverlust und die kognitive Beeintrachtigung die Patienten schon im Alltag
einschranken. Wahrend die definitive Diagnose von AD erst post mortem durch den
histopathologischen Nachweis von Ap-Plaques, neurofibrillaren Bundeln (NFT) und
Neuronenverlust moglich ist, handelt es sich bei der klinischen Diagnose nur um eine
Wahrscheinlichkeitsdiagnose (Dubois et al. 2007, Rockwood et al. 2007, Jellinger et al.
2008). Genaue Diagnostika sind nicht nur fur die frihe Diagnosestellung wichtig, sondern
auch flr die Prognose, die Verlaufskontrolle, die Entwicklung von Therapeutika und das
bessere Verstandnis von Alzheimer-Krankheit von groBer Bedeutung. Die diagnostische
Sensitivitdt und Spezifitat aktueller Marker sind niedrig vor allem in frihen Stadien der
Krankheit.

Die aktuellen Leitlinien fur die AD-Diagnostik beinhalten die Erhebung ausfuhrlicher
Anamnese, eine komplette neurologische und neuropsychologische Untersuchung, die
Bildgebung und Liquor-Marker (Rosen et al. 2013). Allein mit den ersten drei kann man eine
Diagnose mit 90%ger Wahrscheinlichkeit stellen (Jellinger et al. 2008). Laut den Leitlinien
werden drei Stadien von AD unterschieden: das préklinische Stadium (Sperling et al. 2011),
das Stadium der leichten kognitiven Beeintrachtigung (,,mild cognitive impairment*, MCI)
(Albert et al. 2011) und das Stadium der Demenz von AD-Typ (McKhann et al. 2011). Diese
Einteilung sowie die klinischen Kriterien und empfohlenen Methoden werden vom National
Institute on Aging (NIA) und von der US-Alzheimer-Gesellschaft vorgeschlagen und
aktualisiert (Jack et al. 2011). Wahrend die Standardverfahren der Bildgebung wie
Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) Anwendung in der
Klinik finden, sind weiter Verfahren wie Positronen-Emission-Tomographie (PET) und
funktionelle MRT (fMRT) wegen ihrer Aufwendigkeit und Kosten der Forschung
vorbehalten. Im Liquor wird die totale Menge an Tau (T-tau), die hyperphosphorylierte Form
von Tau (P-tau) und (Ap42) gesucht (Blennow et al. 2010, Rosen et al. 2013).
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Weiterhin wird zur Zeit Uber weitere Alzheimer-Metaboliten wie Ap-Spezies, APP-
Fragmente, BACE-1 und andere Marker, wie Visinin-dhnliches Protein-1, Neurogranin und
F2-Isoprostan als Biomarker im Liquor, Blut und Plasma geforscht (Jellinger et al. 2008,
Rosen et al. 2013).

1.5 Therapie

1.5.1 Allgemeines

Die Alzheimer-Krankheit ist gesundheitlich, epidemiologisch und 6konomisch
schwerwiegend. Trotz der intensiven Forschung nach geeigneten Therapien gibt es bis jetzt
keine kausale Therapie. Aktuell versucht man die Krankheit auf verschiedenen Ebenen zu
beeinflussen: die Verhinderung bzw. Verlangsamung ihrer Progression und die

symptomatische und psychotherapeutische Behandlung.

Die aktive Immunisierung mit AP und einem immunologischen Adjuvanten fiihrte bei
Méusen zur Reduktion vom zerebralen AP und Verbesserung der kognitiven Leistung
(Schenk et al. 1999). Die Anwendung eines Impfstoffes aus AB42 und einem Adjuvanten
fihrte bei Patienten in der Il. klinischen Testphase zu diversen Nebenwirkungen darunter
aseptische Meningoenzephalitis (Gilman et al. 2005). Neuere Impfstoffe sind noch in
Testung, einige haben eine Reduktion von AP bei Menschen gezeigt, jedoch keine
Verlangsamung der Neurodegeneration (Winblad et al. 2012, Galimberti et al. 2013). Um die
durch den Impfstoff verursachte aseptische Entziindung zu vermeiden, versucht man mit
humanisierten Antikdrpern passiv zu immunisieren, z. B. Bapineuzumab, Gantenerumab und
Solanezumab, Anti-A monoklonalen Antikdrpern. Diese befinden sich noch in der
klinischen Phase (Moreth et al. 2013). AuBRerdem scheint der Lebensstil einen Einfluss auf die
Entwicklung und den Verlauf der Krankheit zu haben; so soll ausreichende Bewegung,
ausgewogene Erndhrung mit Antioxidantien-Anteil, ungesattigten Fettsduren und B-
Vitaminen, der Verzicht auf Nikotin, Ausbildung und hohe geistige Aktivitaten und die
optimale Behandlung der arteriellen Hypertonie einen positiven Effekt haben.

Die psychologischen Symptome, die im Laufe der Krankheit auftreten kénnen, wie Unruhe,
Depression oder Aggressivitat, konnen psychotherapeutisch und psychopharmakologisch
behandelt werden (Cohen-Mansfield 2001).
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1.5.2 Symptomatische Behandlung

Basierend auf der schon seit langem bekannten ,,cholinergischen Hypothese®, die den Verlust
cholinerger Neuronen wéhrend des AD-Verlaufs widerspiegelt (Bartus et al. 1982, Bowen et
al. 1992), wurden verschiedene Strategien erforscht, um die Defizite im Acetylcholin-
Neurotransmittersystem zu kompensieren. Ein schon in der Klinik erfolgreicher Ansatz ist die
Anwendung von Acetylcholinesterase-Inhibitoren; Donepezil, Rivastigmin und Galantamin,
weitere sind noch in der Entwicklung (Ghezzi et al. 2013). Dabei handelt es sich lediglich um
eine symptomatische Therapie, auBerdem haben die ACh-Esterase-Hemmer diverse
Nebenwirkungen (Inglis 2002, Knowles 2006, Seow and Gauthier 2007, Cumbo and Ligori
2014).

Fur die Behandlung von einem mittleren bis schweren Krankheitsbild wird auBerdem
Memantin, ein nicht-kompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors, eingesetzt. Im
Gegensatz zu den ACh-Esterase-Inhibitoren hat Memantin nicht nur einen symptomatischen
Effekt, sondern auch unter bestimmten Bedingungen einen gewissen krankheits-
modifizierenden Einfluss (Bond et al. 2012, Clerici et al. 2012, Farrimond et al. 2012).

1.5.3 Krankheits-modifizierende Behandlung

Zu dieser Gruppe gehoren Substanzen, die in die Pathogenese von AP und Tau-Protein
eingreifen. Sie sind allerdings noch in der klinischen Testphase.

Zu den AP-Pathologie-beeinflussenden Substanzen und Strategien gehdren die Impfstoffe aus
AP und die monoklonalen Antikdrper (Immuntherapie), y-Sekretase-Inhibitoren, y-Sekretase-
Modulatoren, B-Sekretase-Inhibitoren, die Senkung der APP-Expression, die Hemmung der
AB-Aggregation, die Steigerung der AP-Clearance und die direkte Blockierung der Ap-
Toxizitat (Golde 2006, Jakob-Roetne and Jacobsen 2009, Salomone et al. 2012). Ahnlich wie
bei AP werden bestimmte Substanzen und Methoden erforscht, die die Tau-Pathologie
beeinflussen, darunter die Hemmung der Produktion, Aggregation und Phosphorylierung von

Tau sowie die Steigerung seiner Clearance (Golde 2006, Salomone et al. 2012).

Zusétzlich werden Substanzen entwickelt, die an anderen bestimmten Schnittstellen in der
AD-Pathogenese eingreifen. Zum Beispiel versucht man Enzyme zu aktivieren, die AP
beseitigen, wie das Insulin abbauende Enzym (IDE) und Neprilysin (lwata et al. 2001, Song
and Hersh 2005), oder den nerve growth factor (NGF) zu den von der Degeneration
betroffenen Arealen zu geben (Cattaneo et al. 2008). Weitere therapeutische Ziele sind
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Mitochondrien (Su et al. 2010) und RAGE (receptor for the advanced glycation
endproducts), welches den Effekt von AP zu den Mikroglia, Blut-Hirn-Schranke und
Neuronen vermittelt (Cho et al. 2009, Yan et al. 2009). Schlielich wurde die
Tiefenhirnstimulation betroffener Areale als ein alternativer, nicht-pharmakologischer Ansatz

vorgeschlagen (Laxton et al. 2010).
1.6 Prion-Erkrankungen

1.6.1 Einfuhrung

Das Wort ,,Prion“ steht fiir ,,proteinaceous infectious particle“. Obwohl andere infektidse
,Partikel” wie Bakterien und Viren auch Proteine in ihrer Struktur beherbergen, soll das Wort
,Prion” betonen, dass hier das Protein allein fir die Kontagiositat und Pathogenitét
verantwortlich ist. Prionen verursachen Erkrankungen, die zum einen Ubertragbar und zum
anderen neurodegenerativ sind. Prionkrankheiten unterscheiden sich allerdings von den
normalen Infektionen und Neurodegenerationen und das verleiht ihnen eine gewisse

Einzigartigkeit.

Um eine Infektion als solche zu beschreiben und sie einem bestimmten Erreger zuzuordnen,
haben sich die von Jakob Henle (1809 — 1885) und Robert Koch (1843 — 1910) entworfenen
Postulate in der Mikrobiologie etabliert, sie lauten: (a) Der Erreger (Mikroorganismus) muss
in allen betroffenen Geweben nachweisbar sein, (b) die Isolation und Ziichtung des Erregers
in reiner Zellkultur muss moglich sein, (c) der aus der Zellkultur gewonnene Erreger muss in
der Lage sein, eine neue Infektion hervorzurufen, (d) — von Lo6ffler hinzugefiigt — der Erreger
muss vom zweiten Wirt isoliert werden kénnen und identisch mit dem urspriinglichen Erreger
sein. Diese Postulate lassen sich nicht so strikt auf Prionen anwenden, vor allem, weil sie im
Unterschied zu allen infektiosen Mikroorganismen keine genetischen Informationen in Form
von Nukleinsduren (DNA oder RNA) besitzen. Sie zu kultivieren ist daher unmoglich.
Prionen sind dennoch in der Lage, sich in einem selbst-katalysierten Falschfaltungsprozess
auszubreiten und eine Infektion zu induzieren (Walker et al. 2006). Auf3erdem kdnnen Prion-
Erkrankungen, im Gegensatz zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer-

Krankheit oder Morbus Parkinson, durch eine Infektion hervorgerufen werden.

Allen Prion-Erkrankungen ist eine lange Inkubationszeit und ein duferst progressiver, todlich
endender Verlauf gemeinsam. Aufgrund ihrer Ubertragbarkeit (Transmissibilitat) und ihrer
typischen Pathologie, schwammartige (spongiforme) Hirndegeneration, werden sie als

,transmissible spongiforme encephalopathies (TSE) bezeichnet. Die Symptome sind
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vielféaltig und umfassen motorische, vegetative und kognitive Stérungen, Gedéachtnisverlust

und Personlichkeitsveranderungen (Collinge 2001, Wadsworth and Collinge 2007).
1.6.2 Prion-Erkrankungen bei Tieren und Menschen

Prion-Erkrankungen koénnen Tiere und Menschen mit einer gewissen pathologischen
Aquivalenz betreffen. Tab. 2 und Tab. 3 geben einen Uberblick mit den wichtigen

Informationen Uber die tierischen und humanen Prion-Erkrankungen.

Tab. 2 Prion-Erkrankungen bei Tieren (modifiziert nach Miesbauer 2009)

Prion-Erkrankung Jahrund Ort der Referenz Ursache Betroffene
Erstbeschreibung Tierarten

Scrapie 1732, GB (Leopoldt 1759) unbekannt  Schaf, Ziege

Transmissible Nerz Enzephalopathie 1974, USA (Hartsough and  Infektion Nerz

wiransmissible minc encephalopathy* Burger 1965)

(TME)

Chronisch zehrende 1980, USA (Williams and unbekannt  Hirsch

Hirschkrankheit Young 1980)

»chronic wasting disease* (CWD)

»bovine spongiforme 1986, GB (Wells et al. Infektion Rind

encephalopathy* 1987)

(BSE)

Exotische Huftier Enzephalopathie 1986, GB (Kirkwood et al.  Infektion Rinderartiger

»exotic ungulate encephalopathy* 1990) Wieder-kéauer

(EUE) im Zoo

(Antilope)
Feline spongiforme Enzephalopathie 1990, GB (Leggett et al. Infektion Haus- und
(FSE) 1990) Wildkatze

Die Prion-Erkrankungen bei Tieren haben, seit der Erstbeschreibung von Scrapie bei Schafen
1732 in GroRbritannien, aus epidemiologischer und wirtschaftlicher Sicht ein groRRes Interesse
erlangt. Die erkrankten Schafe konnten ihre Bewegungen nicht koordinieren, waren
schreckhaft und hatten einen starken Juckreiz (to scrape, sich kratzen). Man hatte schon friih
eine Ubertragung vermutet (Leopoldt 1759), der Nachweis pathologischer Veranderungen in
Gehirnen erkrankter Schafe gelang aber erst 1898 (Besnoit MM 1898). Durch den Export von

Schafen hat sich Scrapie auch in anderen Landern verbreitet (Hourrigan J 1979).

Im Jahr 1986 wurden dhnliche Symptome bei Rindern in GroRbritannien beobachtet (Wells et
al. 1987), ,,bovine spongiforme encephalopathy* (BSE), auch als Rinderwahnsinn bekannt. In
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den folgenden Jahren hat sich eine BSE-Epidemie entwickelt, die ihren Hohepunkt 1992 mit
uber 37 000 Fallen erreicht hat und wirtschaftliche Verluste in Milliardenhéhe verursachte.
Der Grund dafur war die Verfiitterung von Rindermischfutter, das Tiermehl aus Scrapie-
kontaminierten Schafen enthielt und ungenuigend erhitzt war (Wilesmith 1988, Wilesmith et
al. 1992). 1987 wurde der erste Fall auBerhalb GroRbritanniens in Nordirland festgestellt
(Denny et al. 1992), mittlerweile sind weitere Lander betroffen (Doherr et al. 1999). Trotz der
Gegenmalinahmen, Vernichtung betroffener Tiere, Tiermehl-Verbot in GB 1988 und 2001 in
der ganzen EU, stieg BSE weiter an — allein in England 200 000 Félle (Brown et al. 2001) —
und breitete sich auf andere L&nder aus; Grund hierflr ist die lange Inkubationszeit (vier bis
funf Jahre). Parallel zur BSE-Epidemie oder danach wurden TSEs bei anderen Tieren
festgestellt (zur Ubersicht s. Collinge 2001).

Tab. 3 Prion-Erkrankungen bei Menschen (modifiziert nach Miesbauer 2009)

Prion-Erkrankung Jahr und Ort der Referenz Atiologie
Erstbeschreibung
Sporadische Creutzfeldt- 1920, Deutschland (Creutzfeldt 1920, unbekannt

Jakob-Krankheit (cCJD)
Familiare Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (fCJD)
Gerstmann-Straussler-
Scheinker Syndrom (GSS)
Kuru

Jakob 1921)

1924, Deutschland Kirschbaum, 1924 Mutation im PrP-Gen

1928/1936, Osterreich (Gerstmann 1928, Mutation im PrP-Gen
Gerstmann J 1936)
(Gajdusek and Zigas

1957)

1957, Papua-Neuguinea ritueller Kannibalismus

latrogene Creutzfeldt-Jakob- 1974, USA (Duffy et al. 1974) Infektion durch
Krankheit (iCJD) arztliche Behandlung
Fatale familiare Insomnie 1986, Italien (Lugaresi et al. 1986)  Mutation im PrP-Gen
(FFI)

Neue Variante der 1996, GB (Will et al. 1996) Infektion

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(nvCJD)

Mit einer Inzidenz von 1 — 2 Félle pro eine Million pro Jahr ist Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
eine seltene Krankheit, aber zugleich die haufigste und erstbeschriebene Prionkrankheit beim
Menschen. Die erste Beschreibung stammt von zwei deutschen Neurologen: Hans Creutzfeldt
(Creutzfeldt 1920) und Alfons Jakob (Jakob 1921), unabhéngig voneinander. Da diese
Krankheit keiner bestimmten Ursache zugeordnet werden kann, wird sie als sporadisch
bezeichnet. Typisch fur die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJD) ist die rapide,

progressive, multifokale Demenz begleitet von zerebellaren Symptomen wie Ataxie und
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Myoklonus. Andere mogliche Symptome sind pyramidale oder extrapyramidale Zeichen,
kortikale Blindheit, Mudigkeit, Insomnie, Depression, Gewichtsverlust, Kopfschmerzen und
allgemeines Unwohlsein (Wadsworth and Collinge 2007, Aguzzi et al. 2008). Die Krankheit
tritt im Alter zwischen 45 und 75 auf, nach einem fulminanten Verlauf sterben die Patienten

wenige Wochen nach den ersten Krankheitszeichen (Collins et al. 2006, Aguzzi et al. 2008).

Auf der einen Seite vermutet man eine spontane falsche Umfaltung des Prionproteins als
Ursache fiir sCJD (Collinge 1997), auf der anderen Seite existieren Beweise dafiir, dass
bestimmten sCJD-Féallen Mutationen im Prionprotein-Gen (PRNP) zugrunde liegen
(Wadsworth et al. 2006). AulRerdem wurde vorgeschlagen, dass es sich bei einigen sCJD-
Féllen um unerkannte Infektionen handelt (Aguzzi and Glatzel 2006). Mittlerweile sind
verschiedene Varianten der CJD bekannt (Tab. 3). Die familidre Form von CJD (fCJD) sowie
GSS und FFI werden durch Mutationen im PRNP verursacht und autosomal dominant vererbt.
Interessanterweise befinden sich die meisten Mutationen im C-terminalen Bereich, zwischen
dem ersten und dritten a-Helix (s. Abb. 1.12) (Wadsworth et al. 2006, Aguzzi et al. 2008).
Neben der sporadischen und familiaren Formen werden Prion-Erkrankungen durch
Infektionen verursacht. Bei der iatrogenen CJD (iCJD) wird die Krankheit durch medizinische
Prozedere, wie Kornea- oder Dura mater-Transplantation, die Gabe vom humanen
Wachstumshormon bzw. Gonadotropin, die aus erkrankten Individuen entstammen, oder
durch verunreinigte chirurgische Instrumente Ubertragen (Will 2003). Obwohl die
Ubertragung von BSE auf Menschen fiir unwahrscheinlich gehalten wurde, tauchte 1995 und
1996 eine neue Variante von CJD in GB auf, die sich klinisch vom sCJD unterscheidet und
ahnliche Neuropathologie wie BSE aufweist (Will 2003). Es liegen keine direkten
experimentellen Beweise fiir eine Ubertragung der Krankheit von Rindern auf Menschen vor,
die epidemiologischen, biochemischen und neuropathologischen Beweise sprechen allerdings
stark dafur (Hill et al. 1997, Will 2003, Aguzzi et al. 2008). Die Kuru-Krankheit wurde Mitte
der 1950er in Papua Neuguinea beschrieben, wo hauptsachlich Frauen und Kinder der
Eingeborenen aus rituellen Griinden die Gehirne ihrer Verstorbenen verzehrt haben (Gajdusek
and Zigas 1957). Dies hat zur endemischen Ausbreitung der Krankheit gefuhrt, welche sich
spater als eine Ubertagbare Prion-Erkrankung mit Ahnlichkeiten zu Scrapie und CJD
entpuppte (Will 2003, Aguzzi et al. 2008).

Zusétzlich zu den in Tab. 3 aufgefiihrten Prion-Erkrankungen beim Menschen wurden zwei
weitere beschrieben; die sporadische fatale Insomnie (sFI) und die variabel Protease-sensitive
Prionopathie (VPSPr) (Kretzschmar and Tatzelt 2013).
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1.6.3 Pathologie, Transmissibilitdt und Speziesbarriere

Das Alter zum Zeitpunkt des Ausbruchs, die Krankheitsdauer und die Symptomatik sind unter
den Prionkrankheiten variabel. Dieser Variabilitat liegt eine neuropathologische und
pathogenetische Variabilitdt zugrunde (Wadsworth and Collinge 2007). Grundsatzlich sind
Prionkrankheiten durch drei pathologische Merkmale charakterisiert: Vakuolisierung des
Hirngewebes, astrozytare Gliose und Ablagerung falsch gefalteter Prionproteine (Abb. 1.11)
(Glatzel and Aguzzi 2001). Die lichtmikroskopisch erkennbare Auflockerung des
Hirngewebes durch optisch leere Raume verleint dem Gewebe eine schwammartige
(spongiose) Konsistenz, was fir die Prionkrankheitsgruppe namensgebend ist (TSE).

Begleitet wird dieses Phdnomen von aktivierten und proliferierenden Astrozyten (Gliose).

| r A ) o > W 5y A i g
Abb. 1.11 Neuropathologische Verdnderungen bei Prion-Erkrankungen (nach Glatzel and
Aguzzi 2001)

Ausschnitte aus der grauen Substanz des Gehirns eines CJD-Patienten, (A) Hamatoxylin-Eosin (HE)-
Farbung zeigt die spongiosen, vakuolenahnlichen Léasionen, (B) immun-histochemische Farbung mit
dem anti-GFAP ,glial fibrillary acidic protein“-Antikorper, zeigt aktivierte und geschwollene
Astrozyten, (C) immun-histochemische Férbung mit einem anti-Prionprotein-Antikorper zeigt die PrP-
Ablagerungen.

Die PrP-Ablagerungen kodnnen verschiedene Strukturen annehmen, die fir bestimmte
Krankheitsvarianten charakteristisch sind. So sind die homogenen Kuru-Plaques flur Kuru-
Krankheit und zum geringen Teil fir sCJD, die multizentrischen (Korkarden)-Plaques fiir
GSS und die bluhend erscheinenden Florid-Plaques (lat. floridus bluhend) fir nvCJD

charakteristisch (Bresjanac et al. 2003, Miesbauer 2009).

Eine Reihe von Experimenten fiir den Nachweis der Ubertragbarkeit (Transmissibilitat) und
Infektiositat der Prion-Erkrankungen wurden durchgefiihrt. Wahrend die Ubertragung
innerhalb derselben Spezies erfolgreich war, scheint die Ubertragung zwischen verschiedenen
Spezies weniger effizient zu sein. Dies l&sst sich durch die variierende i. d. R. verlangerte
Inkubationszeit und geringe Anzahl an erfolgreich infizierten Individuen nach der Infektion
erkennen (Pattison and Millson 1960, Pattison 1966, Hagiwara et al. 2013). Dieser Effekt
wird als ,,Speziesbarriere” bezeichnet. Die Speziesbarriere ist vermittelt durch die

Aminosaurensequenz-Heterologie zwischen den verschiedenen Spezies; d.h. das
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falschgefaltete, infektidse Prionprotein (PrP>%) kann eine Infektion nur bei einer Spezies mit
homologem, normalen Prionprotein (PrP) hervorrufen. Daher sind z.B. transgene MAuse mit
Hamster-PrP® — nicht aber Wildtyp-M4use — mit Hamster-PrP*° infizierbar (Weissmann et al.
1994, Moore et al. 2005, Collinge and Clarke 2007). Interessanterweise induziert die
Infektion zwischen zwei Individuen mit homologem Prionprotein, d.h. identischer
Aminoséuresequenz, nicht immer denselben Phanotyp, das neu-infizierte Individuum kann
andere Inkubationszeit, Symptome und neuropathologische Verénderungen aufweisen
(Piening 2006, Kretzschmar and Tatzelt 2013). Dies fuhrte zur Feststellung, dass die
Transmissibilitat und Speziesbarriere nicht nur durch die Aminosauresequenz, sondern auch
durch die Existenz verschiedener Prionprotein-Stamme, die aufgrund bestimmter
biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften verschiedene Konformationen
annehmen, determiniert wird (Collinge 2001, Hagiwara et al. 2013, Kretzschmar and Tatzelt
2013).

Die TSE-Ubertragung von Schafen (Scrapie) auf Rinder (BSE) und von Rindern auf
Menschen (nvCJD) gilt als gesichert bzw. sehr wahrscheinlich (Collinge 1997, 2001). Darum
ist die Ubertagung von Prion-Erkrankungen vom Tier auf den Menschen und zwischen den

Menschen zu einem zentralen Forschungspunkt von Prionen geworden.

1.7 Prionprotein (PrP°)

Im Jahr 1984 gelang Prusiner und seinen Mitarbeitern die Aufreinigung von PrP* und die
Identifizierung eines Teils der N-terminalen Aminosauresequenz (Prusiner et al. 1984). Durch
diese Sequenz konnten DNA-Sonden konstruiert und das Prionprotein-Gen (PRNP) in
Hamster- (Oesch et al. 1985) und Mause-Zellen (Chesebro et al. 1985, Locht et al. 1986)
lokalisiert und kloniert werden. Wider Erwarten stellte sich herraus, dass das Prionprotein in
den Wirtszellen exprimiert wird und nicht krankheitsspezifisch ist, vielmehr wird es bei
adulten Organismen ubiquitar exprimiert, wobei die hochste Expressionsrate im ZNS, v. a. in
Neuronen und Gliazellen, erreicht wird (zur Ubersicht s. Linden et al. 2008). Das lieR
schlussfolgern, dass das Prioprotein in zwei Formen existiert: die normale zelluldr Form
(PrP®, prion protein cellular) und die veranderte, pathogene Form (PrP*, prion protein

scrapie).

Das Prioprotein wird beim Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 20 (20p13)
(PRNP) und bei Mausen auf der korrespondierenden Region von Chromosom 2 (Prnp)

kodiert. Das Prionprotein-Gen besteht aus drei (bei Ratte, Maus, Rind, Schaf) oder zwei (bei
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Hamster, Menschen, Wallaby) Exonen, wobei sich der offene Leserahmen (ORF, open
reading frame) allein im 3"-Exon befindet (Puckett et al. 1991, Horiuchi et al. 1998, Lee et al.
1998).

Das humane, reife, zelluldre Prionprotein besteht aus 208 Aminosduren und ist an der
AuBenseite der Zellmembran lokalisiert. PrP® kann grob in zwei Hélften eingeteilt werden:
die flexible, unstrukturierte N-terminale Hélfte und die globuldre C-terminale Halfte, die
durch einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in der Zellmembran gebunden ist
(Wuthrich and Riek 2001) (Abb. 1.12a). In seiner detailierten Struktur enthalt PrP® zwei
positiv geladene Aminosaurenkluster (CC4, CC,), eine Oktapeptid-Repeat-Region (OR), einen
hydrophobischen Kern (HC), drei a-Helices (H1-H3), zwei kurze, antiparallel verlaufende f3-
Faltblatter, eine Disulfidbriicke (S-S, zwischen AS 179 und 214) und zwei N-glykosylierte
Seiten (AS 181 und 197) (Zahn et al. 2000, Aguzzi et al. 2008) (Abb. 1.12b).

B p-cleavage  a-cleavage shedding
(AA90/91) (AA109/110) (AA228/229)
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Abb. 1.12 Struktur des Prionproteins (PrP°)

A) die dreidimensionale, tertidre Struktur des Prionproteins (nach Aguzzi and Heikenwalder 2006)
PrP® ist durch GPI in der Zellmembran verankert und besitzt einen flexiblen N-terminalen Schwanz
(grau) und eine C-terminale, globuldre Struktur, die wiederum aus drei a-Helices (rot, gelb) und zwei
antiparallel verlaufenden B-Faltblatt-Strukturen (blau) zwischen der 2. und 3. a-Helix sowie zwischen
der 3. a-Helix und dem N-terminalen Teil besteht. B) schematische Darstellung des humanen,
zellularen Prionproteins PrP® bestehend aus zwei positiv geladenen Aminosaurenkluster CC, und CC,
(blau), einer Oktapeptid-Repeat-Region OR (grtin), einem hydrophobischen Kern HC (hellgrau), drei
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a-Helices H1-H3 (orange), einer Disulfidbriicke zwischen AS 179 und 214 und zwei N-glykosylierten
Seiten an AS 181 und 197 (durch Baumchen symbolisiert). AuBerdem sind die Schnittstellen innerhalb
PrP® markiert (rote Pfeile). Wahrend seiner Reifung wird PrP® zuerst das Signalpeptid (22 AS) am N-
terminalen Ende gespalten, dann werden weitere 23 AS am C-terminalen Ende gespalten, um die
Bindung der GPI-Einheit zu erméglichen. Das reife PrP® unterliegt dann mindestens drei méglichen
Spaltungsprozessen; unter pathologischen Bedingungen erfolgt die 3-Spaltung zwischen AS 90 und 91
resultierend in zwei Fragmente N2 und C2. Durch die a-Spaltung zwischen AS 109 und 110 entstehen
die Fragmente N1 und C1, durch das Shedding wird die Ektodoméne von der Zellmembran freigesetzt.
Die entstehenden Fragmente konnen sowohl physiologische als auch pathologische Funktionen
austiben.

Als ein Oberflachenprotein wird PrP® zuerst ins raue endoplasmatische Retikulum
synthetisiert. Parallel zu seiner Synthese wird das Signalpeptid (22 AS) abgespalten, im
weiteren Verlauf werden auch 23 AS vom C-terminalen Teil abgespalten, dadurch wird das
Ende frei fur die Bindung der GPI-Einheit (Stahl et al. 1987). Aullerdem werden an
Asparagin-Reste 181 und 197 wahrend des Transports im ER und Golgi-Apparat zwei
Mannose-haltige Polysaccharide angehédngt, die im weiteren Verlauf weiter modifiziert
werden. Bei der elektrophoretischen Auftrennung lassen sich sowohl zweifach-glykosylierte,
einfach-glykosylierte als auch unglykosylierte PrP°-Molekiile nachweisen, die ein
Molekulargewicht von 25 — 35 kDa aufweisen (Endo et al. 1989, Haraguchi et al. 1989, Rudd
et al. 2001). Die dreidimensionale Struktur wird weiterhin durch die Bildung einer
Difulfidbricke zwischen den Cysteinresten 179 und 214 stabilisiert (Haraguchi et al. 1989,
Mehlhorn et al. 1996). Das synthetisierte PrP® gelangt dann iiber Vesikel zur Zellmembran
und befindet sich dann hauptsachlich in Cholesterol-reichen Membran-Domanen, die
sogenannten ,,lipid rafts* (Vey et al. 1996). Zudem konnten weitere PrP®-Molekiile
zytosolisch lokalisiert werden (Ma et al. 2002, Mironov et al. 2003, Orsi et al. 2006).

Ahnlich wie Membran-Rezeptoren wird PrP® nach einer Halbwertzeit von 3 — 5 Stunden
internalisiert und endosomal-lysosomal abgebaut (Borchelt et al. 1990, Sunyach et al. 2003).
Dabei unterliegt es mindestens drei moglichen Spaltungsprozessen: a-Spaltung, p-Spaltung
und Shedding (Abb. 1.12). Diese Spaltungen regulieren vermutlich die physiologischen
Funktionen von PrP®, produzieren funktionell aktive Fragmente und scheinen eine Rolle in
der Pathogenese von Prion-Erkrankungen zu haben (Altmeppen et al. 2011, Altmeppen et al.
2012).

Die physiologische Funktion von PrPC ist nicht befriedigend geklart. PrP-knock-out-Mause
(PrP°°) entwickeln sich normal und zeigen kaum Auffalligkeiten (Bueler et al. 1992, Manson
et al. 1994, Aguzzi et al. 2008). Weitere Studien haben verschiedene Funktionen fiir PrP®

vorgeschlagen; so scheint PrP® durch unterschiedliche Mechanismen, wie Hemmung der
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Apoptose oder eine antioxidative Wirkung, neuroprotektiv zu agieren. AulRerdem wurde dem
Prionprotein eine Rolle in der Neurogenese, Synapsenbildung, Neuritenwachstum und
Aufrechterhaltung der myelinisierten Axone zugeschrieben. Weiterhin spielt das zelluldre
Prionprotein eine Rolle in der Zelladhésion, Kupfer-Homéostase und Signaltransduktion (zur
Ubersicht s. Aguzzi and Polymenidou 2004, Aguzzi et al. 2008, Linden et al. 2008, Beland
and Roucou 2012). AufRerdem wird das Prionprotein im Immunsystem und anderen
peripheren Organen exprimiert (Linden et al. 2008). Interessanterweise wird die
Neurotoxizitat als eine mogliche pathologische Funktion des Prionproteins diskutiert, indem
es beispiclsweise die Toxizitit von AP-Oligomeren bei Alzheimer-Patienten vermittelt
(Lauren et al. 2009, Resenberger et al. 2011, You et al. 2012).

1.8 Pathogenese von Prion-Erkrankungen

Lange bevor man das Prionprotein-Gen identifizieren konnte, wurde die These aufgestellt,
dass die TSEs durch ein Protein, das in der Lage ist, sich autokatalytisch zu replizieren,
ubertragen werden (Griffith 1967). 1982 fiihrte Prusiner den Begriff ,,Prion” ein und stellte
die ,,Prion-Hypothese* auf (Prusiner 1982). Demnach ist der TSE-Erreger eine pathogene,
falschgefaltete Form eines spezifischen Wirtsproteins, das zellulare Prionprotein (PrP®). Das
falschgefaltete Protein (spater PrP bezeichnet, von Scrapie) ist in der Lage, andere normale
Molekiile (PrP®) zu binden und ihre Konformationsanderung in einem autokatalytischen
Prozess zu induzieren (Prusiner 1982, 1991) (Abb. 1.13).

PrP¢ PrPse
ot EE
Prpse PrPse

Abb. 1.13 Prion-Hypothese (Heterodimer-Modell)

Ein falschgefaltetes Prionprotein (PrP*) trifft auf ein normales Prionprotein (PrP®) und induziert
autokatalytisch seine Umfaltung. Beide Molekdile gehen auseinander und induzieren kaskadenartig die
Konformationsanderung weiterer Molekiile.

Im Vergleich zum zelluldren Prionprotein (PrP®) besitzt PrP® einen hohen Anteil an P-
Faltblattern und bildet deshalb unlésliche Aggregate (die sogenannten Scrapie-assoziierten
Fibrillen, SAF, oder ,,prion rods*) (Bolton et al. 1982, Prusiner et al. 1983, Caughey and



EINLEITUNG 41

Raymond 1991, Pan et al. 1993, Safar et al. 1993a). Weiterhin ist PrP>® wegen seiner
biochemischen Eigenschaften resistent gegeniiber Protein-abbauenden Enzymen wie
Proteinase K (PK), Chemikalien und Hitzedenaturierung (McKinley et al. 1983, Prusiner et
al. 1993, Safar et al. 1993b).

PY°_Mause nach

Bestatigend fur die Prion-Hypothese zeigten weitere Studien, dass Pr
zerebraler Inokulation mit PrP* nicht infizierbar sind. Nach Wiedereinfihrung des
Prionprotein-Gens kann die Infizierbarkeit jedoch wiederhergestellt werden (Bueler et al.
1992, Brandner et al. 1996). Dies lieferte den Nachweis dafiir, dass die Anwesenheit von PrP®
fiir die Infektion und Neurodegeneration eine Bedingung darstellt (Pan et al. 1993). Zudem
zeigten transgene Mause mit PrPAGPI, d. h. das Prionprotein ohne den GPI-Anker und somit
ohne den Kontakt zur Plasmaembran, zwar PrP**-Bildung, aber keine Neurodegeneration und
keine klinischen Symptome (Chesebro et al. 2005). Das beweist, dass die Bindung von PrP®
zur Zellmembran auch eine Bedingung fur die Infektion ist. Der genaue Mechanismus der
Konversion von PrP¢ zu PrP* ist weitgehend unbekannt. Unter anderen versuchen zwei
Modelle eine Erklarung dafur zu liefern; das Heterodimer-Modell nach Prusiner (Prusiner
1991) und das Nukleations-Modell nach Lansbury (Jarrett and Lansbury 1993). Wéhrend
Prusiner davon ausgeht, dass ein einziges PrP*-Molekiil dazu fahig ist, dem PrP® seine
Konformation aufzuzwingen (Abb. 1.13), muss nach Lansbury zuerst ein Nukleus aus PrP*
gebildet werden, der dann als infektidses Partikel fungiert. Das letzte lasst sich durch neuere

Studien als der wahrscheinlichere Mechanismus vermuten.

Eine Herausforderung fur die Prion-Hypothese stellt die Tatsache dar, dass Prion-
Erkrankungen nicht nur infektios (<1% bei CJD) bedingt sind, sondern auch sporadisch (85%
bei CJD) oder vererbt (genetisch) (15% bei CJD) auftreten. Die Beflrworter der Prion-
Hypothese gehen davon aus, dass einerseits die PRNP-Mutationen die Konversion von PrP®
zu PrP* beginstigen und andererseits die biochemischen und biophysikalischen
Eigenschaften von PrP® seine spontane Konformationsanderung unter bestimmten Umstanden
ermoglichen. Die oben erwahnten Beobachtungen legen nah, dass es sich beim PrP*® um
einen wesentlichen Bestandteil des infektiosen Prionpartikels handelt, nicht jedoch um das
toxische. Wahrend das aus PrP® entstehende PrP*, ob durch eine Infektion, spontan oder
vererbt, eine Infektion induzieren und Neurodegeneration verursachen kann, rufen PrP-

Mutationen Neurodegeneration hervor ohne infektiés zu sein (Winklhofer et al. 2008).

Die Frage, ob die Neurotoxizitat durch loss-of-function oder gain of toxic function, oder

beides vermittelt wird, ist auch nicht ausreichend geklart. Wahrend einige Forscher die
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Meinung vertreten, die Toxizitat sei eine Folge von loss-of-function von PrP¢ (Nazor et al.
2007), halten andere das gain of toxic function vom akkumulierten PrP> fiir den
wahrscheinlicheren Mechanismus (Collins et al. 2004, Westergard et al. 2007). Beide
Mechanismen konnen aber auch kombiniert in einer komplexen Art und Weise die

Neurodegeneration verursachen (Linden et al. 2008, Winklhofer et al. 2008).

1.9 Zusammenhéange zwischen Morbus Alzheimer und Prion-Erkrankungen

Trotz des grofRen Unterschieds in der Haufigkeit und der Vielfaltigkeit der Symptome
zwischen Morbus Alzheimer und Prion-Erkrankungen beobachtete man schon lange gewisse
Ahnlichkeiten und Parallelitaten zwischen den beiden Krankheiten. Beide gehoren zur Gruppe
der neurodegenerativen Erkrankungen, deren Pathogenese die Missfaltung und Akkumulation
von bestimmten Proteinen beinhaltet und die in Neuronenverlust enden (DeArmond 1993,
Wisniewski and Sigurdsson 2007). Auch auf histopathologischer, zelluldrer und molekularer
Ebene lassen sich solche Ahnlichkeiten beobachten (Barnham et al. 2006, Taylor and Hooper
2007). Dies weckte das Interesse an moglichen molekularen Zusammenhangen zwischen den
beiden Krankheitsgruppen und den daran beteiligten Mechanismen und sogar die Suche nach
einer vereinheitlichenden Theorie fur die neurodegenerativen Erkrankungen (Price et al.
1993, Bucciantini et al. 2002) und gemeinsamen Therapiemdglichkeiten (Wisniewski and
Sigurdsson  2007). Tatsachlich zeigten neue Studien einige Verbindungen und
Zusammenhange auf der molekularen Ebene, die moéglicherweise die Pathogenese beider
Pathologien beeinflussen (Checler and Vincent 2002, Kellett and Hooper 2009, Morales et al.
2010).

Einerseits unterliegen zwei Proteine im Zentrum von Alzheimer-Krankheit und Prion-
Erkrankungen, nédmlich APP und PrP einem gemeinsamen Protein-Kinase C-regulierten
Spaltungsprozess mitten im toxischen Bereich, AB und der hydrophobische Kern (HC 106 —
126) in der Reihenfolge, was letztendlich ihre Toxizitat verhindert. Fiir diesen Prozess wurden
Proteasen der ADAM-Familie (,, a disintegrin and metalloproteinase*), nimlich ADAMI10
und ADAM17, verantwortlich gemacht (Checler and Vincent 2002, Vincent 2004, Jorissen et
al. 2010, Kuhn et al. 2010), obwohl neuere Experimente zeigen, dass ADAM10 zwar fiir die
Freisetzung des Prionproteins (Shedding) (Abb. 1.12), nicht jedoch fir das ,,a-Cleavage
verantwortlich ist (Altmeppen et al. 2011, Altmeppen et al. 2012). Andererseits fungiert PrP®
als Inhibitor bzw. Modulator fiir die B-Sekretase BACE1, das Enzym, das die Bildung von A
aus APP initiiert, durch direkte Interaktion in den Cholesterin-reichen Membrandomanen

Llipid rafts (Parkin et al. 2007). Neuere Experimente zeigen jedoch, dass PrP® mit BACE1
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im frihen Kompartiment (ER und Golgi-Apparat) interagiert und seine Wanderung zur
Plasmamembran und Endosomen, wo BACEL1 APP hauptséchlich prozessiert, verhindert
(Griffiths et al. 2011). Durch diesen Mechanismus kann PrP® die AB-Produktion hemmen und
AD-Pathogenese negativ beeinflussen. Daraus lasst sich schlieRen, dass der Funktionsverlust
von PrP®, z.B. durch Mutation oder gar Knocking-Out, einen Anstieg der AB-Produktion zur
Folge hat. In der Tat ldsst sich ein signifikanter Anstieg der AB-Menge in Gehirnen von
PrPY°-Mausen und Zellen, die mutiertes PrP exprimieren, nachweisen (Parkin et al. 2007).
Aulerdem lasst sich das mit weiteren Studien vereinbaren, die zeigen, dass ein
Polymorphismus im PrP-Gen Codon 129, welches die Suszeptibilitat zu sporadischen und
iatrogenen humanen Prion-Erkrankungen erhoht (Palmer et al. 1991, Deslys et al. 1994,
Lewis et al. 2006), auch die Suszeptibilitdt und Pathophysiologie von Morbus Alzheimer
begunstigt (Dermaut et al. 2003, Riemenschneider et al. 2004, Del Bo et al. 2006, Gacia et al.
2006). Vollstandigkeitshalber soll noch erwahnt werden, dass ein Polymorphismus im
BACE1-Gen als Risikofaktor fir sCJD beschrieben wurde (Calero et al. 2012). Zudem ist
ADAMI0 selbst ein Substrat von anderen Proteasen, darunter y-Sekretase (Tousseyn et al.,
2009). D.h. zum einen erfullt ADAM10 eine duale Funktion: als Protease von mehreren
Proteinen und als potentielles Signaltransduktions-Glied durch seine intrazellulare Domane
(ICD), welche durch eine andere Protease freigesetzt wird (Tousseyn et al. 2009) und zum
anderen erhoht y-Sekretase die amyloidogene Prozessierung von APP, indem sie ADAM10

(0-Sekretase) spaltet.

Im Gegensatz zur oben beschriebenen neuroprotektiven Rolle von PrP® in der AD-
Pathogenese berichteten zahlreiche Studien, dass PrP als Rezeptor fiir AB-Oligomere an der
Zelloberflache dient (Lauren et al. 2009). Dieses Bindeglied zwischen beiden
Krankheitsgruppen ist allerdings nicht unumstritten (Calella et al. 2010). Wé&hrend einige
Autoren davon ausgehen, dass die Ap-Neurotoxizitat unabhangig von seiner Bindung zu PrP®
ist (Balducci et al. 2010, Kessels et al. 2010), gibt es zahlreiche Beweise dafiir, dass PrP®
doch die Toxizitdt von AP vermittelt (Lauren et al. 2009, Chung et al. 2010, Gimbel et al.
2010, Alier et al. 2011, Barry et al. 2011, Bate and Williams 2011, Freir et al. 2011,
Resenberger et al. 2011, Kudo et al. 2012, You et al. 2012). Laut Resenberger et al. ist PrP®
sogar in der Lage, B-Faltblatt-reiche Strukturen unterschiedlichen Ursprungs, wie Ap,
heterologes PrP, Hefe-Prionprotein und synthetische B-Peptide zu binden (Resenberger et al.
2011). Der genaue Mechanismus der Toxizitat bis hin zum Zelltod ist noch ungeklart, v. a.
weil PrP® durch einen GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden ist und somit theoretisch

kein Signal in den intrazelluldren Raum leiten kann. Einige Studien beschreiben die PrP®-
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Dimerisierung, die cPLA,- (cytoplasmatic phospholipase A,), die Fyn- und Kaspase-
Aktivierung und die Beteiligung von NMDA-Rezeptoren als moglicher Mechanismus
(Mouillet-Richard et al. 2000, Solforosi et al. 2004, Bate and Williams 2011, Kudo et al.
2012, Larson et al. 2012, Um et al. 2012). Neben dem toxischen Effekt wird die Lokalisation
von PrP durch seine Bindung zu AB-Oligomeren beeinflusst; laut Caetano et al. erhohen Ap-
Oligomere die PrP-Menge an der Zelloberflache durch moglicherweise verschiedene
Mechanismen, darunter die Hemmung der Endozytose (Caetano et al. 2011). Die Frage, ob
die neuroprotektive und neurotoxische Funktion von PrP® im AD-Verlauf zur gleichen Zeit

existieren und wenn, was der Nettoeffekt ist, ist immer noch unbeantwortet.

SchlieRlich wurde berichtet, dass Praseniline die Expression von PrP® beeinflussen (Vincent
et al. 2009). Demnach resultiert die vy-Sekretase vermittelte, Prasenilin-abh&ngige
Prozessierung von APP in der Freisetzung der intrazellularen Domane (AICD), die einen
Komplex mit dem Adapterprotein Fe65 und der Histon-Acetyltransferase Tip60 bildet. Dieser
Komplex wandert in den Zellkern und aktiviert einige Gene, darunter das Gen des
Tumorsuppressors p53. Hier sei erwéhnt, dass p53 bei AD erhoht ist und als Mediator der
Apoptose und somit der Neurodegeneration bei den AD-Betroffenen vorgeschlagen wurde (de
la Monte et al. 1997, Kitamura et al. 1997, Ohyagi et al. 2005). Nach Vincent et al. kann p53
direkt an den Promotor von PrP binden und seine Expression induzieren (Kellett and Hooper
2009, Vincent et al. 2009). Eine andere Studie hat jedoch keinen signifikanten Effekt auf die
PrP®-Expression durch die Uberexpression bzw. Knocking-down von APP-Isoformen in
Zellmodellen bzw. in transgenen Méausen oder Inhibition von y-Sekretase feststellen konnen
(Lewis et al. 2012). Bestatigend fir die letzte Studie wurde zudem beobachtet, dass das PrP®-
Level bei AD-Patienten in verschiedenen Krankheitsstadien in verschiedenen Hirnregionen

(Frontal-, Temporalkortex, Hippocampus) unverandert bleibt (Saijo et al. 2011).
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1.10 Zusammenfassung

Die Alzheimer-Krankheit (AD) ist die hdufigste neurodegenerative Erkrankung, die sich
Klinisch durch Gedachtnisverlust, kognitive Beeintrachtigung, Sprachprobleme und
psychische Stérungen manifestiert. Neuropathologisch ist AD durch drei Merkmale
charakterisiert:  extrazellulare  Peptid-Ablagerungen  ,, Af-Plaques®, intrazelluldre
neurofibrillare Bundel ,tangles* und Neuronenverlust (S. Abb. 1.1). Neben dem weitaus
héufigeren sporadischen Form (sporadic AD, SAD) kommt die seltene familidare Form
(familial AD, FAD) vor. Wahrend SAD zum groRen Teil erst nach dem 60. bzw. 65
Lebensjahr auftritt (late onset AD, LOAD), bricht die genetisch bedingte Form schon friher
aus (early onset AD, EOAD) und hat i. d. R. einen dramatischeren Verlauf. Obwohl die
genetisch bedingten Félle weniger als 1% der Krankheitsfalle ausmachen, hat deren Analyse
einen grofRRen Beitrag zum Verstandnis der AD-Pathogenese geleistet. Vier Gene mit ca. 230
Mutationen in mehr als 500 Familien haben sich in der AD-Forschung etabliert, es handelt
sich um die fur die Proteine APP (Amyloid precursor Protein), PS1 (presenilin-1), PS2
(presenilin-2) und ApoE (Apolipoprotein E) kodierenden Gene, wobei bei 60 — 80% der
LOAD-Félle ein ApoE-Polymorphismus bekannt ist (s. Tab. 1).

APP ist ein Typ-I-Membranprotein und beinhaltet im transmembranen Bereich und teilweise
extrazellular das AB-Peptid (s. Abb. 1.3). APP kann durch eine a-Sekretase im AB-Bereich
gespalten werden und in einem zweiten Schritt wird die intrazelluldre Doméne (AICD) durch
v-Sekretase freigesetzt, diese Prozessierung verhindert die Bildung von A (nicht-
amyloidogen). Anderenfalls wird APP am N-terminalen Ende von AP durch eine B-Sekretase
(BACEL) und anschlieBend am C-terminalen Ende durch y-Sekretase gespalten, wodurch Ap-
Peptid freigesetzt wird (amyloidogen) (s. Abb. 1.4). AB kann sich extrazelluldr ablagern und
eine Reihe von Prozessen induzieren, die die Neurodegeneration mit sich bringen (die
Amyloidhypothese) (s. Abb. 1.2). y-Sekretase, ein Enzymkomplex, der eine wichtige Rolle in
der Prozessierung mehrerer Proteine wie APP, Notch-Rezeptor, E- und N-Cadherin spielt,
besteht aus mindestens vier einzelnen Proteinen: Prasenilin 1 oder 2 (PS1/2), Nicastrin (Nct),
Présenilin-Enhancer-2 (PEN2) und ,,anterior pharynx defective-1“ (Aph-1) (s. Abb. 1.7). Das
Prasenilin bildet das aktive Zentrum im Komplex, wobei Prasenilin-1 die dominante Rolle zu
haben scheint, mit mehr als 180 Mutationen in PSEN-1 sind zudem die meisten AD-
Mutationen auf dem PS1-Gen lokalisiert. Solche Mutationen begunstigen durch verschiedene
Mechanismen die Bildung von AB-Aggregaten. Es wurden Prédsenilin auBerdem weitere

Funktionen auBlerhalb des y-Seketase-Komplexes zugeschrieben, wie seine Beteiligung in der
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B-Catenin-Homd@ostase, Proteintransport und -abbau, Reifung von der ATPase-
Protonenpumpe und Kalzium-Homd@ostase; solche Prozesse sind auch im AD-Verlauf

beeintrachtigt.

Das Prion (proteinacous infectious particle) ist eine neue Erreger-Klasse, die im Gegensatz zu
Bakterien, Pilzen und Viren keine genetische Information in Form von Nukleinsauren (DNA
oder RNA) besitzt. Im Grunde wird das Prionprotein bei allen Organismen ubiquitar
exprimiert, es erreicht allerdings seine hdchste Expressionsrate im ZNS. Das Prionprotein ist
durch einen GPI-Anker mit der Plasmamembran gebunden und ist extrazellular lokalisiert, es
besitzt eine globulére, konservierte C-terminale Doméne und einen flexiblen, unstrukturierten
Teil, der fur seine Funktionen entscheidend ist (s. Abb. 1.12). Die physiologische Funktion
von PrP ist nicht befriedigend geklart, da PrP-knock-out-Mdause kaum Auffalligkeiten zeigen;
es werden ihm allerdings einige Funktionen in der Neurogenese, Synapsenbildung,
Aufrechterhaltung der myelinisierten Axone, Zelladhasion, Kupfer-Homdostase und
Signaltransduktion zugeschrieben. Die Konversion des normalen, zelluldren Prionprotein
(PrPC, aus cellular) in die pathogene, p-Faltblatt-reiche Form (PrP*°, aus Scrapie), ob spontan
(sporadisch), durch eine Mutation (genetisch-bedingt) oder durch das Treffen auf ein bereits
falschgefaltetes Molekil (infektios) induziert, verursacht die neurodegenerativen Prion-
Erkrankungen. Die Prion-Erkrankungen kénnen sowohl Menschen (CJD, GSS; Kuru, FFI
etc.) (s. Tab. 3) als auch Tiere (Scrapie, BSE, CWD etc.) betreffen und haben einen schnell
progressiven, toédlichen Verlauf. Neuropathologisch sind sie durch eine schwammartige
(spongidse) Architektur des Hirngewebes, astrozytdare Gliose und PrP-Ablagerungen
charakterisiert. Daher werden die Prion-Erkrankungen unter dem Sammelbegriff

,,transmissible spongiforme encephalopathies “ (TSE) summiert.

Zwischen der Alzheimer-Krankheit und den Prion-Erkrankungen lassen sich einige
Ahnlichkeiten und Parallelen auf histopathologischer, zellularer und molekularer Ebene
beobachten. Neulich wurden sogar direkte Verbindungen und Interaktionen auf der
molekularen Ebene beschrieben. Einerseits wurde PrP ein neuroprotektiver Effekt auf AD
zugeschrieben, indem es das Ap-produktionslimitierende Enzym (B-Sekretase, BACE1)
inhibiert, andererseits zeigten zahlreiche Studien, dass PrP die AB-Oligomere bindet und ihre
Zytotoxizitat vermittelt. AuRerdem wurde berichtet, dass PS1 die Expression von PrP®
beeinflusst; so setzt die y-Sekretase-vermittelte, PS1-abh&ngige Spaltung von APP die
intrazellulare Doméne (AICD) frei, die einen Komplex mit Fe65 und Tip60 bildet, der

wiederum in den Zellkern wandert und Transkription einiger Gene, darunter das von p53,
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induziert. p53 agiert dann als direkter Aktivator des PrP-Gens (PRNP). Dieser Einfluss von
PS1 auf PrP ist jedoch noch umstritten.
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2 ZIELSETZUNG

Ausgehend aus den als letztes beschriebenen Zusammenhdngen zwischen Alzheimer-
Krankheit und Prion-Erkrankungen — v. a. dem beschriebenen Einfluss von PS auf die PrP®-
Expression — und eigener Beobachtung im Labor, bei der sich veranderte Expression von PrP®
in verschiedenen Hirnregionen bei AD-Patienten detektieren liel, widmet sich die vorliegende
Arbeit der Erforschung des Einflusses von Prasenilinen und Prasenilin-Mutationen auf das
Prionprotein hinsichtlich seiner Expression, Verteilung und seines Abbaus. Hierfiir wird PrP®
in zwei unterschiedlichen Zellreihen des Zellmodells (MEF) ,,Mouse Embryonic
Fibroblasts“, namlich in transient und stabil transfizierten Zellen, analysiert. Dabei werden

im Prinzip drei unterschiedliche Situationen miteinander verglichen:

e Wild Typ-Zellen (MEFs PS1/2*"*) als Positivkontrolle

e Doppel-knock-out-Zellen (MEFs PS1/2”" | d.h. ihnen fehlen beide Praseniline) als
Negativkontrolle

e Zellen, die mutierte Praseniline exprimieren (dafur wurden exemplarisch drei
reprasentative Mutationen gewéhlt: PS1-E208A, PS1-A9 und PS2-N141l) (s. 1.2.5)

Fur die Analyse des genauen Mechanismus und die bessere Interpretation werden dabei die in

Betracht kommenden Mechanismen analysiert:

e die PS-abhingige y-Sekretase-Aktivitat, gemessen an der AICD-Produktion

e die moglicherweise involvierten Proteine: p53, ADAM10

e die y-Sekretase-unabhangigen PS-Funktionen, gemessen an der Phosphorylierung von
B-Catenin

Es wird also der Frage nachgegangen, ob und inwiefern Praseniline bzw. Kklinisch relevante
Prasenilin-Mutationen die PrP®-Expression beeinflussen. Und wenn ja, ob in einem y-
Sekretase-abhiangigen Mechanismus oder nicht; und ob andere ,,Zwischenspieler” diesen

Einfluss vermitteln.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien

3.1.1.1 Chemikalien

49

Produkt

Firma

0,2 % Triton X 100

10x FastDigest® Puffer

10x T4 DNA Ligase Buffer

10x Reaktionspuffer

10x FastDigest Puffer Green

10x FastDigest Puffer Tango
2,2-Bis-(hydroxyethyl)-(iminotris)
(hydroxymethyl)methan (Bis Tris)
6x DNA Loading Dye (6x Stopppuffer)
Acetat

Acrylamid

Agarosepulver
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Ampicillin

Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

BSA (Rinderserum Albumin)
DAPI (4°,6-Diamidin-2’-
phenylindoldihydrochlorid)
DMEM Medium (high-glucose (4,5g/l) with L-Glutamine)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s PBS (1x)

Eselserum

Ethanol

Ethidiumbromid

ROTH, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon.Rot
Fermentas, St. Leon.Rot
Fermentas, St. Leon.Rot
Fermentas, St. Leon.Rot
Fermentas, St. Leon.Rot
Merck, Darmstadt

Fermentas, St. Leon.Rot
Merck, Darmstadt
ROTH, Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt
ROTH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
BioRad, Minchen
Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen

Invitrogen, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
PAA, Pasching, Osterreich
DIANOVA, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
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Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
Fluoromout S (Mounting-L6sung)

Foetal Calf Serum (FCS), standard quality
Glukose

Glycerol

Glycin

Hefe

Isopropanol

Lipofectamine® 2000 Reagent
Magermilchpulver Reform Instant
Magnesiumchlorid (MgClI2)
Magnesiumsulfat (MgSO4)
Mercaptoethanol

Methanol

N,N,N',N'-Tetrametrylendiamin (TEMED)
Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Deoxycholat
Nonylphenolethoxylat NP-40

NUuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)

NUuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x)

Opti-MEM® reduced serum medium (1x)
Paraformaldehyd-L&sung (PFA 4%)
Penicillin/Streptomycin (100x) (Pen/Strep)
Phosphatase Inhibitor (Cocktail Teblets)
Protease Inhibitor (Cocktail Tablets)
Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow
Saccharose

Salzsaure (HCI)

Schwefelsdure (H,SO,)

Sodiumdodecyl Sulfat (SDS)

Tricine

Trizma base, minimum, 99,9% titration (Tris)

Sigma-Aldrich, Minchen
Southern Biotech, Birmingham,
Alabama, USA

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
ROTH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Frema Reform, Liineburg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
ROTH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Electron Microscopy Sciences
PAA, Pasching, Osterreich
Roche, Grenzach-Wyhlen
Roche, Grenzach-Wyhlen
GE Healthcare, Freiburg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
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Trizma hydrochloride (Tris HCI)
Trypsin-EDTA (1x)
Trypton

Tween® 20

Sigma-Aldrich, Minchen
PAA, Pasching, Osterreich
ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe

3.1.1.2 Kommerzielle Kits und Plasmide

Name

Firma

GeneJET™ Gel Extraction Kit

Invisorb® Spin Plasmid Mini Two
NucleoSpin RNA 11 Kit

Plasmid DNA Purification NucleoBond®Xtra
Midi

Pierce® ECL Western Blotting Substrate

SuperSignal® West Femto Kit
SuperSignal® West Pico Kit
pcDNA3.1 (-)

PcDNA3.1 (+)
pCAX

Fermentas, St. Leon.Rot
Invitek, Berlin

Machery Nagel
MACHEREY-NAGEL, Diren

Thermo, SCIENTIFIC, Rochester,
USA

Thermo, SCIENTIFIC, Rochester,
USA

Thermo, SCIENTIFIC, Rochester,
USA

Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

addgene, USA

3.1.1.3 GroRenmarker

Name

Firma

Page Ruler™, Prestained Protein Ladder

TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder

Fermentas, St. Leon.Rot

Invitrogen, Darmstadt
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3.1.1.4 Enzyme

Name Firma

FastDigest® Restriktionsenzym EcoRl Fermentas, St. Leon.Rot

FastDigest® Restriktionsenzym Xhol Fermentas, St. Leon.Rot

FastDigest® Restriktionsenzym Xbal Fermentas, St. Leon.Rot

FastDigest® Restriktionsenzym Notl Fermentas, St. Leon.Rot

FastDigest® Restriktionsenzym EcoRV Fermentas, St. Leon.Rot

FastDigest® Restriktionsenzym Kpnl Fermentas, St. Leon.Rot

T4 DNA Ligase Fermentas, St. Leon.Rot

3.1.1.5 Antikdrper

Priméarantikérper Antigen Wirt Klonalitdt  Verdlinnung Firma

4G8 B-Amyloid Maus monoklonal WB 1:1000 COVANCE,
17-24 USA

6E10 R-Amyloid 1- Maus monoklonal WB 1:5000 COVANCE,
16 USA

Anti-ADAM10- ADAM10 Kaninchen polyklonal ~ WB 1:1000 P. Saftig, Kiel,

Antikorper Deutschland

Anti-APP-CT20 APP-C- Kaninchen polyklonal ~ WB 1:5000 MILLIPORE,
Terminus (751- USA
770)

Anti-B-Aktin B-Aktin Maus monoklonal WB 1:1000 Sigma-Aldrich,

Miinchen

Anti-p-Tubulin- B-Tubulin Maus monoklonal WB 1:2000 Sigma-Aldrich,

Antikorper (E7) Miinchen

Anti-Presenilin 1 PS1 (1-100) Kaninchen polyklonal ~ WB 1:500 abcam, England

antibody (ab71181) (NTF, FL)

Anti-Presenilin 1 PS1 (21-34) Maus monoklonal WB 1:1000 abcam, England

antibody [APS]. (NTF, FL)

ab15456

Anti-Presenilin-1, Prasenilin-1, Maus monoklonal WB ( 1:500) MILLIPORE,

loop, a.a. 263-378, intrazellulére IC (1:500) USA

C-terminus, clone
PS1-loop
(#MAB5232)

Schleife (CTF,
LF)
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[-Catenin (6B3) B-Catenin Kaninchen monoklonal WB 1:1000 Cell Signaling,
Rabbit mAb #9582  (total) USA
p53 Antibody (FL-  p53 (1-393) Kaninchen polyklonal ~ WB 1:2000 Santa Cruz
393), sc6243 Biotechnology,
USA
Phospho-p-Catenin  B-Catenin- Kaninchen polyklonal ~ WB 1:1000 Cell Signaling,
(Ser33/37/Thr41) P33/37/41 USA
Antibody #9561
Phospho-B-Catenin  B-Catenin-P45  Kaninchen polyklonal ~ WB 1:1000 Cell Signaling,
(Ser45) Antibody (Ser45) USA
#9564
POM1 Prionprotein Maus monoclonal WB 1:1000 A. Auzzi,
(PrP) IC 1:100 Zurich,
Schweiz
POM2 Prionprotein Maus monoklonal IP 1:250 A. Auzzi,
(PrP) Zirich,
Schweiz
Presenilin 1 PS1 (Valin Kaninchen polyklonal ~ WB 1:500 Cell Signaling,
Antibody (#3622S) 293) (CTF, FL) USA
Presenilin 1 (Ln- Prasenilin-1 (1- Maus monoklonal WB 1:500 Santa Cruz
14) #sc80297 80) (NTF, FL) Biotechnology,
USA
Presenilin 2 PS2 (330) Kaninchen polyklonal ~ WB 1:1000 Cell Signaling,
Antibody (#2192)  (CTF, FL) IC 1:200 USA
Sekundéarantikérper Antigen Wirt Verdinnung  Firma
Alexa Fluor® 488 Maus 1gG Esel IC 1:500 Inviatrogen,
Darmstadt
Alexa Fluor® 555 Kaninchen/ Esel IC 1:500 Inviatrogen,
Ratte 1gG Darmstadt
Anti-Mouse-HRP Maus 1gG Esel WB 1:2000 Promega,
Mannheim
Anti-Rabbit-HRP Kaninchen Esel WB 1:2000 Promega,
IgG Mannheim
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Mouse TrueBlot® Anti-Mouse Ratte WB 1:1000 Rockland, Hamburg,
ULTRA 1gG HRP Deutschland

3.1.1.6 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich geliefert.

Sequenzierungsprimer Basen-Sequenz

BGHR 5-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3

T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
APP-For 5-ATGTGGATTCTGCTGATGCGG-3"
APP-Rev 5 -AGAGACTGATTCATGCGCTC-3

3.1.2 Zelllinien

Name Beschreibung Herkunft
MEFs Mouse Embryonic Fibroblasts AG Paul Saftig
(WT, PS1/27) Biochemisches Institut
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
MEFs Mouse Embryonic Fibroblasts AG Bart De Strooper
(WT, PS1/27", PSIWT, Center for Human Genetics Vlaams

PS1E280A, PS1A9, PS2WT, Instituut voor Biotechnologie (VIB)
PS2N141l) stabil transfiziert Katholieke Universiteit Leuven

3.1.3 Bakterienstamme

Name Herkunft

DH5a-Zellen, pPCAX APP 695 Addgene, USA
XL10-Gold Ultracompetent Cells Agilent Technologies, USA
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3.1.4 Puffer, Lésungen und Medien

Name Zusammensetzung

LB-Agar Zusammensetzung s. LB-Medium,
zusatzlich 12g Agar
100pg/ml Ampicillin

TAE-Puffer 50x 2429 Tris
57,1ml Acetat
100ml 0,5 M EDTA (pH 8)
ad. 11 mit ddH,O

Lysepuffer 10 ml RIPA-Puffer
1 Tab. Protease-Inhibitor-Cocktail
ggf. 1 Tab. Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

1x Trenngel-Puffer 18,78g Tris HCI (1,5M)
80ml dH20
mit 5M H,SO, auf pH 8,8
ad. 100ml mit ddH20
0,1 % SDS (0,19)
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4x Probenpuffer 5,89 Tris Base (240mM)
(L&mmli-Puffer) 16g SDS (8%)

94ml Glycerol (40%)

400ug Bromphenolblau (0.2%)

5% (3-Mercaptoethanol (frisch vor

Anwendung)
ad. 200ml mit ddH,O

10x Kathoden-Puffer 60,579 Tris Base (1M)
(Tricin-Gele) 89,69 Tricine (1M)
5g SDS (1%)

ad. 500ml mit ddH20 pH 8,25

10x Wet-Blot-Puffer 30,39 Tris Base (250mM)
(Sandwich Buffer, Transfer Buffer) 1449 Glycin (1,92M)
ad. 11 mit ddH20

1x Wet-Blot-Puffer 100ml 10x (bzw. 50ml) Wet-Blot-Puffer
200ml Methanol (20 %)
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ad. 11 mit ddH20

10 x TBST 12,119 Tris Base (100mM)
81,81g NaCl (1,4M)
mit HCl auf pH 7,4
10ml Tween® 20 (1%)
ad. 11 mit ddH20

10x CVL-Puffer 2g SDS
5ml 1M Tris HCI (pH 7.4)
5ml Mercaptoethanol
3g Saccharose
ad. 20ml mit ddH20
1% Bromphenolblau
pH 6,8

1x E-Puffer 100ml 10x E-Puffer
(Laufpuffer, Running Buffer) ad. 11 mit ddH20

Einfriermedium 50% DMEM Medium
10% DMSO
40% FCS
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Trenngel (fur zwei Gele 12%)

6,7ml ddH20

8ml Acrylamid

5 ml Trenngel-Puffer
200ul 10 % APS
20l TEMED

3.1.5 Verbrauchsmittel

Produkt

Firma

3kDa Filter (Amicon® Ultra-4) MWCO
Cryovial®-Einfriertubes, PK/100, steril
Deckglaser

Einfrierbox

Kosmetiktuch 100er Box Samtess Clou
Prestige

Kunststoffkiivetten UVette®
Nitrozellulose Membran Immunoblot
Novex® Tricine Gels (SDS-PAGE)
Novex® Tris-Glycine Gels (SDS-PAGE)
NuPAGE® Novex® Bis-Tris Gels (SDS-
PAGE)

Objekttréger

Pasteurpipette Glas 230mm, steril
Pinzetten

Pipetten Serol 2ml, 5ml, 10ml, 25ml
Pipettenspitzen (1 ml, 200 pl, 20 pl, 2 ul)
PVDF Membran ImmunoblotTM (0,2um)
Reaktionsgefal (Tube) 1,5ml
Reaktionsgefal’ (Tube) 2mi

Rohrchen PP 15ml konisch, Cellstar®tubes
Rohrchen PP 50ml konisch, Cellstar®tubes
Sterile Skalpellklingen

Whatman® Gel Blot Paper 3MM (Blotting-
Papier)

Millipore, Schwalbach am Taunus
ROTH, Karlsruhe

Assistent, Sondheim

Nunc, Langenselbold

Wepa, Arnsberg-Miischede

Eppendorf, Hamburg
BioRad, Miinchen
Inviatrogen, Darmstadt
Inviatrogen, Darmstadt

Inviatrogen, Darmstadt

ROTH, Karlsruhe
ROTH, Karlsruhe
Biochem, Weilburg
Falcon, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
BioRad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Greiner bio-one, Essen
Greiner bio-one, Essen
BAYHA, Tuttlingen
Whatman GmbH, Dassel
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Zellkulturflaschen steril, 25cm* und 75cm?
Zellkulturplatte, 12wells, steril
Zellkulturplatte, 6wells, steril
Zellkulturplatte, 96wells, steril
Zellkulturschalen, 60, 100 und 150mm
Zellschaber, 25cm

Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Langenselbold
Nunc, Langenselbold
Nunc, Langenselbold
Nunc, Langenselbold
Sarstedt, Nimbrecht

3.1.6 Gerate

Gerat

Firma

Absauggerat Miniport (Zellkultur)
Autoklav (Technoclav 50)
Brutschrank (Zellkultur)
Elekroporationskiivetten
Gefrierschrank -20°
Gefrierschrank -80° UF80-450S

Geldokumentationsgerat Chemi Doc™ XRS
Gelelektrophoresekammer (Sub-Cell)
Gelschlitten

Gene Pulser® Transfection Apparatus
GieRapparatur (fur Polyacrylamid-Gele)
Glasplatten

Kippschuttler

Kippschuttler Plattform Shaker STR 6
Kihlschrénke (4°C)

Kuhlzentrifuge 5415R

Kunststoffkdmme (fir Agarose- und
Polyacrylamid-Gele)

LABOPORT ®-Membran-Vakuumpumpe
Laborschdttler Orbital shaker incubator
Laborwaage Shinko Denshi
Magnetthermoriihrer RCT basic IKAMAG®

Hassheider Medizintechnik, Koln
Technoroma, Fernwald
Heraeus electronic, Hanau
BioRad, Miinchen

Bosch, Gerlingen

Colora Messtechnik GmbH,
Lorch/Wirtt

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

BioRad, Minchen

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Edmund Bihler GmbH,
Hechingen

Stuart Scientific, Essex, England
Liebherr, Kirchdorf

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen

ROTH, Karlsruhe

TEQ, Weinheim

Vibra, Tokyo, Japan

IKA Werke GmbH&Co. KG,

Staufen
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Mikroskop Eclipse TS100

Mikrowelle Micromat

Mini PROTEAN® Tetra Cell-Kammer
Multiwell-Spektrophotometer pQuant
NanoDrop; 1000 Spectrophotometer

Netzgerat Electrophoresis Supply, EPS 200
Netzgerat Power Supply, Power Pac Basic
Neubauer-Zahlkammer, 0,1mm

pH-Meter CG 840

Pipetboy

Pipette reference 100-1000pul

Pipette reference 10-100ul

Pipette reference 1-10ul

Préazisionswaage

Printer P93D

Spektrophotometer Gene Quant RNA/DNA
Calculator

Sterilbank Thermo Electron Corporation
Herasafe

Stickstofftank Chronos 80 Biosafe®
Thermomixer compact

Tischzentrifuge

Uberkopfschittler (Reagenzglas-Rotator)

Vortexer

Wasserbad

Zeiss Axiovert 200M Mikroskop
Zellkulturzentrifuge 5810R

Nikon, Melville, USA
AEG, Frankfurt am Main
BioRad, Miinchen

Biotek, Bad Friedrichshall

Thermo, SCIENTIFIC, Rochester,

USA

Pharmacia Biotech, Freiburg
BioRad, Miinchen
Assistent, Sondheim

Schott, Mainz

Integra Biosciences, Fernwald
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen
Mitsubishi, Ratinge
Pharmacia Biotech, Freiburg

Heraeus electronic, Hanau

Messer, Griesheim

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht
LabMarket, Mannheim

IKA Werke GmbH&Co. KG,
Staufen

P-D Industriegesellschaft mbH,
Dresden

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Eppendorf, Hamburg
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Name

Firma/Adresse

CCDC-Datenbank
Gel-Doku (Gel Doc 2000)
GraphPad Prism 5
Microsoft Office 2007

pQuant
NanoDrop, ND-1000 V3.7.1

NCBI-Blast-Datenbank

Nucleic Acid to Amino Acid Translation
Quantity One

Revers Compliment

UniProt

Zeiss Axiovision v4.7

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cqi
BioRad, Miinchen

GraphPad Software, USA

Microsoft Corporation

Biotek, Bad Friedrichshall

Thermo, SCIENTIFIC, Rochester,

USA
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&P
AGE_TYPE=BlastHome

http://www.biochem.ucl.ac.uk/cgi-

bin/mcdonald/cgina2aa.pl
BioRad, Miinchen

http://www.bioinformatics.org/sms/rev _comp.html

http://www.uniprot.org/
Carl Zeiss AG, Oberkochen
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Transformation von Bakterienzellen

Unter Transformation versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in prokaryotische Zellen
mit dem Ziel, die Fremd-DNA (in Form von Plasmid) zu amplifizieren (Milhardt 2013).
Bestimmte Bakterienstimme, z.B. E. coli, kdnnen durch chemische Behandlung kompetent
gemacht werden, d. h. empfénglicher fur die fremde DNA. Durch einen Hitzeschock kann die
die Effizienz der DNA-Aufnahme gesteigert werden. Durch plasmidkodierte Antibiotika-

Resistenz werden transformierte Bakterien-Zellen selektiert.

In der vorliegenden Arbeit werden Ultrakompetente Zellen XL10-Gold® zum einen mit
Prasenilin-1 (pcDNA3.1%/Zeo mit PSIWT, PS1E280A oder PS1A9) und zum anderen mit
Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP695) (pcDNA3.1/Neo mit APP695) transformiert. Davor
wurde APP695 in DHS5a-Zellen (Plasmid: pCAX) amplifiziert, daraus prapariert,
herausgeschnitten - mittels DNA-Verdau, Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Extraktion -,
und anschlieRend mittels Ligation in pcDNA3.1/Neo eingebaut.

Die Transformation der Ultrakompetenten Zellen XL10-Gold® erfolgte nach dem
Transformationsprotokoll des QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis Kits der
Firma Stratagene. Hierzu wurden die Zellen auf Eis langsam aufgetaut, 2ul f-
Mercaptoethanol-Mix zugegeben und vorsichtig gemischt. Anschlielend wurde die DNA-
Losung (pcDNA3.1°/Zeo mit den genannten PSi-Inserten bzw. pcDNA3.17/Neo mit
APP6959) zugegeben, das Gemisch 30 Minuten auf Eis inkubiert, ein Hitzeschock (42°C;
30s) angeschlossen und die Zellen auf Eis gekuhlt. Flr eine Stunde wurden die Bakterien mit
bereits auf 45°C aufgewdrmtem NZY-Kulturmedium geschdttelt (37 °C, 225 — 250 rpm).
Zum Schluss wurden unterschiedliche Verdinnungen auf Selektionsplatten ausgestrichen und
fir mehr als 16 Stunden bei 37°C inkubiert.

Ahnlich wie oben beschrieben wurde auch pCAX APP 695 im Bakterienstamm DHS5a
amplifiziert. Mit einer Pipettenspitze wurde ins Bakteriengel gepickt und in LB-
Kulturmedium geimpft. Das Gemisch wurde anschlieRend bei 37 °C fiur 4 Stunden inkubiert
und geschdttelt. Unterschiedliche Volumina wurden auf Selektionsplatten ausgestrichen und
uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.2.2 Préaparation von Plasmid-DNA
Minipréaparation

Die Minipraparation erfolgte unter Verwendung des Invisorb® Spin Plasmid Mini Two-Kits
von Invitek gemé&R den Herstellerangaben. Zunéchst wurden 2ml HSG-Selektionsmedium mit
dem gewiinschten Bakterien-Klon angeimpft und flr ca. 24 Stunden bei 37°C unter Schiitteln
(500rpm) inkubiert. Danach wurden die Bakterien fir 1 Minute bei maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 250ul ,,Solution A“ resuspendiert,
anschlieBend mit 250ul ,,Solution B versetzt, durch Invertieren gemischt und 5 Minuten bei
ca. 20°C inkubiert. In diesem Schritt wurden die Bakterienzellen unter alkalischen
Bedingungen lysiert und die zellulare RNA durch die zugesetzte RNase degradiert. Zur
Neutralisation wurde 250ul ,,Solution C* zugegeben, vorsichtig gemischt und fur 5 Minuten
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, wobei die Lysate von prazipitierten Proteinen,
Zellresten und genomischer DNA befreit wurden. Der Uberstand wurde in einen Spin-Filter
uberfuhrt, der zuvor in ein neues Reaktionsgefall gesteckt wurde, und fur 1 Minute bei
10000xg zentrifugiert. Dieser Spin-Filter besitzt eine spezielle Membran, an die die Plasmid-
DNA bindet. Nach einem Waschschritt mit 750ul ,,Wash Solution, wodurch gewahrleistet
wurde, dass die DNA von bakteriellen Riickstdnden befreit wird, sowie zwei weiteren
Zentrifugationen wurde der Spin-Filter in ein neues Reaktionsgefall gesteckt. Nach einer
Inkubationszeit von einer Minute mit Elutions-Lésung des Herstellers (bzw. 30ul steriles
bidest H,O) wurde die Plasmid-DNA durch Zentrifugieren eluiert (10000xg; 1min).

Midipraparation

Die Midiprapraration erfolgte unter Verwendung des Plasmid DNA Purification
NucleoBond®Xtra Midi-Kits von MACHEREY-NAGEL gemaR den Herstellerangaben.
Zunachst wurden 100ml HSG-Selektionsmedium mit dem gewinschten Bakterien-Klon
angeimpft und tber Nacht bei 37°C unter Schutteln (200rpm) inkubiert. Am Folgetag wurden
die Bakterienzellen durch einen Zentrifugationsschritt (5000xg; langer als 10min; 4 °C)
pelletiert. Dieses Zellpellet wurde vollstandig in 8ml Resuspensionspuffer resuspendiert und
durch RNase A, welche in dem Puffer enthalten ist, von stérender RNA befreit. Im n&chsten
Schritt wurden die Bakterienzellen mit 8ml Lysispuffer vorsichtig gemischt und fir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Neutralisation wurden der Suspension 8ml
Neutralisationspuffer zugegeben und invertierend gemischt. Das Lysat wurde durch den
eingesetzten Filter auf die dquilibrierte Sdulenmatrix gegeben. Hierbei bindet die Plasmid-

DNA an die Matrix und wird von Zellresten, prazipitierten Proteinen und genomischer DNA
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getrennt. Nach erneutem Aquilibrieren des Filters und der Séule wurde der Filter entfernt und
die Saule mit 8ml Waschpuffer gewaschen, damit die DNA von allen bakteriellen
Rickstanden befreit werden konnte. Anschliefend wurde die Plasmid-DNA durch 5ml
Elutionspuffer eluiert. Danach wurde 3,5ml Isopropanol zugegeben, grindlich durch vortexen
gemischt und die Plasmid-DNA prazipitiert. Nach einer 30-minutigen Zentrifugation bei
15000xg und 4°C wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das DNA-Pellet mit ca.
20°C-warmem  70%igen  Ethanol (2ml) gewaschen. Nach einem  weiteren
Zentrifugationsschritt (5min; 15000xg; RT) wurde das Ethanol vollstandig entfernt und das
DNA-Pellet bei ca. 20°C getrocknet. Zum Schluss wurde die Plasmid-DNA in 300ul sterilem
bidest H,O geldst und bei 4 °C gelagert.

3.2.3 Photometrische Bestimmung von DNA-Konzentration

Die Konzentration der in sterilem bidest. Wasser tiber Nacht bei 4°C aufgel6sten DNA-Probe
wurde mit Hilfe einer photometrischen Messung mit dem Spektrophotometer Gene Quant
RNA/DNA Calculator (PharmaciaBiotech) bzw. NanoDrop; 1000 Spectrophotometer
(Thermo, SCIENTIFIC) bei einer Wellenlange (A) von 260nm bestimmt. Die Messung wurde
in Kunststoffkiivetten gegen destilliertes Wasser als Nullwert durchgefiihrt. Um die Reinheit
der DNA zu berechnen, wurde die Probe zusétzlich bei A=280nm gemessen. Der Quotient aus
beiden Extinktionen (optische Dichten; OD) von A=260nm und A=280nm dient der
Reinheitsbestimmung der Probe. Dabei weist reine DNA einen OD;,0n280 Quotienten
zwischen 1,8 und 2,0 auf. Ein Wert unter 1,8 spricht flir eine Kontamination der DNA-Probe
mit Proteinen und Werte Uber 2,0 deuten auf eine Verunreinigung mit RNA hin (Lottspeich et
al. 2012).

3.2.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA-Proben wurde von der Firma Seglab (Sequence
Laboratories Gottingen) durchgefihrt. Hierbei wird die Basenabfolge in einem DNA-Molekdl
mit Hilfe von Primern und DNA-Polymerasen bestimmt (Muilhardt 2013). Nach
photometrischer Bestimmung der DNA-Konzentration (s. 3.2.3) wurden 650-700ng der
Plasmid-DNA zusammen mit 2ul (= 20 pmol) der entsprechenden Primer (,,forward*“- oder
,reverse“-Primer) mit sterilem bidest. H,O auf ein Endvolumen von 7ul gebracht und zur
Analyse gegeben. Fur die Sequenzierung von pcDNA3.1"Zeo-PSs wurden die Primer T7 und
BGH verwendet. Da APP695 mit 2088bp ein relativ grofles Gen darstellt, kann seine
Sequenzierung anhand der beiden Primer methodisch bedingt nicht abgedeckt werden. Darum
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wurden zwei weitere Primer entworfen, die die Sequenzierung des mittleren Teils
ermoglichen. Fiir den ,,forward-Primer (APP-For) wurde eine APP-Sequenz nach ca. 500bp
gewihlt, fiir den ,,reverse-Primer* wurde eine APP-Sequenz vor den letzten 500bp gewahlt,
revers umgeschrieben und anschlieend das Kompliment dazu angegeben. Die entworfenen
Primer wurden bei der Sigma-Aldrich, Minchen bestellt. Die Auswertung der
Sequenzanalyse  erfolgte  (ber die online verfligbare = NCBI-Blast-Datenbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) mit Zuhilfenahme von weiteren online verfugbaren Programmen und
Datenbanken (CCDC Database, Revers Compliment, Nucleic Acid to Amino Acid

Translation).

3.2.5 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau diente zum einen dem Uberpriifen, ob die Plasmid-DNA das
gewunschte Insert (PS1 bzw. APP965) besitzt, und zum anderen dem Herausschneiden des
Inserts (APP965) mit dem Ziel es in ein anderes Plasmid einzubauen (ligieren). Beim
Restriktionsverdau wird die DNA in vitro mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen
(Restriktionsenzymen) gespalten. Diese sind urspriinglich bakterielle DNA-Hydrolasen, die in
Bakterien zur Zerstérung von Fremd-DNA dienen. Sie spalten die Phosphodiesterbindungen
doppelstrangiger DNA spezifisch an kurzen, meist palindromischen Sequenzen oder in deren
Né&he, sodass DNA-Fragmente mit entweder ,,klebrigen* (,,sticky*) oder ,,stumpfen (,,blunt®)
Enden entstehen (Milhardt 2013).

In dieser Arbeit wurden zum Herausschneiden von PS1 aus pcDNA3.1'/Zeo die zwei
FastDigest®Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol (10U/ul; Fermentas), die beide ,klebrige*
Enden erzeugen, gemall den Herstellerinformation eingesetzt. Zum Herausschneiden von
APP695 aus pCAX wurden die FastDigest®Restriktionsenzyme Xbal und Notl, und zum
Herausschneiden von APP695 aus pcDNA3.17/Neo die FastDigest®Restriktionsenzyme Xbal
und EcoRI verwendet. Hier sei erwahnt, dass die Insert-Lokalisation von APP695 im Vektor
(pCAX) nicht der vom Hersteller angegebenen Lokalisation (zwischen den Schnittstellen von
EcoRI und Notl) entsprach, sodass zundchst mehrere Verdau-Kombinationen getestet werden
mussten, um die Insert-Lokalisation zwischen den Schnittstellen von Kpnl und EcoRV

eingrenzen zu konnen (s. Anhang 7.3).

Dieser Verdau erfolgte mit 1pug der Plasmid-DNA, 1pul der jeweiligen Restriktionsenzyme und
2ul des 10x FastDigest® Puffers. Dieser Reaktionsansatz wurde mit sterilem bidest H,O auf

ein Endvolumen von 20ul gebracht und dann fiir 7 Min. bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
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wurde den Proben DNA Loading Dy (Stopppuffer) zugefihrt und der Verdau
gelelektophoretisch aufgetrennt und analysiert.

3.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die praparative Trennung und zur Analyse unterschiedlich groRer DNA-Fragmente wurde
die Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Hierbei werden die DNA-Molekile ihrer GroRe
nach aufgetrennt. Dies erfolgt innerhalb eines elektrischen Feldes (10-20 Volt/cm). DNA-
Molekdile sind aufgrund der Zucker-Phosphatgruppen in ihrem Riickgrat bei allen pH-Werten
negativ geladen, weshalb sie durch die Agarose-Gelmatrix in Richtung Anode wandern.
Dabei kdnnen Kkleinere Fragmente sich schneller durch das Gel bewegen als gréRRere, wodurch

die Trennung unterschiedlich groBer DNA-Fragmente erfolgt (Mdilhardt 2013).

Entsprechend der GroRe der zu analysierenden Fragmente wurden 1%ige Agarose-Gele
hergestellt. Die entsprechende Menge an Agarosepulver (1,59) wurde in 1x Tris-Acetat-
EDTA (TAE)-Puffer (150ml) aufgekocht, bis sie vollstandig geldst war. Diese Losung wurde
dann in einen abgedichteten Gelschlitten gegossen, wobei die Probentaschen mit Hilfe eines
Kamms freigehalten wurden. Nachdem die Agarose erstarrt war, wurde das Gel in eine
Elekrophoresekammer (BioRad) gesetzt, mit Elektrophoresepuffer (1x TAE-Puffer) bedeckt
und der Kamm herausgezogen. AnschlieBend wurden die Proben, die in 6x Stopppuffer
aufgenommen wurden, in die Taschen pipettiert. Zur Ermittlung der MolekilgréRe wurde ein
1Kb-Marker (1Kb Plus DNA Ladder von TrackItTM) mitgefuhrt. Im Anschluss an die
Elektrophorese wurde das Gel in eine 0,1%ige Ethidiumbromidlésung fir 10-30 Minuten
gelegt. Die zwischen den Basen der Nukleinsduren interkalierten Ethidiumbromid-Molekiile
wurden anschlieBend durch UV-Licht (254nm) angeregt (Milhardt 2013) und mit Hilfe einer

Kamera die daraus resultierende Fluoreszenz dokumentiert.
3.2.7 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Nach dem Restriktionsverdau von pCAX APP695 mittels Xbal und Notl und der
darauffolgenden gelelektrophoretischen Trennung wurde das gewdhlte DNA-Fragment,
namlich APP695 mit ca. 2088bp unter UV-Licht (254nm) mit einem Skalpell
herausgeschnitten. Dabei ist zu beachten zligig zu arbeiten, da die DNA sonst durch die lange
UV-Bestrahlung beschadigt wird, sodass z.B. Strangbriiche auftreten kénnen oder es zur
Bildung von Basendimeren kommen kann (Mulhardt 2013).
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Die Agarosegelstiickchen wurden dann in ein Reaktionsgefal (1,5 — 2ml) tberfuhrt und per
Differenzwiegung gewogen. Zur Extraktion der DNA aus dem Gelstiickchen wurde das
GeneJET™ Gel Extraction Kit nach den Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde zuerst
zum Gelstuckchen Bindepuffer im Verhaltnis von 1:1 (Volumen/Gewicht) gegeben und fur 10
Min. bei 50-60°C inkubiert. Ab und zu wurde das Gemisch invetrierend gemischt.
AnschlieRend wurde die L6sung in die Reinigungssaule tberfiihrt und fur 1 Min. bei RT und
13000 rpm zentrifugiert. Dadurch wird die DNA an die Membran der Filterkartuschen
gebunden. Dann wurde die Sdule nochmal mit 100ul Bindepuffer gewaschen (1 Min.; RT;
13000 rpm). AnschlieBend wurde die Sdule mit 700ul Waschpuffer gewaschen (1 Min.; RT;
13000 rpm) und flr eine weitere Minute zentrifugiert, um die Reste der Waschlésung von der
Filterkartusche zu entfernen. Im letzten Schritt wurde die Filterkartusche fir die Elution der
DNA in ein neues ReaktionsgefaR (1,5ml) gesteckt, mit Elutionspuffer (50ul) beladen und die
DNA anschlieend durch Zentrifugation (13000 rpm; 1min) eluiert. Die DNA-Konzentration

wurde danach bestimmt (s. 3.2.3).

3.2.8 DNA-Ligation

Nachdem APP695 anhand der Restriktionsenzyme Xbal und Notl aus pCAX
herausgeschnitten wurde, nach der darauffolgenden gelelektrophoretischen Trennung und der
anschlieBenden Extraktion von APP695 aus dem Agarosegel, war das Ziel, APP695 in
pcDNA3.1/Neo als ein geeigneter Expressionsvektor einzubauen (zu ligieren). Daflr wurden
Vektor und Insert im Verhaltnis von 1:3 bzw. 1:5 eingesetzt. Es wurden 100ng Vektor

verwendet und die Insert-Menge anhand der folgenden Formel kalkuliert:

Insert

Vektor (ng)x Insert—Sequenzlange (Kb) )
Vektor

Insert-Menge (ng) = X (Verhaltnis

Vektor—Sequenzlange (Kb)

Zur Reaktionslésung wurden weiterhin T4 DNA Ligase-Puffer und T4 DNA Ligase
zugegeben und das Ganze mit bidest. H,O auf ein Endvolumen von 15ul gebracht.
AnschlieRend wurde der Ansatz bei 4°C uber Nacht inkubiert. Zur Kontrolle wurde das neu
entstehende Konstrukt (pcDNA3.1/Neo—APP695) in XL10-Gold-Zellen amplifiziert,
prapariert und anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.2.5 und 3.2.6), DNA-
Sequenzierung (s. 3.2.4) und Transfektion (s. 3.3.2) analysiert.
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3.3 Zellbiologische Methoden
3.3.1 Kultivierung von Zellen

In der vorliegenden Arbeit kam eine eukaryotische Zelllinie zum Ensatz: Mouse Embryonic
Fibroblasts (MEFs). Diese wachsen in vitro adhdrent und bilden auf dem Boden der
Kulturgefalie einen konfluenten Zellrasen (Monolayer) aus. Die Kultur der Zelllinien erfolgt
in halbsynthetischen Wachstumsmedien. Diese Zellkulturmedien versorgen die Zelle mit allen
wichtigen Nahrstoffen und sind gleichzeitig gepuffert, um den pH-Wert zu regulieren
(Schmitz 2011). Das Wachstumsmedium setzt sich aus DMEM Medium (high-glucose, 4,59/I,
mit L-Glutamine), 10% hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum (engl. fetal calf serum, FCS)
und 1% Antibiotika-Losung (Endkonzentration: 100 U/ml Penicillin G, 100pg/ml
Streptomycin) zusammen. Das Kalberserum versorgt die Zellen mit den notwendigen
Wachstumsfaktoren, Hormonen etc., wéhrend die Antibiotika das Wachstum von bakteriellen
Kontaminationen unterdriicken (Schmitz 2011). Die Zellen wurden in einem Brutschrank mit
einer Temperatur von 37°C, einer 5%igen CO,-Konzentration und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 95% inkubiert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen
Bedingungen an einer sterilen Raumwerkbank durchgefihrt, welche in regelmaRigen
Abstanden mittels einer UV-Lampe bestrahlt und gereinigt wurde. Zudem wurden alle

eingesetzten Materialen zuvor gereinigt und autoklaviert.

Auftauen von Zellen

Um die bei -80 bzw. -120°C gelagerten Zellen zu kultivieren, wurde zunéchst das
entsprechende Kyro-Rohrchen (ca. 2ml kryokonservierte Zellen) ziigig bei 37°C in einem
Wasserbad aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen in vorgewdrmtem Kulturmedium
resuspendiert und in einer T75er-Flasche ausgesdt. Am nachsten Tag, nach Ab- und
Festsetzen der Zellen, wurde der DMSO-haltige Uberstand abgesaugt und neues

Kulturmedium hinzugegeben.

Passagieren von Zellen

Das Passagieren der Zellen erfolgte alle 2 bis 3 Tage. Zunéchst wurde das Wachstum der
Kulturen unter einem Mikroskop bewertet. Waren die Zellen zu etwa 90% konfluent, so
wurden sie passagiert, ansonsten wurde ein Wechsel des Kulturmediums durchgefihrt. Bei
der Passage wurde das alte Kulturmedium abgesaugt, der Zellrasen zweimal mit PBS
gewaschen und im Anschluss wurden die Zellen mit Trypin-EDTA (1x 0.5ml) bei 37°C im
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Brutschrank inkubiert. Durch die Serinprotease Trypsin und den Calcium-Chelator EDTA
werden Peptidbindungen gel6st (Schmitz 2011), sodass sich die Zellen vereinzeln und vom
Boden des Kulturgefalies ablosen. Dies wurde mit einem Lichtmikroskop kontrolliert. Nach
erfolgtem Ablésen wurden die Zellen in neuem Medium resuspendiert und ein Teil
entsprechend ihrer Umsetzrate erneut ausgesat und mit neuem Medium versorgt (z.B. 0.5ml

resuspendierte Zellen in 13ml neuem Medium).

Kryokonservierung von Zellen

Die Lagerung eukaryotischer Zellen erfolgte durch Kryokonservierung bei -80°C fiir einen
Zeitraum von bis zu einem Jahr oder in flissigem Stickstoff bei langeren Lagerzeiten.
Zunéchst wurden die konfluenten Zellen mit Trypsin-EDTA (1x) vom Kulturgefal? gel6st und
in neuem Medium resuspendiert. Wahrend ein Teil der Zellen in Kultur verblieb, wurde der
andere Teil bei 300xg und 20°C fur 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml Einfriermedium, bestehend aus 50% DMEM,
40% FCS und 10% DMSO, aufgenommen und auf Kryoréhrchen verteilt. Nach einer
einstundiger Lagerung in einer mit Isopropanol befullten Einfrierbox, in der die Zellen
langsam auf -80°C abkiihlen konnten, wurden sie weiterhin bei -80°C gelagert oder in einen
Stickstofftank uberfihrt.

Zellzdhlung kultivierter Zellen

Die Zellzahlung dient dem Ausgleich verschiedener Proben beim Initiieren einer
Transfektion, Proteinisolierung bzw. immunofluorenten Markierung. Die Bestimmung der
Zellzahl aus einer Zellsuspension erfolgte mittels einer Neubauer-Z&hlkammer. Zundchst
wurde die Zahlkammer grindlich mit 70%igem Ethanol gereinigt. Auf die angefeuchteten
Stege wurde das Deckglaschen gepresst, bis Newtonringe erkennbar waren. Mit Hilfe einer
Pipette wurden 20ul der Zellsuspension aufgebracht. Dann wurden unter dem Lichtmikroskop
die Zellzahl von vier GroRquadraten (jeweils aus 16 Quadraten bestehend) bestimmt und der
Mittelwert gebildet. Die Multiplikation dieses Mittelwertes mit dem Faktor 10* sowie dem

Verdinnungsfaktor ergibt die Zellzahl pro ml.

3.3.2 Transfektion (Lipofektion)

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in Form eines Plasmids in
eine eukaryotische Zelle (Mulhardt 2013). Die Transfektion von MEFs erfolgte mit dem
Transfektions-Kit Lipofectamine™ 2000 (LFA, Inviatrogen) nach den Angaben des
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Herstellers. Hierzu wurde am Vortag die gleiche Menge an Zellen von allen Proben in 60mm-
Zellkulturschalen ausplattiert. Dieser Schritt dient dazu, am Folgetag Kulturen in der fir die
Transfektion optimalen Dichte (80-90%) zu erhalten. Unmittelbar vor der Transfektion
wurden 8ug der Plasmid-DNA in serumfreien Medium (Opti-MEM®) auf ein Endvolumen
von 500ul verdiinnt und vermischt. Parallel dazu wurden auch 20ul LipofectamineTM 2000
mit Opti-MEM auf ein Endvolumen von 500ul gebracht. Beide Ansdtze wurden bei
Raumtemperatur fur 5 Min. inkubiert und anschliefend zusammengebracht und fur weitere 20
Min. bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurde das Wachstumsmedium der Zellen
gegen ein Antibiotika-freies Medium ausgetauscht. Anschlielend wurde das Gemisch (1ml)
tropfenweise auf die ausplattierten, konfluenten Zellen gegeben und bei 37°C inkubiert. Nach
ca. 5 Stunden wurde das Antibiotika-freie Medium mit dem Transfektionsansatz abgesaugt,
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dazu ein vorgewéarmtes Vollmedium gegeben. Im

letzten Schritt wurden die transfizierten Zellen bei 37°C und 5% CO» inkubiert.
3.3.3 Transfektion (Elektroporation)

Die Elektroporation ist eine weitere Methode, um Fremd-DNA in eukaryotische Zellen
einzubringen. Hierbei wird die Zellmembran mittels eines elektrischen Pulses voriibergehend
permeabel gemacht, sodass die Zellen Fremd-DNA in Form von Plasmid aufnehmen kénnen.
Um MEFs zu transfizieren wurde Gene Pulser® Transfection Apaparatus von Bio-Rad

entsprechend dem Hersteller-Protokoll verwendet.

Im ersten Schritt wurde am Vortag die gleiche Menge an Zellen von allen Proben in T75-
Zellkulturflaschen ausplattiert. Dieser Schritt dient dazu, am Folgetag Kulturen in der fur die
Transfektion optimalen Dichte (80-90%) zu erhalten. Am néchsten Tag wurden die Zellen
beurteilt, das Medium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,5 Trypsin-EDTA vom Kulturgefal3 gelost und in 4,5ml
Antibiotika-freies Medium resuspendiert. Durch langsames auf- und abpipettieren wurden die
Zellen vereinzelt und in ein steriles 15ml-Rohrchen tberfuhrt. Die Zellen wurden dann bei
Raumtemperatur und 300xg fiir 5 Min. zentrifugiert, der Uberstand wurde abgesaugt und
verworfen und das Zellsediment in 2ml PBS resuspendiert. Um die richtige und gleiche
Menge an Zellen einzusetzen, was fir die Transfektionseffizienz entscheidend ist, wurden die
Zellen mithilfe der Neubauer-Zahlkammer gezédhlt. Das Volumen an Zellen mit der
entsprechenden Zellzahl (1 x 10° Zellen) wurde in 2ml-Rohrchen tberfiihrt und bei 900xg fiir
5 Min. zentrifugiert, der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen und das Zellsediment in
1ml Antibiotika-freies Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden 20ug der DNA-L6Asung
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zur Zellsuspension gegeben. Nach 10 Min. Inkubationszeit im Eis wurden 600ul des Ansatzes
in eine 0,4 Elektroporations-Kuvette Uberfuhrt, die Kiivette in die Elektroporationskammer
gesteckt und ein elektrischer Puls von 960uF und 220 V abgegeben. Die elektroporierten
Zellen wurden dann in 2ml-Réhrchen Gberfihrt, vorsichtig gemischt und fur 10 Min. im Eis
inkubiert. SchlieBlich wurden die transfizierten Zellen in 6-Well-Platten mit Antibiotika-
freiem, vorgewdarmten Medium dberfuhrt und durch Schwenken verteilt. Um den Zellen die
Zeit und Bedingungen flr das Wachstum und die Proteinexpression zu geben, wurden die
transfizierten Zellen bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

3.3.4 Zellernte

Die Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion geerntet. Hierzu wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und, da die Zellernte mit der Zelllyse und Proteinaufreinigung sofort
fortgesetzt wurde, in RIPA-Puffer mit Protease-Inhibitoren und ggf. Phosphatase-Inhibitoren
versetzt. Anschliefend wurden die Zellen mit dem Lyse-Puffer mittels eines Zellschabers
abgeschabt, in 1,5ml-R6hrchen Gberflhrt und auf Eis gestellt. (Flr die weitere Beschreibung

der Zelllyse und Proteinaufreinigung s. 3.4.1)
3.4 Proteinbiochemische Methoden
3.4.1 Proteinaufreinigung aus Zelllysaten

Nachdem die transfizierten Zellen, ob transient oder stabil, fir mindestens 24 Stunden bei
37°C und 25% CO, inkubiert wurden — dabei hatten sie die Mdglichkeit zu wachsen und die
Zielproteine zu synthetisieren —, wurden sie zundchst zweimal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde jede Probe (z.B. 60mm-Schale) mit kaltem, ionischem Lysepuffer
(RIPA, 100ul) beschichtet, welchem Protease-Inhibitor und ggf. Phosphatase-Inhibitor frisch
zugegeben wurde. Im néchsten Schritt wurden die Zellen mit dem Lysepuffer mit einem
Zellschaber abgeschabt und in ein 1,5ml-Réhrchen Gberfihrt. Nach 20 mindtiger Inkubation
auf Eis (ca. 4 °C) und gelegentlichem Vortexen und starkem Mischen wurden die Proben bei
13000rpm und 4 °C fiir 10 Min. zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die Zellproteine enthalt,
wurde dann in ein neues 1,5ml-Roéhrchen dberfihrt und entweder fur die  SDS-

Gelelektrophorese vorbereitet oder fir den weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.
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3.4.2 Immunoprazipitation

Bei der Immunoprézipitation (IP) wird ein bestimmtes Antigen mit Hilfe eines spezifischen
Antikorpers aus der Vielzahl von Antigenen einer Losung isoliert (Rehm and Letzel, 2009). In
einem zweiten Schritt werden die Protein-Antikorper-Komplexe, z.B. mit Protein-G-
Sepharose-Beads aus der Losung prazipitiert. Dabei bindet das Protein-G, ein
Zellwandbestandteil aus Streptococcus sp., spezifisch an den Fc-Teil der Antikorper (Rehm
and Letzel 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Immunoprézipitation zur Isolation vom gesheddeten
Prionprotein (shed PrP®, s. Abb. 1.12 und 4.5.2) aus Zellkulturiiberstanden verwendet. Nach
16-stundiger Inkubation wurde der Zellkulturiiberstand in ein 15ml-Réhrchen aufgenommen
und dazu eine Tablette Protease-Inhibitor-Cocktail und 100ul PMSF gegeben. AnschlieRend
wurde der Ansatz bei 3000xg und 4 °C fiir 5 Min. zentrifugiert, um abgestorbene Zellen und
Zellresten zu beseitigen. Um einerseits die Proben zu konzentrieren und andererseits sie
gegeneinander auszugleichen — die verschiedenen Zellproben wachsen unterschiedlich schnell
und synthetisieren dementsprechend unterschiedliche Mengen desselben Proteins —, wurden
die verschiedenen Proben nach dem Bradford-Ergebnis von den entsprechenden Zelllysaten
mit dem Lysepuffer (RIPA mit Protease-Inhibitor) ausgeglichen und auf ein Endvolumen von
5000ul gebracht. Anschliefen wurden die resultierenden Volumina mit dem nun gleichen
Proteingehalt in ein Amicon ultra centrifugal filter 3kD MWCO uberfuhrt und bei 5000xg und
4 °C so weit zentrifugiert, dass ein Volumen von 625ul zuriickbleibt (das entspricht einer 8-
fachen Konzentrierung), die abzentrifugierte Losung wird verworfen. 500ul des
konzentrierten Uberstands wurden dann in ein 1,5ml-Tube iiberfiihrt und dazu 1,5ul des PrP®-
spezifischen Antikdérpers (POMZ2) in der vom Hersteller fir IP vorgeschlagenen Verdiinnung
gegeben. Die Proben wurden dann fiir 16 Stunden bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler

inkubiert.

Danach wurden zunéchst die Protein-G-Sepharose-Beads (Protein G Sepharose™ 4 Fast
Flow; GE Healthcare) dreimal mit RIPA-PI-Puffer (RIPA-Puffer mit Protease-Inhibitor (P1))
gewaschen und anschlielend in einem 50:50 Verhaltnis in RIPA-PI-Puffer aufgenommen.
Von dieser Suspension wurden 50ul zu jeder Probe gegeben und fiir 60 Minuten bei 4°C auf
einem Uberkopfschiittler inkubiert. Nach kurzem, vorsichtigem (30 sec., 4°C, 2500xg)
Zentrifugieren der Protein-G-Sepharose-Beads wurde der Uberstand vorsichtig abgezogen
und die Beads viermal mit RIPA-PI-Puffer gewaschen. SchlieRlich wurden die Beads in 2x

Wiltfang-Proben-Puffer (mit 50mM DTT) aufgenommen, vorsichtig gemischt und fur 10
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Minuten bei 95°C erhitzt, wobei sich die gebundenen Proteine von den Protein-G-Sepharose-
Beads ablosen. Nach funfmin(tiger Zentrifugation bei 10.000xg zum Pelletieren der Beads
wurde der Uberstand direkt auf ein SDS-Gel zur anschlieRenden Elektrophorese aufgetragen

bzw. bei -20 T flr den weiteren Gebrauch gelagert.

3.4.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Nach der Zelllyse wurde die Gesamtproteinmenge des Zelllysats mit Hilfe des Protein Assay
Kits nach der Methode von Bradford entsprechend den Angaben des Herstellers Bio-Rad
bestimmt. Hierzu wurde 1ul des Zelllysats mit 9ul bidesH,O versetzt und als Standard
bidesH,O und BSA (1:1, Endvolumen 10ul) in absteigender Konzentration (2; 1,5; 1; 0,5;
0,25ug) eingesetzt, eine Probe von 10ul bidesH,O diente als Leerwert. Im Anschluss wurden
200ul Bradford-Reagenz dazu gegeben und fur 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert.
SchlieBlich wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 595nm in einem
Spectrophotometer Typ Ultrospec 3000 (Amersham Biosciences, Freiburg) fotometrisch
bestimmt. Die Proteinkonzentration konnte anschliefend anhand einer Eichkurve aus den
definierten BSA-Konzentrationen ermittelt werden. Es wurden in der Regel

Proteinkonzentrationen von 1-10 ug/ul gemessen.
3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) lassen sich
Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer Molmasse in einem elektrischen Feld
auftrennen (Laemmli 1970). In der vorliegenden Arbeit wurde die Technik der SDS-PAGE
nach Laemmli zur Detektion von Proteinen und Proteinfragmenten aus Zelllysaten verwendet.
Zum Einsatz kamen sowohl Novex® Tris-Glycin Gele (SDS-PAGE), Novex® Tricin-Gele als
auch NUPAGE® Novex® Bis-Tris Gele (SDS-PAGE), sie wurden nach den Angeben des
Herstellers (Inviatrogen, Darmstadt) verwendet, wobei die einfachen Gele selber nach den
oben unter "Materialien” erwéhnten Rezepten hergestellt wurden, wahrend die Gradientengele

fertig bestellt wurden.

Zunéchst wurden die gewunschten Volumina und Konzentrationen von den Proben
entsprechend den durch Bradford ermittelten Konzentrationen hergestellt. Hierfir wurde
einem bestimmten VVolumen einer Probe das geeignete Probenpuffer-VVolumen zugegeben und
es wurde mit bidesH,O auf das Endvolumen gebracht. AnschlieBend wurden die Proben je
nach Protokoll bei 70-95 C fur 5-10 Min. erhitzt und somit denaturiert.
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Bei der Herstellung von Gelen werden als letztes die Reagenzien APS (Ammoniumpersulfat)
und TEMED (N,N,N°,N""-Tetramethylethylendiamin) zugegeben. Hierdurch wird der Start
der Polymerisation des Acrylamids initiiert. Es entsteht eine starre, netzartige Gelmatrix, die
fur die Proteine verschiedener Massen einen unterschiedlichen Widerstand darstellt und somit
deren Auftrennung gewéhrleistet. Unmittelbar nach der Zugabe von APS und TEMED wurde
die Trenngellosung zwischen zwei Glasplatten gegossen, die zuvor mit Ethanol gereinigt und
in einer GielRapparatur fixiert wurden. Um eine ebene Oberflache zu erhalten, wurde das
Trenngel mit Isopropanol beschichtet. Nach vollendeter Polymerisation wurde das
Isopropanol wieder entfernt und das Sammelgel, nach Zugabe von APS und TEMED, auf das
Trenngel gegossen, wobei die Probentaschen mit einem Kunststoffkamm freigehalten wurden.
Nach der Polymerisation wurden die Gele in die ,,Mini PROTEAN® Tetra Cell“-Kammer von
BioRad eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1x E-Puffer (Elektrophorese-Puffer) befullt.
Anschlieend wurde der Kamm vorsichtig aus dem Sammelgel entfernt und die Proben (45ul)
sowie Sul eines Markers (PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Fermentas) zur
Ermittlung der molaren Masse aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei
der vom Hersteller vorgeschlagenen Spannung und Stromstarke. Die Elektrophorese wurde
beendet, sobald die gewinschte Trennung erreicht wurde bzw. sich die unterste Bande des

Markers am unteren Rand des Gels befand.

3.45 Western-Blot

Die in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden durch das
Nassblot-Verfahren (nach Rehm and Letzel 2009) mit Hilfe elektrischer Spannung auf eine
Nitrozellulose- bzw. PVDF-Membran transferiert. Diese PVDF-Membran wurde zuvor in
Methanol aktiviert und im Anschluss durch 1x Wet-Blot-Puffer dquilibriert. Desweiteren
wurden zwei pordse Schwamme und zwei Whatmanpaper kurz in 1x Wet-Blot-Puffer
aquilibriert. Das Polyacrylamid-Gel wurde zusammen mit der Membran, den pordsen
Schwdmmen und den Whatmanpapern in eine vertikale, mit 1x Wet-Blot-Puffer beftllte
Blotkammer von BioRad gegeben. Abb. 3.1 zeigt den genauen Auffbau des Blots. Der
Proteintransfer erfolgte anschliefend unter kontinuierlichem Kihlen der Apparatur bei
konstantem Stromfluss. Die Blot-Zeit, das Blot-Puffer sowie die Stromstérke variieren je nach

dem verwendeten Gel.
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Abb. 3.1 Schematische Darstellung eines Western-Blots

3.4.6 Immundetektion von Proteinen

Die Membranen des Western-Blots wurden zundchst fir mindestens eine Stunde in einem
5%igen Blockingpuffer (Magermilchpulver in 1x TBST) zur Absattigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen inkubiert. AnschlieBend wurde der in Blockingpuffer verdiinnte
Priméarantikorper, der spezifisch an das zu detektierende Antigen bindet, tber Nacht
zugegeben. Die Membranen wurden danach zur Entfernung von nicht gebundenen
Antikorpern dreimal fir jeweils 15 Minuten, in Blockingpuffer gewaschen und eine weitere
Stunde mit dem jeweiligen Sekundarantikdrper, der in Blockingpuffer verdiunnt wurde,
inkubiert. Nach erneutem sechsmaligem Waschen in 1XTBST fiir jeweils 5 Minuten, erfolgte
die Detektion der Proteinbanden mittels Chemiluminescence (Enhanced Chemiluminescence;
ECL) (nach Rehm and Letzel 2009) bzw. ,SuperSignal® West Femto Kit (Thermo
SCIENTIFIC) und mit Hilfe des Belichtungs-Gerétes Chemidoc und der Software ,,Quantity
One* (beides von BioRad).

3.5 Spektroskopische Methoden
3.5.1 Hellfeldmikroskopie

Die Hellfeldmikroskopie erfolgte mit dem Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon, Melville, USA)
in unterschiedlicher VergrofRerung und diente der Zellbeurteilung und Zellzahlung.

3.5.2 Immunofluoreszenzfarbung

Die Immunofluoreszenzfarbung diente der Darstellung von Prasenilin-1 und 2 sowie
Prionprotein in permeabilisierten und unpermeabilisierten Zellen, um mogliche Verénderung
in der Prionprotein-Expression und -Lokalisation in Abhangigkeit von den Prasenilinen

aufzudecken. Bei der indirekten Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zielproteine (PS1,
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PS2, PrP) in den Zellen zuerst mit primaren spezifischen Antikérpern markiert und dann mit
sekundéren fluoreszenz-markierten Antikorpern sichtbar gemacht. Zusétzlich wurden die
Zellkerne, zur besseren Orientierung beim spateren Mikroskopieren, mit DAPI gegengefarbt.

Zunachst wurden die verschiedenen Zellen in unterschiedlichen Verdiinnungen in 12-Well-
Platten auf mehreren Deckgléschen (@ 10mm) ausgesét. Dies diente dazu, am Folgetag die fur
die Immunfluoreszenzfarbung bendtigte Deckglédschen mit der optimalen Dichte an Zellen
(30-60%) zu erhalten. Die Markierung des Prionproteins erfolgte zum einen an
unpermeabilisierten Zellen, um allein die Proteinmolekiile an der Zelloberflache darzustellen
und zum anderen an permeabilisierten Zellen, um die Gesamtmenge an Prionprotein in der
Zelle zu zeigen. Die unpermeabilisierten Zellen wurden zundchst mit dem priméren
Antikorper, dann mit dem sekunddren Antikorper inkubiert und erst dann fixiert, um die
potentielle Permeabilisierung durch die Fixierung zu umgehen. Das weitere VVorgehen bei

beiden Probenreihen ist identisch.

Die am Deckgléschen haftenden Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschlie3end
mit 4%iger Paraformaldehyd-L6ésung (PFA) bei Raumtemperatur fir 20 Minuten fixiert und
dann zweimal mit PBS gewaschen. Um die weitere toxische Wirkung von PFA zu beheben
wurden die Zellen fur weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,1M Glycin inkubiert und
anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Die zu permeabilisierende Zellreihe wurde dann
fir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,2%igem Triton-X100 behandelt und zweimal mit
PBS gewaschen. Alle folgenden Schritte erfolgten in einer vor Lichteinfall geschutzten,
feuchten Kammer bei ca. 20°C. Zuerst wurden die Zellen zur Blockierung unspezifischer
Protein-Bindungsstellen in 50ul Eselserum (1:50 in 1x PBS) fir 20 Minuten inkubiert und
anschlieBend mit der Erstantikorperlosung (1:500/200/100 in 1x PBS) fiir eine Stunde bei 4°C
behandelt. Nachdem die Deckglaschen fir 15 Minuten unter langsamen Schitteln in 1x PBS
gewaschen wurden, wurde der zweite, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikorper (1:500 in
1x PBS) auf die Zellen gegeben. Es folgte ein weiterer Waschschritt der Deckglaschen mit 1x
PBS fur 10-30 Minuten auf dem Schuttler. Im Anschluss wurden die Zellen mit in 1x PBS
verdiinntem DAPI (4°,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid) (1:20000) inkubiert. DAPI
ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der zur Zellkernfarbung dient. Zum Schluss wurden die
Deckgléschen kurz in dest. H,O getaucht, auf einem Papiertuch abgetropft und in Mounting-
Losung (Fluoromount G) auf einen Objekttrager eingebettet. Nach dem Aushédrten wurden die
Praparate im Dunkeln bei 4 C gelagert. Zum Schluss konnten die Zellen mit dem Mikroskop
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Zeiss Axiovert 200M, dessen Kamera ApoTome und der Software Axiovision 4.7 ausgewertet

und Bilder aufgenommen werden.
3.6 Statistische Tests

Die statistische Bearbeitung und Auswertung von Western-Blots erfolgte mit Quantity One,
Excel Microsoft 2007 und GraphPad Prism 5. Zunédchst wurden die durch die Immundetektion
leuchtenden Proteinbanden mit Quantity One quantifiziert, anschlieend wurde der
Hintergrund davon abgezogen. Mithilfe von Excel Microsoft 2007 wurden im Anschluss die
Proteinbanden gegen Aktin normalisiert und mit dem Wildtyp, welcher den Wert 1 darstellt,
verglichen. Mit GraphPad Prism 5 wurden die Mittelwerte aus einer Versuchsreihe ermittelt
und ein ,,Paired t test” der jeweiligen Probe gegen den Wildtyp mit einem Konfidenzintervall
von 95% durchgefuhrt. Die statistische Signifikanz wurde mit dem P-Wert ausgedriickt,
wobei p < 0,05 mit (*), p <0,01 mit (**) und p < 0,001 mit (***) symbolisiert wurde.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Herstellung der Plasmide zur Zelltransfektion

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die fir die Zelltransfektion notwendigen
Plasmide hergestellt. Die kodierenden Sequenzen des Wildtyp-Prasenilin-1 sowie die der
PS1E280A und PS1A9 Mutationen (s. 1.2.5) lagen bereits jeweils im Expressionsvektor
pcDNA3.1"/Zeo, zwischen den Schnittstellen EcoRI und Xhol in 3" 5 Richtung (s.
Anhang 7.1), vor. Diese Konstrukte wurden freundlicherweise von Herrn Alvaro Andres
Barrera Ocampo zur Verfugung gestellt, sie wurden mit Hilfe einer Transformation im
Ultrakompetenten Bakterienstamm XL10-Gold® amplifiziert (s. 3.2.1) und anschlieBend mit
Hilfe einer Mini- bzw. Midipréparation (s. 3.2.2) gewonnen. Nachdem die Menge der
gewonnenen Plasmid-DNA photometrisch bestimmt wurde (s. 3.2.3), wurde der Erfolg der
Transformation sowie der der Préparation in dreifacher Weise kontrolliert: erstens durch einen
Restriktionsverdau und anschlieBende Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.2.5 und 3.2.6),
zweitens durch eine DNA-Sequenzierung (s. 3.2.4) und drittens durch eine Zelltransfektion (s.
3.3.2) mit anschliefendem Western Blot und Immundetektion der exprimierten Praseniline (s.
3.4). Die Ergebnisse sind in der Abb. 4.1 dargestellt.
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Abb. 4.1 Agarose-Gelelektrophorese und Western Blot Analyse zum Nachweis von Prasenilin-1

(A) Nach der DNA-Préparation und der photometrischen Konzentrationsbestimmung wurde ein
Restriktionsverdau nach dem in der Abbildung (A) dargestellten Schema vorgenommen. Als Kontrolle
wurde sowohl ein verdauter (verd) als auch ein unverdauter (unverd) Leervektor (LV) aufgetragen.
Gefolgt wurde die Kontrolle von einem PS1-WT und zwei PS1-Mutationen (E280A und A9). Fiir den
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DNA-Verdau wurden die Restriktionsenzyme EcoRl und Xhol verwendet. (B) Durch eine
Transfektion der Zelllinie MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) mit den gewonnenen Konstrukten
und die anschlieBende Western Blot Analyse wurde Prasenilin-1 mit dem Antikorper (MAB5232)
detektiert. Als Kontrolle dienen der WT (PSl/2+’+), die untransfizierten PS1- und PS2-Knockout
Zellen (PS1/2™) und die mit einem Leervektor (LV = pcDNA3.1*/Zeo) transfizierten Zellen (MEFs).

Mit einer Lange von ca. 5,0 Kb zeigt sich das ungeschnittene Plasmid pcDNA3.1*/Zeo, das
bedingt durch die Linearisierung eine klrzere Strecke wandert, wie es auf der zweiten Spalte
von links zu sehen ist (Abb. 4.1A). Das PS1-WT enthaltene Plasmid mit einer L&nge von ca.
6,4 Kb (Plasmid 5,0 Kb und PS1 ca. 1,4 Kb) wandert demensprechend hoher als der LV.
Nachdem die PS1-Sequenz aus dem Plasmid mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol
ausgeschnitten wurde, befindet sie sich der Fragmentlange entsprechend auf der Hohe von ca.
1400 bp, ahnlich verhélt sich das an der Position 280 mutierte PS1. Anders als diese beiden ist
PS1A9 durch eine verkiirzte Fragmentldnge charakterisiert, da es sich hierbei um eine

Deletion von Exon 9 handelt.

Zudem wurden die erhaltenen Konstrukte in die Zelllinie MEF transfiziert. Im Anschluss an
die Zellernte, Proteinaufreinigung und die Bestimmung der Proteinkonzentration (s. 3.3.4,
3.4.1und 3.4.3) erfolgte eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese sowie eine Western Blot
Analyse (s. 3.4.4 und 3.4.5) mit anschlieBender Immundetektion des Prasenilin-1 mit Hilfe des
Antikorpers (MAB5323) (s. 3.4.6). Da der Antikorper MAB5323 an der zytosolischen
Schleife des Prasenilin-1 bindet, ist er in der Lage sowohl das gesamte PS1 (FL) als auch das
C-terminale Fragment (CTF) zu erkennen (s. 1.2.5). Dies wird in der Abb. 4.1B bei den
Proben PS1/2"*, PSTWT und PS1280A demonstriert. Da die Deletion des Exon 9 bei PS1A9
zum Verlust der Proteolyse-Stelle fuhrt, kommt es folglich zu keiner Bildung von C- und N-
terminalen Fragmenten. Dies stellt sich in der Abb. 4.1B durch das fehlende CTF und die
tiefer laufende PS1A9-FL-Bande dar.

AuRerdem wurden die Préasenilin-1-Sequenzen (PS1WT, PS1E280A, PS1A9) bei der Firma
Seqglab (Sequence Laboratories Gottingen) sequenziert, die dazu benétigten Primer wurden
bei der Firma Sigma-Aldrich bestellt (s. 3.2.4). Die Sequenzierungsergebnisse sind im
Anhang (7.2) dargestellt.
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4.2 Austestung von Antikérpern gegen Prasenilin-1

Um die durch den Western Blot nach erfolgter SDS-Elektrophorese gewonnenen PS1-Banden
identifizieren zu kdnnen, wurden verschiedene Antikdrper von verschiedenen Herstellern auf
ihre Fahigkeit getestet, sowohl die unterschiedlichen PS1-Fragmente als auch das mutierte
PS1 zu binden und optimal darzustellen. Die Abb. 4.2 zeigt einen Vergleich der getesteten
Antikoper. (Fur mehr Details tber die Antikorper s. 3.1.1.5.)
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Abb. 4.2 Austestung von Antikdrpern gegen PS1

Hierflr wurden verschiedene Antikorper gegen PS1 getestet. Es wurde jeweils eine mit PSIWT
transfizierte Probe mit einer PS1/27-Probe, teilweise zusatzlich mit einer LV transfizierten Probe,
verglichen. Zudem wurde PS1A9 mit dem Antikérper MAB5323 detektiert.

In einer Zelle befindet sich Prasenilin in drei Formen (s. 1.2.5), als unreifes, d.h.
unprozessiertes Holoprotein (full-length-PS) von ca. 52 kDa, und in Form von zweli
Fragmenten, die durch eine proteolytische Spaltung entstehen, ein ca. 30 kDa grof’es NTF und
ein ca. 20 kDa groRes CTF. Wahrend die Antikorper (ab71181, ab15456 und SC80297) das
PS1FL und PSINTF und die Antikorper (#3622S und MAB5323) das PS1FL und PS1CTF
erkennen sollten, stellten sich anfangs zwei Schwierigkeiten herraus; zum einen erschwerten
bei manchen Antikorpern die unspezifischen Banden die Beurteilung von PS1-Banden und
zum anderen waren einige Antikorper nicht in der Lage, PS1A9 (hier nicht dargestellt) zu
binden, was vermutlich durch eine Deletions-bedingte Konformationsanderung zustande kam,
die das Protein dem Antikorper unzugéanglich machte. Dennoch konnte man eine optimale
Darstellung von PS1FL, PS1CTF sowie PS1A9 durch den Antikoérper MAB5323 feststellen,

weshalb dieser in den weiteren Experimenten bevorzugt zum Einsatz kam.
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4.3 Optimierung der Transfektionsbedingungen

Fir die Transfektion von MEFs mit den Konstrukten (PSIWT, PS1E280A und PS1A9)
wurden zwei verschiedene Ansédtze im Vergleich getestet und an unterschiedlichen
Parametern geandert, um die geeignete Methode und die optimalen Bedingungen fir die
Transfektion zu schaffen. Die zwei géngigen Transfektionsmethoden, ndmlich die Lipofektion
und die Elektroporation (s. 3.3.2 und 3.3.3), wurden tberprift und miteinander verglichen.
AnschlieBend wurden Parameter, wie z.B. das Plasmid-Lipofectamine-Verhéltnis, das
Plasmid-Zellen-Verhaltnis, die Transfektionszeit, die Pulsstarke etc. (hier nur teilweise
dargestellt) so systematisch veréndert, dass man die optimalen Transfektionsbedingungen fir
eine maximale Effizienz erhielt.
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Abb. 4.3 Optimierung der Transfektionsbedingungen

(A) Vergleich zwischen der Elektroporation (EP) und Lipofektion (LF), wobei die Konstrukte
(PSIWT, PS1E280A und PS1A9) jeweils durch EP und LF in die MEFs transfiziert wurden. Als
Kontrolle wurde ein Leervektor (LV) ebenfalls transfiziert. Die Prasenilin-Fragmente wurden mit dem
Antikorper (#3622S) detektiert. (B) Bei der Lipofektion wurden verschiedene Plasmid-Lipofectamine-
Verhéltnisse (1:2,5 ; 1:5 und 1:0,5) getestet und die Transfektionseffizienz mittels Western Blot und
Immundetektion mit dem Antikdrper (#3622S) Ubergepriift.

Abb. 4.3A zeigt, dass die Lipofektion in der Effizienz der Elektroporation tberlegen ist,
weshalb die Lipofekion im weiteren Verlauf als Standardmethode eingesetzt wurde. Unter
Berticksichtigung der Tatsache, dass zu wenig Lipofectamine die Transfektionseffizienz senkt
und zu viel davon toxisch auf die Zellen wirkt, wurden flr die Lipofektion unterschiedliche
Plasmid-Lipofectamine-Verhéltnisse geprift. In der Abb. 4.3B sind PSIWT und PS1A9 von
dieser Variation betroffen. Als Ergebnis ist festzustellen, dass ein Plasmid-Lipofectamine-
Verhaltnis von 1:0,5 weniger effektiv als die beiden gleichwertigen Verhaltnisse (1:2,5 und
1:5) ist. Deshalb wurde in den weiteren Experimenten das Verhaltnis 1:2,5 verwendet, was

aulerdem mit den Literaturangaben {iibereinstimmt. Dass PS1A9 sowohl beim EP-LF-

Vergleich als auch bei der Verhaltnistestung nicht detektierbar ist, liegt mdglicherweise an
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dem oben (s. 4.2) beschriebenen Mechanismus, namlich die Unzugénglichkeit des Prasenilins

fur den Antikorper (#3622S) durch eine Deletions-bedingte Konformationsénderung.
4.4 Analyse der Transfektionseffizienz

Fur die Bearbeitung der zentralen Frage der vorliegenden Arbeit, namlich der Einfluss von
Prasenilinen bzw. Prasenilin-Mutationen auf die Expression des Prionproteins (PrP®), wurden
unter anderem drei Western Blot-Experimentreihen durchgefiihrt. Die chronologische Folge
dieser Experimentreihen war einerseits durch technische Bedingungen und andererseits durch
neu aufgetretene Fragen bestimmt. Zusammenfassend wollte man dadurch folgende Ziele

verfolgen:

- Die Abklarung des PSIWT-Einflusses auf die PrPC-Expression durch die Transfektion
von PS1/27-Zellen (MEFs) mit dem humanen PSIWT im Vergleich mit den WT-
Zellen (PS1/2*") und den zweifach Knockout-Zellen (PS1/2™).

- Uberpriifen der Wirkung von zwei exemplarischen PS1-Mutationen, PS1E280A und
PS1A9, auf die Expression von PrP® im Vergleich zum WT.

- Untersuchung der PS2-Rolle sowie der exemplarischen PS2-Mutation, PS2N141l, im
Vergleich zu PS1-WT und PS1-Mutationen. Dabei werden neue Studien in Betracht
gezogen, die im Gegensatz zur friheren Vermutung einen gewissen
Funktionsunterschied zwischen PS1 und PS2 unterstreichen (vgl. 1.2.5).

- Untersuchung des Einflusses von PSIWT und PS2WT separat und dann gemeinsam
im Vergleich zu den Kontrollen (PS1/2*"*, PS1/2™7).
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Abb. 4.4 Analyse der Transfektionseffizienz in der Western Blot Analyse

(A) Die Konstrukte (LV, PSIWT, PS1E280A und PS1A9) wurden in PS1/2-knockout-Zellen (MEFs)
transient transfiziert. Nach der Proteinisolierung und dem anschliefenden Western Blot wurde PS1
durch den Antikorper (MAB5323) detektiert, wobei das Holoprotein (PS1FL) und CTF nachgewiesen
wurden. (B) Die stabil transfizierten Zellen wurden lysiert, die Proteine aufgereinigt und in einer SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt, durch das Blotten und die Immundetektion wurden die zu den
transfizierten Sequenzen gehdrenden, exprimierten Proteine (PSIWT, PSI1E280A, PS1A9, PS2WT,
PS2N1411I) dargestellt. (C) Wahrend Zellproben, die mit PSIWT bzw. PS2WT stabil transfiziert sind,
zur Verfligung standen, wurden die mit PS2WT stabil transfizierten Zellen mit PSIWT-Konstrukt
transient transfiziert, um einen Kotransfektionszustand zu erreichen, der sich mit den anderen Proben
vergleichen I&sst.

Die ersten zwei Ziele wurden sowohl durch eine transiente Transfektion als auch durch eine
stabile Transfektion von jeweils einer Zellreihe desselben Zellmodells (MEFs) verfolgt. In der
zweiten Experimentreihe, die der stabil transfizierten MEFs, wurde zusétzlich der dritte Punkt
untersucht. Die dritte Experimentreihe diente dazu, den vierten Punkt zu ermitteln. Durch den
Wiederholungseffekt in den drei Experimentreihen soll eine bessere Vergleichbarkeit sowie
eine hohere Sicherheit der Ergebnisse gewahrleistet werden. Zur Verfligung wurde die erste
Zellreihe freundlicherweise von AG Paul Saftig, Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel, und die stabil transfizierte Zellreihe von AG Bart De Strooper, Center for
Human Genetics, Vlaams Institut voor Biotechnologie (VIB), Katholieke Universiteit Leuven,

Belgien. In der Abb. 4.4 sind die drei Experimentreihen demonstieret. Wie angezeigt konnten
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die Proteine der transfizierten Konstrukte dargestellt werden, was den Erfolg der Transfektion
bestatigt und den Beweis daflir liefert, dass die Zellen in der Lage waren, die DNA-Sequenz
zu integrieren und das entsprechende Protein zu synthetisieren. Dies dient als Kontrolle fiir

die nachfolgenden Analysen.
45 Analyse des Prionproteins (PrP%)
45.1 Die Expression des Prionprotein (PrP) in der Western Blot Analyse

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von Présenilinen und Prasenilin-Mutationen
auf die Expression des Prionproteins (PrP%). In den bisherigen Ergebnissen wurde das
methodische Vorgehen etabliert, nun wird das PrP® als abhéngige Variable auf verschiedenen
Ebenen analysiert. Mit Hilfe des Western Blots wurde die Menge des exprimierten
Prionproteins in Abhangigkeit von den Prasenilinen dargestellt. Abb. 4.5 zeigt den Western

Blot der drei Experimentreihen von PrP°.
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Abb. 4.5 Die Expression des Prionproteins (PrP®) in der Western Blot Analyse
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Western Blot von PrP® aus Lysaten transient bzw. stabil transfizierter Zellen (MEFs), die PS-
Expression derselben Experimente ist in der Abb. 4.4 gezeigt. (A) In einer Reihe von finf
unabhé&ngigen Experimenten (n=5) wurde das Prionprotein der mit den angezeigten Kostrukten
transient tranfizierten Zellen mit WB quantifiziert. (B) Eine Reihe von drei Experimenten der stabil
transfizierten Zellen (n=3) (C) In einer Reihe von stabil transfizierten Zellen wurde zusétzlich PSIWT
in den bereits mit PS2WT stabil transfizierten Zellen transient eingebracht (eine Kotransfektion)
(n=3). (*) p< 0,05 (**) p< 0,01

Wie aus der Abb. 4.5A hervorgeht, weisen die PS1/2-knockout Zellen signifikant weniger
Prionprotein als die Wildtyp-Zellen auf, d. h. umgekehrt, dass die Anwesenheit von Présenilin
fir die PrPC-Expression relevant ist. Interessanterweise ist dieser Effekt durch das Einbringen
von PSIWT bzw. mutiertem PS1 nicht zu beheben. Hier stellt sich die Frage, ob PS2, nicht
jedoch PS1, fur die PrP®-Expression die wichtigere Rolle spielt, sodass sein Fehlen durch PS1
nicht kompensiert werden kann. In der zweiten Experimentreihe (Abb. 4.5B) wurden deshalb
zusétzlich PS2WT und PS2N1411 eingefihrt. Obwonhl sich hier kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen WT und PS1/27 zeigt, kann man einen dhnlichen Trend wie in der
ersten Experimentreihe beobachten, der sich jedoch sehr wahrscheinlich technisch-bedingt —
durch starkes Schwanken der WT-Bandenintensitat — die Signifikanzspiegel nicht erreicht.
Diese Signifikanz bestatigt sich allerdings in der dritten Reihe (Abb. 4.5C), bei der PS1/27"-
Zellen signifikant weniger PrP® als der WT aufweisen, wobei sich dieser Effekt weder durch
die Transfektion von PSIWT noch PS2WT allein beheben lieR. Es ware in diesem Fall
vertretbar, dass die Anwesenheit beider Préseniline eine Voraussetzung fiir eine normale
PrPC-Expression ist. Mit dem Ziel, dies zu verifizieren, wurden deshalb beide Préseniline
gleichzeitig transfiziert (Abb. 4.5C). Aber auch dadurch gelangt man nicht zur

+/+

Ausgangsituation (PS1/2™"") zurtick. Diesem Sachverhalt wird im weiteren Verlauf dieser

Abhandlung nachgegangen.

45.2 Der Abbau des Prionproteins (PrP®) in der Western Blot Analyse

Es wadre in diesem Zusammenhang auch denkbar, dass Préseniline das Prionprotein auf der
Abbau-Ebene beeinflussen, indem sie z. B. den Abbau von PrP® hemmen und es deshalb zu
einem verstarkten PrP®-Abbau in Abwesenheit von PS1 und PS2 kommt. PrP® unterliegt
mindestens drei moglichen Spaltungsprozessen: a-Spaltung, B-Spaltung und Shedding (vgl.
1.7). Diese Spaltungen regulieren die physiologische Funktion von PrP®, produzieren
funktionell aktive Fragmente und scheinen eine Rolle in der Pathogenese von Prion-
Erkrankungen zu haben (Altmeppen et al. 2011, Altmeppen et al. 2012). Wahrend des
Sheddings wird das Prionprotein von der Zellmembran in den extrazelluldaren Raum

freigesetzt. Um einen mdglichen Einfluss auf den PrP®-Abbau durch die Praseniline
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aufzudecken, wurde der Zellkulturiiberstand, der das gesheddete PrP® enthalt, aufgenommen,

immunoprazipitiert (s. 3.4.2) und anschlieBend im Western Blot dargestelt.

Gemessen an der absoluten gesheddeten PrP®-Menge (s. oben) zeigt sich kein Unterschied
zwischen dem WT und PS1/2™, was als unveranderter PrP®-Abbau aufgefasst werden kann.
Eine Anderung des PrP®-Abbaus durch Prasenilin wirde sich als Akkumulation des
gesheddeten Prionproteins im Uberstand der PS-knockout-Zellen zeigen. Im Gegensatz dazu
verhalt sich das Shed-PrP® in ahnlicher Weise wie das exprimierte PrP® in den Zelllysaten
(vgl. Abb. 4.5C), was wiederum die Ansicht bestatigt, dass der PS-Einfluss auf PrP® eher auf

der Expressionsebene als auf der Abbau-Ebene stattfindet.

1.5
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a Abb. 4.6 Das "gesheddete’ Prionprotein in der
§ 41 Western Blot Analyse
o Es wurde die absolute Menge des gesheddeten
% Prionproteins  im  Zellkulturiberstand gemessen
© % (oben). Da sich aber keine signifikante Anderung der
' Py g gesheddeten PrP°-Menge zeigt - im Gegenteil, das
\\fu‘\ 9,\\'»* Q‘J.:“ Q&*‘(\ \x«;“ Verhalten &hnelt dem des ungesheddeten PrP in den
¢ % i / Zelllysaten - , wurde das Shed-PrP¢ mit dem
PS1/2 exprimierten PrP® (Abb. 4.5C) korrigiert (unten),

sodass man hier eine Aussage iber das PrP®-Shedding
35 B s | PP unabhangig von der exprimierten PrP®-Menge treffen

kann. (*) p< 0,05, (ns) nicht signifikant

Wenn man davon ausgeht, dass die beobachtete Abnahme der PrP°-Menge durch die PS-
Abwesenheit der Ausdruck einer Regulation auf der Expressionsebene ist, kann man durch
das Beziehen des Shed-PrP° auf die gesamte exprimierte PrP-Menge (Abb. 4.5C) (relatives
shed-PrP®, s. unten) das Shedding isoliert von der Expression beurteilen. Hiermit wird noch

klarer, dass der PrP®-Abbau im Hinblick auf Praseniline unverandert bleibt.

In diesem Zusammenhang wurde auBerdem berichtet, dass ADAM10, eine Protease, die die
das PrP® extrazellular freisetzt (Altmeppen et al. 2011, Altmeppen et al. 2012), selbst ein

Substrat von vy-Sekretase ist (Tousseyn et al. 2009). Demzufolge wird zunéchst die
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Ektodoméane von ADAM10 durch eine bestimmte Protease, z. B. ADAM9 oder ADAM15
freigesetzt und das verbleibende CTF wird anschlieBend durch y-Sekretase gespalten,
wodurch eine ICD entsteht, die eine transkriptionelle Aktivitat ausiibt. Wenn man davon
ausgeht, dass ADAM10 seine Aktivitét als Protease dadurch verliert, wiirde sich eine Stérung
der y-Sekretase-Aktivitat, z.B. durch das Fehlen von Présenilin oder durch Prasenilin-
Mutationen, auf ADAM10 und somit auf den Abbau des Prionproteins auswirken. Eine
verminderte y-Sekretase-Aktivitdt wirde zu einer erhohten ADAM10-Aktivitat fihren, was
wiederum in einen verstarkten Abbau des Prionprotein resultieren wiirde, d.h. PS1/27" wiirden
weniger PrP® enthalten, wahrend PrPC in den PS1E280A-Zellen — im Sinne einer gain-of-
finction-Mutation — akkumuliert. Das ist vereinbar mit der zuvor beschriebenen Beobachtung
(4.5.1), wobei jedoch keine Akkumulation des Prionproteins in der Probe PS1E280A

festzustellen ist.

Um die Wirkung von y-Sekretase auf ADAM10 zu untersuchen, wurde auerdem ADAM10
im Western Blot analysiert (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7 ADAM10 als Substrat von y-Sekretase in der Western Blot Analyse

(A) ADAM1O0 ist schematisch dargestellt, die beiden Schnittstellen sind markiert. AulRerdem ist die
Bindungsstelle des Antikdrpers bei der Immundetektion angezeigt. (B) In einer Reihe von drei
unabhéngigen Experimenten wurde ADAM10 mit WB dargestellt. Der Antikorper erkennt sowohl das
gesamte und unreife Protein (Pro ADAM10, ADAM10-FL) als auch das C-terminale Fragment (CTF).

Vermutlich technisch bedingt konnte der von Tousseyn et al. beschriebene Sachverhalt nicht

signifikant reproduziert werden. Eine Akkumulation von ADAM10-CTF ware im Falle einer
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y-Sekretase-Aktivitatsminderung (PS1/27) zu erwarten, wahrend eine CTF-Verminderung
eine  verstarkte  y-Sekretase-Aktivitat (PS1E280A als  gain-of-function-Mutation)
représentieren wirde. Dieser Trend lasst sich oben (Abb. 4.7) beobachten, der allerdings —

technisch-bedingt — nicht signifikant ist.
45.3 Die PrP®-Expression in der qPCR (RT-PCR)

Die oben dargestellten Beobachtungen legen nah, dass die Praseniline das Prionprotein (PrP®)
auf der Expressionsebene beeinflussen. Um dies mit hoher Aussagekraft zu verifizieren,
wurde die Expressionsrate von PrP®, d.h. die Menge an mRNA, mit Hilfe von gPCR
(quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion, RT-PCR) bestimmt. Samtliche gPCR-
Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Florian Wegwitz, Institut fur Tumorbiologie,

Zentrum fur Experimentelle Medizin, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE),

durchgefihrt.
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Q@'\\ Q%\ Q@’\ Qé’/ %.\xq’ cDNA wurde dann mit den entsprechenden Primern von
< PrP® der PCR zugefiihrt. Die Expression von PrP® wurde
PS1/2 -+ mit der von Hspa8 als Referenz veralichen.

Analog zu den WB-Ergebnissen ist die Transkription von PrP®, gemessen an mRNA, in den
PS1/27-Zellen deutlich niedriger als im WT (s. Abb. 4.8). Dementsprechend bestatigt sich die
Beobachtung, dass Praseniline das Prionprotein (PrP®) auf der Expressionsebene beeinflussen.
Aber auch hier gelingt es durch das Wiedereinbringen von PSIWT, PS2WT oder beides

+/+

gemeinsam nicht, die Expression von PrP® auf die Ausgangssituation (PS1/2"*) zu erhéhen.

Das wird im weiteren Verlauf ndher untersucht.
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45.4 Die zellulare Verteilung von PrP®in der Immunofluoreszenzfarbung

Die Wechselwirkungen zwischen dem Prionprotein und Af wurden auf unterschiedlichen
Ebenen studiert (s. 1.9). AP entsteht aus APP durch eine proteolytische Prozessierung, an der
v-Sekretase beteiligt ist, deren aktives Zentrum von Prasenilin gebildet wird (vgl. 1.2.1).
Caetano et al., zeigten, dass AB-Oligomere die Lokalisation von PrP® an der Zelloberflache
erhdhen (Caetano et al. 2011). Demnach hemmen die AB-Oligomere die Endozytose von
PrP, was letztendlich in einer Akkumulation des Prionproteins resultiert. Durch Darstellen
des Prionproteins in der Zellmembran und im Zytosol separat voneinander mit Hilfe von
Immunofluoreszenzfarbung sollte ein Einfluss der Praseniline auf die Prionprotein-
Lokalisation — vermittelt durch AP — sichtbar gemacht werden. Abb. 4.9 zeigt das Ergebnis

der Immunofluoreszenzfarbung.

Um das Prionprotein an der Zelloberflache zu zeigen, wurden die Zellen in einem
unpermeabilisierten Zustand mit den entsprechenden Antikdrpern behandelt, das zytosolische
PrP® wurde nach der Permeabilisierung mit Antikorpern inkubiert (s. 3.5.2). Die primare

Analyse ergab Folgendes:

- Sowohl in PS1/27 als auch in den Kontrollen — das sind Zellen, die nur mit dem
sekundéren Antikorper behandelt wurden — zeigt sich ein unspezifisches Signal, was
eine verniinftige Interpretation des Experiments unmdglich macht.

- Die unpermeabilisierten Zellen erscheinen kleiner als die permeabilisierten. Das mag
daran liegen, dass die unpermeabilisierten Zellen erst fixiert wurden, nachdem sie mit
den Antikdrpern behandelt wurden. Dadurch wollte man eine potentielle
Permeabilisierung durch die Fixierung vermeiden.

- Das Signal von PS2 in PS1/2"* ist sehr schwach. Das liegt mit hoher
Wahrscheinlichkeit an der verminderten F&higkeit des primaren Antikorpers, PS2 zu
binden. Dasselbe Verhalten zeigt der Antikdrper auch im WB (vgl. Abb. 4.4 B und C).

- Ungeachtet der Wertigkeit des Experiments zeigt sich keine markante Akkumulation
des Prionproteins in Zellen mit AB-Pathologie, wie z.B PS1E280A oder PS2N1411 im
Vergleich zum WT oder PS1/2™".
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Abb. 4.9 Die zellulare Verteilung des Prionproteins (PrP®) in der Immunofluoreszenzfarbung
Dargestellt wurden die Praseniline, (A) mit PS1 und (B) mit PS2, und das Prionprotein, an der
Zelloberflache (unper. =unpermeabilisiert) sowie zytosolisch (per. =permeabilisiert), als Kontrollen
wurden Zellen dargestellt, die nur mit sekundaren Antikérpern behandelt wurden.
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Da, laut Caetano et al., AB-Oligomere, nicht jedoch Ap-Monomere, die Lokalisation von PrP®
an der Zelloberflache erhohen, wirde man eine Akkumulation des Prionproteins in den
Zellmembranen von Zellen mit AB-Pathologie, wie z. B. PS1IE280A, PS1A9 oder PS2N1411,
nicht aber im WT oder PS1/27, erwarten. Diese Akkumulation wiirde sich auBerdem auf die
PrPC-Gesamtmenge in der Zelle auswirken, was aber im WB nicht zu beobachten ist (s. Abb.
4.5). Daraus ist zu schlieBen, dass AB-Oligomere entweder nicht zu einer Akkumulation des
Prionproteins in der Zellmembran fuhren, zumindest nicht zu einer messbaren Verschiebung
der absoluten Gesamtmenge von PrP® in der Zelle, oder dass die ApB-Pathologie im
verwendeten Zellmodell (MEFs) nicht so stark ausgeprégt ist. Diese Schlussfolgerung lasst

einen Einfluss von Prasenilinen auf PrP® auf der Expressionsebene konsequenter vermuten.
4.6 Analyse der Expression und Aktivitat von p53
4.6.1 Die Expression von p53

Wie oben beschrieben, erhohen die Préaseniline die Expression des Prionproteins, wéhrend
sein Abbau unabhéngig davon zu sein scheint. Da die Praseniline an verschiedenen zellularen
Prozessen beteiligt sind (vgl. 1.2.5), stellt sich die Frage, durch welchen Mechanismus sie
ihren Einfluss auf das Prionprotein ausuben. Berichtet wurde, dass die intrazelluldare Doméne
von APP (AICD), welche durch die Spaltung von APP durch u. a. y-Sekretase generiert wird,
die Transkription vom Tumorsuppressor p53 induziert, der wiederum die Transkription des
Prionproteins steigert (Vincent et al. 2009). Darum wurde der Tumorsuppressor p53 als ein
potenzieller Vermittler zwischen Préasenilin und der Expression von PrP® untersucht. Zunachst
wurde die Expression von p53 analog zu PrP® (s. 4.5.1) in drei verschiedenen
Experimentreihen proteinbiochemisch (Western Blot) analysiert. Im Anschluss daran wurde

die Expressionsrate von p53 mittels gPCR ermittelt (s. Abb. 4.10).

In der ersten Experimentreihe wurde p53 in transient transfizierten Zellen untersucht (Abb.
4.10A). Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen WT und PS1/2” im
Hinblick auf die p53-Expression, was sich auch tber die transfizierten PS1/27-Zellen hinaus
fortsetzt. Man beobachtet allerdings den Trend einer Zunahme der p53-Spiegel in den
Knockout- sowie den transfizierten Zellen im Vergleich zum WT, dieser Trend wird sogar in
den PSIWT- und PS1E280A-transfizierten Zellen signifikant. In der zweiten
Experimentreihe, die der stabil-transfizierten Zellen (Abb. 4.10B), beobachtet man jedoch den
umgekehrten Trend. Dies liegt vermutlich an den technisch-methodischen Bedingungen; es

lieR sich feststellen, dass die PS1/27-Zellen generell eine hhere Wachstumsrate aufweisen
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als der WT (hier nicht dargestellt). Wenn die Zellen fur die Transfektion am Vortag ausgesit,
fur 5 Stunden transfiziert und anschlielend nach 24 Stunden geerntet werden (s. 3.3.2 u.
3.3.4), entsteht innerhalb dieser ziemlich langen Zeit eine hohe Zelldichte in den
Zellkulturschalen. Unter diesen Bedingungen werden Apoptose-Signalwege, darunter p53,
aktiviert. Zudem stellen die Transfektionsreagenzien einen Stressfaktor fiir die Zellen dar.
Beides — die lange Transfektionszeit und die Reagenzien — entfallen bei den stabil
transfizierten Zellen, denn sie wurden lediglich ausgesat und nach 16 Stunden geerntet.
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Abb. 4.10 Die Expression von p53

(A) In einer Reihe von 6 unabh&ngigen Experimenten (n=6) wurde p53 aus transient transfizierten
Zellen im WB nachgewiesen und quantifiziert. (B) In einer Reihe von 3 unabhdngigen Experimenten
(n=3) wurde p53 aus stabil transfizierten Zellen im WB nachgewiesen und quantifiziert. (C) In einer
Reihe von 3 unabh&ngigen Experimenten (n=3) wurde p53 aus stabil transfizierten Zellen im WB
nachgewiesen und quantifiziert, wobei zusatzlich zu den mit PS2WT stabil transfizierten Zellen
PSIWT transient kotransfiziert wurde. (D) In einer Reihe von 3 unabhéngigen Experimenten (n=3)
wurde die Expressionsrate von p53 durch gPCR ermittelt und unter den verschiedenen Proben
verglichen. (*) p< 0,05, (**) p< 0,01, (***) p< 0,001
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Zwar kann man keine signifikante Anderung der p53-Expression in den stabil-transfizierten
Zellen (Abb. 4.10B) unter den verschiedenen Proben erkennen — was moglicherweise
technisch bedingt ist, erkennbar am hohen Standarfehler, SEM, des WT (PS1/2*"*) — man
erkennt aber eine Tendenz der Knockout-Zellen (PS1/27), weniger p53 zu bilden, ein Effekt,
der in den weiteren Proben anhalt. Dies wiirde sich mit dem WB von PrP® (Abb. 4.5)
abdecken und wéare mit den Beobachtungen von Vincent et al., vereinbar. In der dritten
Experimentreihe, bei der beide Préseniline kotransfiziert wurden (Abb. 4.10C), ist kein

signifikanter Effekt zu erkennen.

Da p53 an vielen zellularen Prozessen beteiligt ist (Vogelstein et al. 2000), ist es — als ein
reifes funktionsfahiges Protein — anfallig fir jede Manipulation am zelluldren System. Um
diesen Effekt zu verringern und um das oben vermutete Verhalten (Abb. 4.10B) zu
verifizieren, wurde die Expressionsrate von p53 mit Hilfe von qPCR ermittelt (Abb. 4.10D).
Wie angezeigt experimieren die PS1/27-Zellen, bestitigend fiir Abb. 4.10C u. Abb. 4.5 und
tibereinstimmend mit Vincent et al., 2009, weniger p53 als WT (SP1/2**). Dieser Effekt lasst
sich durch die Transfektion mit PSIWT, PS2WT bzw. beides, analog zum PrP® (Abb. 4.5),
nicht beheben. Zusammenfassend l&sst sich nachweisen, dass Praseniline die Expression von
PrP¢ und p53 gleichermaBen erhohen. Dementsprechend experimieren PS1/27-Zellen
weniger PrP® und p53, in beiden Fallen lasst sich dieser Effekt durch eine Transfektion mit

den Préasenilinen nicht korrigieren.

4.6.2 Die Aktivitat von p53

Nicht nur die absolute Menge an p53, sondern auch sein Aktivitatsgrad ist fur viele Prozesse
entscheidend. Eins oder beides unterliegt dem Einfluss von Présenilin. Als Marker fur die
Aktivitdt von p53 wurden zwei Proteine durch gPCR bestimmt, die p53 im Signalweg
nachgeschaltet sind, p21 (=Cdknla, cyclin-dependent kinase inhibitor 1a) und Mdm2 (mouse
double minute 2). Die Aktivierung von p21 durch p53 flhrt zu einem Wachstumsarrest,
wéhrend Mdm2 p53 — im Sinne einer negativen Riuckkopplung — hemmt (Vogelstein et al.
2000). Durch dieses Vorgehen kann einerseits die p53-Aktivitat ungeachtet seiner absoluten
Menge bestimmt werden, und zum anderen wird die Expression von p21 und Mdmz2 explizit

ermittelt. Abb. 4.11 zeigt die dabei erhaltenen Ergebnisse.
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Abb. 4.11 Die Aktivitat von p53

Die Aktivitat von p53 wurde durch Bestimmung der Expressionsrate von p21 und Mdm2 durch gPCR
ermittelt. Beide Proteine sind p53 nachgeschaltet und représentieren seine Funktion auf der
Expressionsebene. (*) p< 0,05, (**) p< 0,01, (ns) nicht signifikant

Analog zu PrP® (Abb. 4.5) und p53 (Abb. 4.10) weisen die PS1/27-Zellen fir die beiden
Proteine (p21 und Mdm2) eine Abnahme der Transkription vergleichbar mit dem WT
(PS1/2*™) auf. Die alleinige Transfektion mit PSIWT bzw. PS2WT reicht nicht aus, die
+/+

Expression von p21 und Mdm2 auf den Ausgangszustand (PS1/2
Gegensatz zu PrP® und p53 gelingt es durch die Kotransfektion von PSIWT und PS2WT, die

) zu erh6hen. Im

Transkription von p21 und Mdm2 wieder zu erhdhen, im Falle von Mdm2 sogar signifikant
hoher als der WT (PS1/2**). Auf das letztere wird in der Diskussion eingegangen.
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4.7 Analyse der APP-Prozessierung
4.7.1 Herstellung des APP-Konstrukts zur Zelltransfektion

Zuvor wurde festgestellt, dass Praseniline fiir die Expression von PrP® und p53 relevant sind,
sodass deren Fehlen eine Abnahme der PrP®- und p53-Expression nach sich zieht. Theoretisch
konnen die Priseniline diesen Einfluss als Bestandteil der y-Sekretase oder unabhangig davon
austiben (vgl. 1.2.5). Von Vincent et al. wurde AICD als Vermittler zwischen Présenilin und
der Expression von p53 vorgeschlagen, das unmittelbar daraufhin die Expression von PrP®
erhoht (Vincent et al. 2009). AICD entsteht durch die konsekutive Spaltung von APP durch vy-
Sekretase. Um zu berpriifen, ob die Préaseniline das Prionprotein (PrP®) y-Sekretase-
abhéngig bzw. -unabhingig beeinflussen, wurde sowohl eine y-Sekretase-abhangige — die
Produktion von AICD aus APP — als auch eine y-Sekretase-unabhéngige — die Degradation
von B-Catenin — Funktion der Praseniline analysiert. Zundchst wurde die AICD-Produktion
aus APP durch y-Sekretase im WB analysiert. Hierbei konnte die AICD-Bande in keinem der
WB-Experimente nachgewiesen werden (hier nicht dargestellt). Von Kooperationspartnern,
die auch mit demselben Zellmodell (MEFs) arbeiten, wurde diese Schwierigkeit ebenfalls
berichtet.

Als eine mogliche Ursache dafur wurde eine verminderte Expression von APP in den Mouse
Embryonic Fibroblasts (MEFs) vermutet, weshalb eine Transfektion des Zellmodells mit dem
humanen APP695 vorgenommen wurde. APP695 ist die kirzeste Isoform und wird fast
ausschlief3lich in den Neuronen exprimiert (vgl. 1.2.1). Aufgrund dessen und weil die AICD-
Produktion vorwiegend daraus entsteht (Wertkin et al. 1993, Nalivaeva and Turner 2013),
wurde diese Isoform ausgewahlt. Dadurch soll zudem die APP-Prozessierung im zentralen
Nervensystem (ZNS) am &hnlichsten simuliert werden. Hierfir wurde die APP695-Sequenz
eingebettet im Vektor (pCAX, s. Anhang 7.3) und transformiert im Bakterienstamm (DHS5a)
vom Hersteller (addgene, USA) geliefert. Zunachst wurde APP695 in DH5a-Zellen (Plasmid:
pCAX) amplifiziert, daraus prépariert und anschlieBend durch DNA-Verdau mit den
Restriktionsenzymen Xbal und Notl herausgeschnitten. Hier soll darauf hingewiesen werden,
dass die Insert-Lokalisation von APP695 im Vektor (pCAX) nicht der vom Hersteller
angegebenen Lokalisation (zwischen den Schnittstellen von EcoRI und Notl) entsprach,
sodass zunédchst mehrere Verdau-Kombinationen getestet werden mussten (hier nicht
dargestellt), um letztendlich die Insert-Lokalisation zwischen den Schnittstellen von Kpnl und
EcoRV eingrenzen zu konnen. Nachdem das verdaute Plasmid in einer Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt wurde, wurde die APP695-Bande aus dem Gel
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herausgeschnitten und mit Hilfe eines Extraktions-Kits aufgereinigt (s.3.2.7). Nachfolgend
wurde APP695 mittels Ligation in den Expressionsvektor pcDNA3.1/Neo (s. Anhang 7.4)
eingebaut (s. 3.2.8). Das neue Plasmid (pcDNA3.1/Neo + APP695) wurde dann im
Bakterienstamm XL10-Gold® amplifiziert und daraus prapariert. Der Erfolg der
Umklonierung von APP695 aus pCAX in pcDNAS3.1/Neo sowie seiner Amplifikation wurde
in dreifacher Weise kontrolliert; durch Restriktionsverdau, Sequenzierung und durch
Transfektion von MEFs mit anschlieRendem WB und Immundetektion. Abb. 4.12
représentiert die Kontrollen der APP695-Klonierung.

A é. é. B
P T\ ¥
S s e
kD + + + + + + + hAPP695
a XX Y v & &
R UR VRV v RN
INENAN AN AN ST
LEOLLL e LS
12000 bp— =
5000 bp— by =
(]
2000 bp— - o
10
1000 bp— <
650 bp—
40_--m Aktin

Abb. 4.12 Agarose-Gelelektrophorese und Western Blot Analyse zum Nachweis von APP695

Das durch Klonierung gewonnene APP-Konstrukt wurde elektrophoretsich aufgetrennt (A). Hierfur
wurden die unverdauten (unver.) und die verdauten (ver.) Proben jeweils zweimal aufgetragen. Das
unverdaute Plasmid liegt bei ca. 6.0 Kb, das linearisierte etwas héher und das APP-Fragment bei ca. 2
Kb. (B) Die MEFs, die stabil mit verschiedenen PS-Sequenzen transfiziert sind, wurden mit APP695
transient transfiziert und im WB analysiert. Als Kontrolle wurden Lysate aus jeweils untransfizierten
PS1/2*"*- und PS1/2"-Zellen aufgetragen. Fir die Immundetektion kam der Antikorper (6E10) zum
Einsatz, welcher ans AB-Peptid bindet und deshalb in der Lage ist, FL-APP, sAPPa, C99 (=BCTF) und
AP darzustellen (Abb. 1.4)

Das Plasmid (pcDNA3.1/Neo + APP695) wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal und
EcoRI verdaut und elektrophoretisch aufgetrennt. Das unverdaute Plasmid weist eine Lange
von ca. 6.0 Kb (Vektor+Insert) auf. Im verdauten Ansatz wandert die Vektor-Bande — bedingt
durch die Linealisierung — eine kirzere Strecke. Die APP695-Bande zeigt eine Lange von ca.
2.0 Kb (695 AS * 3 = 2085bp) und ist auf dem Agarosegel entsprechend identifizierbar.
Zusétzlich wurde der APP695-Insert bei der Firma Seqlab (Sequence Laboratories Gottingen)
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sequenziert, die dazu bendtigten Primer wurden bei der Firma Sigma-Aldrich bestellt (s.
3.2.4). Da es sich bei APP695 mit 2088bp um ein relativ groes Gen handelt, kann die ganze
Sequenz allein anhand der beiden Primer (T7 und BGH) methodisch-bedingt nicht abgedeckt
werden. Darum wurden zwei weitere Primer entworfen, die die Sequenzierung des mittleren
Teils ermoglichen. Fiir den ,,forward-Primer® (APP-For) wurde eine APP-Sequenz nach ca.
500bp gewahlt, fiir den ,,reverse-Primer” wurde eine APP-Sequenz vor den letzten 500bp
gewahlt, revers umgeschrieben und anschlieBend das Kompliment dazu angegeben. Die

Sequenzierungsergebnisse sind im Anhang 7.5 dargestellt.

Nachdem das gewonnene Konstrukt durch DNA-Verdau und Sequenzierung kontrolliert
wurde, wurde es in die MEFs transient transfiziert und anschliefend durch Western Blot und
Immundetektion von APP695 analysiert. Wie aus Abb. 4.12B ersichtlich wird, exprimieren
die transfizierten Zellen deutlich mehr APP als die untransfizierten, was sowohl den Erfolg
der Klonierung als auch den der Transfektion bestatigt. Wahrend die FL-APP-Bande deutlich
erkennbar ist, sind die weiteren APP-Fragmente (sAPPa, C99 und AB) schwach bzw. kaum
erkennbar. Dies liegt vermutlich an der geringen AB-Produktion bzw. an der verminderten
Fahigkeit des Antikorpers solche (SAPPa und C99) zu binden.

4.7.2 APP-Prozessierung in der Western Blot Analyse

Um AICD, das vorgeschlagene Bindeglied zwischen den Prasenilinen und p53, darstellen zu
kénnen, wurden die Zellen (MEFs) mit APP695 transient transfiziert und im WB analysiert
(Abb. 4.13A). Fur die Immundetektion wurde der Antikdrper (Anti-APP-CT20) verwendet,
der gegen die letzten 20 Aminosduren des C-terminalen Endes von APP gerichtet ist.
Dementsprechend kann dieser Antikdrper mehrere APP-Fragmente darstellen (FL-APP, C99,
C83 und AICD). Zur Veranschaulichung ist APP in der Abb. 4.13B schematisch dargestellt,
die Schnittstellen (o, B und y) sind markiert und die ungefdhren Fragmentldngen sind geméR
den Literaturangaben gezeigt. In Abb. 4.13A sind zwei groRe Banden zu erkennen, die obere
représentiert das FL-APP — die Banden der verschiedenen Isoformen sind darin enthalten, was
auf die schwache Trennung zurickzufiihren ist (Bis-Tris-Gradientengel 4-12%) und die
Bande dicker erscheinen l&sst —, die untere Bande stellt eine Verschmelzung der C99- und
C83-Banden dar. Trotz der Transfektion mit APP695, die eine deutliche Uberexpression von
APP ergab, ist keine AICD-Bande sichtbar. Dies mag wiederum an der geringen AICD-
Produktion in diesem Zellmodell oder der kurzen Expositionszeiten der Blot-Membranen
liegen.
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Als indirekter Marker fur die AICD-Produktion wurde stattdessen die Spaltung vom APP-
CTF (C99/C83) quantifiziert (Abb. 4.13C), denn eine hohe AICD-Produktion zeigt sich durch
eine geringe Menge an APP-CTF und umgekehrt fiihrt eine schwache y-Sekretase-Aktivitat
zu einer Akkumulation von APP-CTF. Tatsachlich enthalten PS1/27-Zellen, wo y-Sekretase-
Aktivitat fehlt, deutlich mehr APP-CTF als PS1IWT-Zellen, wo die y-Sekretase-Funktion
wiederhergestellt ist. Die y-Sekretase-Aktivitit ist {iber die weiteren Proben (E280A, A9,
PS2WT, N141I) erhalten und sogar bei der Mutation E280A erhoht, was den gain-of-
function-Effekt dieser Mutation widerspiegelt. Durch das starke Schwanken der
Bandenintensitat von PS1/2** - erkennbar am Standardfehler — ist der Unterschied zu PS1/27"
nicht signifikant, dennoch erkennt man eine Tendenz, die mit dem Rest vereinbar ist, ndmlich
eine hohere y-Sekretase-Aktivitat in PS1/2** als in PS1/2”". Die Beobachtung, dass die y-
Sekretase-Aktivitat durch Knocking-Out von PS1 und PS2 aufgehoben ist und durch die
Transfektion wiederhergestellt wird — bezogen auf die Prozessierung von APP —, wurde auch
von Kooperationspartnern bestétigt, die auch dasselbe Zellmodell (MEFs) verwendeten
(Nyabi et al. 2003, Hebert et al. 2006).
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Abb. 4.13 Die Prozessierung von APP in der Western Blot Analyse

(A) APP695 wurde in die MEFs transfiziert und im WB dargestellt. (B) Schematische Darstellung von
APP. o, B und y markieren die Schnittstellen von a-, B- und y-Sekretase (vgl. Abb. 1.4), die
entsprechenden Fragmente sind benannt und deren L&nge gemd&R der Literaturangaben gezeigt.
AuBerdem ist die Bindungsstelle des Antikdrpers (Anti-APP-CT20) am APP symbolisch markiert. (C)
APP im WB ohne Uberxepression. (D) APP im WB unter der Kotransfektion von PS1 und PS2.

In Abb. 4.13D wurden nochmal die APP-Fragmente auch unter der Kotransfektion von
PSIWT und PS2WT im WB dargestellt. Dabei konnten die Ergebnisse von vorher —

vermutlich technisch bedingt — nicht signifikant reproduziert werden.

Eine Reduktion von PrP, p53, p21 und Mdm2 in Abwesenheit der Préaseniline wurde
beobachtet (s. Abb. 4.5, Abb. 4.8, Abb. 4.10 und Abb. 4.11), die allerdings unter der
Transfektion mit den Présenilinen nicht behoben werden konnte. Hingegen wurde die vy-
Sekretase-Aktivitat durch die Transfektion mit den Présenilinen wiederhergestellt. Beides
weist auf zwei unterschiedliche Zusammenhénge bzw. Mechanismen hin (mehr dazu in der

Diskussion).
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4.8 Analyse von p-Catenin

Oben wurde eine y-Sekretase-abhéngige Funktion von Présenilin — die Prozessierung von
APP — im Zellmodell (MEF) analysiert. Im Folgenden wird eine y-Sekretase-unabhéngige
Funktion der Préaseniline untersucht, ndmlich seine Interaktion mit B-Catenin. Dadurch soll
ermittelt werden, welchem Weg bzw. ob Uberhaupt der beobachtete Einfluss von Préasenilin
auf das Prionprotein einem der beiden Wege folgt.

B-Catenin ist ein Teil des E/N-Cadherin- und Wnt-Rezeptor-Komplexes, in den beiden
Komplexen wird es durch Prisenilin beeinflusst. Durch eine y-Sekretase-Spaltung von
Cadherin wird B-Catenin intrazellular freigesetzt, es beeinflusst dann die Transkription einiger
Gene im Zellkern. Im Wnt-Rezeptor-Komplex erfiillt B-Catenin die Funktion eines Second-
Messengers; wenn Wnt an den Rezeptor bindet, zerfdllt der Rezeptor und B-Catenin wandert
in den Zellkern und aktiviert die Transkription bestimmter Gene. In Abwesenheit von Wnt ist
B-Catenin an dem Wnt-Rezeptor-Komplex bestehend aus ACP, Axin, GSK-3 und CKI
gebunden. CKI phosphoryliert B-Catenin am Serinrest 45 (P-45); in einem zweiten Schritt
wird B-Catenin durch GSK-3 an den Positionen 41, 37 und 33 (P-33/37/41) phosphoryliert.
Desweiteren wird das phosphorylierte B-Catenin ubiquitiniert und proteosomal abgebaut.
Présenilin kann die B-Catenin Signalweiterleitung negativ regulieren, indem es den zweiten
Schritt der B-Catenin-Phosphorylierung (P-33/37/41) ermdglicht (fur mehr Details s. 1.2.5).
Dieser Prozess findet unabhingig von der y-Sekretase-Aktivitat statt. In Abwesenheit von
Présenilin wiirde somit -Catenin intrazellulér akkumulieren. Genauer betrachtet wiirde sich
B-Catenin-P45 im Verhiltnis zur totalen Menge vom intrazelluldren B-Catenin erhohen. In
AbDb. 4.14 sind die Ergebnisse der Detektion von den verschiedenen B-Catenin-Spezies im
WB dargestellt.
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Abb. 4.14 Analyse vonn B-Catenin im Western Blot

B-Catenin-total (A), B-Catenin-P45 (B) und B-Catenin-P33/37/41 (C) wurden jeweils im WB gezeigt,
dazu wurden Antikorper verwendet, die nur die jeweilige Spezies erkennt. AnschlieBend wurde das
Verhiltnis von B-Catenin-P45 zu B-Catenin-total rechnerisch ermittelt und graphisch dargestellt (D).
(*) p< 0,05, (**) p< 0,01, (ns) nicht signifikant

Da mehrere Vorgange zum gesamten intrazelluldren Pool von B-Catenin beitragen, ist es
unwahrscheinlich, eine Verdnderung der Gesamtmenge von B-Catenin in Abh&ngigkeit von
den Présenilinen zu beobachten. Dies ist auch im WB (Abb. 4.14A) wiedergegeben. Eine
gestorte PS-Funktion fiihrt zu einer Abnahme von B-Catenin-P33/37/41 im Vergleich zum
WT (PS1/2""). Da aber das vierfach phosphorylierte B-Catenin im WT sofort proteosomal
abgebaut wird, ist es auch unwahrscheinlich, einen Unterschied im p-Catenin-P33/37/41-
Spiegel zwischen WT- und Knockout-Zellen festzustellen. Dies wird auch im WB
wiedergegeben (Abb. 4.14C). Ein sensitiver Marker fir die PS-Funktion in diesem
Zusammenhang ist f-Catenin-P45. In der Tat akkumuliert 3-Catenin-P45 in den Zellen, denen
Praseniline fehlen (PS1/27) (Abb. 4.14B). Durch die Transfektion mit PSIWT kann B-
Catenin-P45 nicht wieder abgebaut werden wie im WT, erst durch die Transfekion mit
PS2WT (die Proben PS2WT und PS1+2WT) kann die Ausgangsituation (PS1/2*")
wiederhergestellt werden. Dadurch wird ein starker Beweis dafiir geliefert, dass nicht PS1
sondern PS2 fiir die Phosphorylierung und damit fiir die Degradation von 3-Catenin aus dem
Whnt-Rezeptor-Komplex relevant ist. Bislang ging man davon aus, dass beide Praseniline
durcheinander ersetzbar sind (s. Diskussion). SchlieSlich wurde p-Catenin-P45 auf die totale
Menge an B-Catenin in der Zelle bezogen (Abb. 4.14D). Auch hier zeigt sich ein Verhalten
wie das der absoluten B-Catenin-P45-Menge (Abb. 4.14B), was die Aussagekraft der
Schlussfolgerung erhértet, dass PS2, nicht aber PS1, fiir den Abbau von B-Catenin durch

Ermdglichung der Phosphorylierung an den Positionen 33, 37 und 41 zusténdig ist.
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5 DSKUSSION
5.1 Morbus Alzheimer und Prion-Erkrankungen

Schétzungsweise lebten 2010 35,6 Millionen Menschen weltweit mit Demenz verschiedener
Genese (World Alzheimer Report, 2009, s. a. Ferri et al. 2005). Mit ca. 60% ist Morbus
Alzheimer (Alzheimer Diesease, AD) die haufigste Demenzform und nimmt mit dem Alter zu
(Brookmeyer et al. 2007). Makroskopisch und histopathologisch ist Morbus Alzheimer durch
generalisierte  Hirnatrophie, extrazellulare EiweiRablagerungen ,, Af-Plaques und
hauptsachlich intrazelluldar vorkommende neurofibrillare Bundel , zangels* charakterisiert
(Anderton 2002, Octave 2005, Sjobeck et al. 2005, Goedert and Spillantini 2006). Obwohl die
Mehrzahl der AD-Félle sporadisch auftreten, konnte eine genetische Komponente bei ca. 80%
der Félle nachgewiesen werden, wobei lediglich weniger als 1% durch definierte autosomal-
dominante Mutationen bedingt sind (Gatz et al. 2006, van der Flier et al. 2011). Diverse Gene
konnen davon betroffen sein, die am h&ufigsten und zugleich am besten untersuchten
Mutationen befinden sich in den Genen APP, PSEN1 und PSEN2 (zur Ubersicht s. Bertram et
al. 2010, Ballard et al. 2011, Tanzi 2012).

Das APP-Gen kodiert fiir das gleichnamige Typ-1-Membranprotein APP (Amyloid Precursor
Protein) (Selkoe 2001). APP scheint u. a. eine wichtige Rolle in der Entwicklung des
Nervensystems, Synapsenbildung, Zell-Zell-Interaktionen und im Zellwachstum zu spielen
(Herms et al. 2004, Wang and Ha 2004, Priller et al. 2006). Die Prozessierung von APP ist
ein zentraler Prozess in der AD-Pathogenese (vgl. Abb. 1.4). Unter physiologischen
Bedingungen wird APP zunichst durch eine a-Sekretase mitten im AB-Peptid gespalten und
anschlieBend wird das C-terminale Fragment (C83, aCTF) durch den Enzymkomplex y-
Sekretase in zwei Fragmente (p3 und AICD) weitergespalten. Selten unter physiologischen
und verstérkt unter pathologischen Bedingungen wird APP unter der Bildung von AB-Peptid
prozessiert. Dabei spaltet eine [3-Sekretase APP proteolytisch am N-Terminus des AB-Peptids,
was in ein losliches (sAPPB) und ein intrazelluldres Fragment (C99, BCTF) ergibt. Folglich
spaltet y-Sekretase das BCTF (C99) innerhalb der Transmembrandoméne am C-Terminus des
AB-Peptids, wodurch das ca. 4 kDa grofle AB-Peptid freigesetzt wird. Auch hier entsteht eine
intrazellulire Domine (AICD). Die erhohte Ap-Produktion und die Erhéhung des
APB42/AB40-Verhéltnisses werden u.a. fir den Neuronenverlust bei AD verantwortlich
gemacht (zur Ubersicht s. Selkoe 2001, Pietrzik and Behl 2005, Dillen and Annaert 2006,
Bertram 2008).
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v-Sekretase, der Enzymkomplex, der den zweiten Spaltungsschritt sowohl beim ,non-
amyloidogenen® als auch beim ,,amyloidogenen* Weg vollendet, setzt sich aus mindestens
vier Proteinen zusammen: Présenilin-1 oder 2 (PS1, PS2), Nicastrin (Nct), anterior pharynx
defective-1 (Aph-1) und presenilin enhancer 2 (PEN-2) (vgl. Abb. 1.7) (De Strooper and
Annaert 2010). Prasenilin-1 (bzw. 2) bildet das katalytische Zentrum von y-Sektetase, mit 185
in PSEN1 und 30 in PSEN2 sind die meisten AD-verursachenden Mutationen auf den PS-
Genen lokalisiert (http://www.molgen.vib-ua.be/ADMutations/ ; Stand 12.2013). AuRerdem

besitzen die Praseniline weitere Funktionen aufBlerhalb des vy-Sekretase-Komplexes, wie
Zelladhasion durch Cadherin-Komplexe, die Degradation von B-Catenin, die Beteiligung am
Proteintransport, Reifung der ATPase-Protonenpumpe und Kalzium-Homdostase. Diese sind
allerdings nicht unumstritten. (Baki et al. 2001, Killick et al. 2001, Kang et al. 2002, Esselens
et al. 2004, Wilson et al. 2004, Ferber et al. 2008, De Strooper and Annaert 2010, Lee et al.
2010, Supnet and Bezprozvanny 2010, Dobrowolski et al. 2012).

Im Vergleich zum Morbus Alzheimer sind Prion-Erkrankungen viel seltener, dennoch sind sie
durch einen &uRerst progressiven und todlich endenden Verlauf gekennzeichnet. Aufgrund
ihrer Ubertragbarkeit (Transmissibilitat) und ihrer typischen Pathologie — schwammartige
(spongiforme)  Hirndegeneration — werden sie als ,transmissible spongiforme
encephalopathies® (TSE) bezeichnet. Sie konnen sowohl Menschen (wie. z. B. Creutzfeldt-
Jakob-Krankhiet, CJD) als auch Tiere (wie z. B. bovie spongiforme encephalopathy, BSE,
,Rinderwahnsinn®) betreffen. Prion-Erkrankungen stellen eine besondere Gruppe dar; sie
zéhlen einerseits zu den neurodegenerativen Erkrankungen und andererseits kdnnen sie durch
eine Infektion hervorgerufen werden. Sie unterscheiden sich allerdings von anderen
Infektionskrankheiten dadurch, dass sie nicht durch Erbmaterial-beladene (DNA oder RNA)
Mikroorganismen verursacht werden. Prionen ,proteinaceous infectious particle” sind
falschgefaltete Proteine, die sich in einem selbst-katalysierten Falschfaltungsprozess

ausbreiten und eine Infektion induzieren kdnnen.

Das humane, zellulare Prion-Protein (PrP®) wird auf dem Chromosom 20 kodiert und besteht
aus 208 Aminosauren. PrP® befindet sich extrazellular und ist in der Zellmembran durch eine
Glykosylphosphatidylinositol (GP1)-Einheit verankert. Strukturell kann das PrP® in zwei
Hélften eingeteilt werden; eine flexible, unstrukturierte N-terminale Hélfte und eine globulare
C-terminale Halfte, die in den GPI-Anker tbergeht (Wuthrich and Riek 2001, Aguzzi et al.
2008). Laut der ,,Prion-Hypothese* ist der TSE-Erreger eine pathogene, falschgefaltete Form

eines spezifischen Wirtproteins, das zellulare Prionprotein (PrP®). Das falschgefaltete Protein
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(spater PrP>® bezeichnet, von Scrapie) ist in der Lage, andere normale Molekiile (PrP®) zu
binden und ihre Konformationsanderung in einem autokatalytischen Prozess zu induzieren
(Prusiner 1982, 1991) (vgl. Abb. 1.13).

Zwischen Morbus Alzheimer und den Prion-Erkrankungen beobachtete man gewisse
Ahnlichkeiten, so gehdren beide zur Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen, deren
Pathogenese die Missfaltung und Akkumulation von bestimmten Proteinen beinhaltet und die
in Neuronenverlust enden (DeArmond 1993, Wisniewski and Sigurdsson 2007). Diese
Ahnlichkeiten und Parallelitaten, die sich auch auf histopathologischer und zellularer Ebene
nachweisen lassen, wurden ebenfalls in zahlreichen Studien auf molekularer Ebene bestétigt
(Barnham et al. 2006, Taylor and Hooper 2007). Dies ermutigte sogar zur Suche nach einer
vereinheitlichenden Theorie fiir die neurodegenerativen Erkrankungen (Price et al. 1993,
Bucciantini et al. 2002) und gemeinsamen Therapiemdoglichkeiten (Wisniewski and

Sigurdsson 2007). Zusammengefasst lassen sich folgende Zusammenhange beschreiben:

Erstens: Zwei Proteine im Zentrum der Alzheimer-Krankheit und von Prion-Erkrankungen,
namlich APP und PrP® unterliegen einem gemeinsamen Protein-Kinase-C-regulierten
Spaltungsprozess mitten im toxischen Bereich, Ap und der hydrophobische Kern (HC 106 —
126) in der Reihenfolge, was letztendlich die Bildung beider Peptide verhindert, die eine
zentrale Rolle in der Pathogenese beider Erkrankungen spielen. Fur diesen Prozess wurden
Proteasen der ADAM-Familie (,, a disintegrin and metalloproteinase*), naimlich ADAM10
und ADAM17, verantwortlich gemacht (Checler and Vincent 2002, Vincent 2004, Jorissen et
al. 2010, Kuhn et al. 2010), obwohl neuere Experimente zeigen, dass ADAM10 zwar fur die
Freisetzung von PrP (Shedding) (Abb. 1.12), nicht jedoch fur das ,a-Cleavage*
verantwortlich ist (Altmeppen et al. 2011, Altmeppen et al. 2012). Aullerdem ist ADAM10
die Haupt-a-Sekretase von APP (Jorissen et al. 2010, Kuhn et al. 2010).

Zweitens: PrP¢ fungiert als Inhibitor bzw. Modulator fiir die B-Sekretase BACE1 — das
Enzym, das die Bildung von AP aus APP initiiert — durch direkte Interaktion in den
Cholesterin-reichen Membrandoménen ,,lipid rafts* (Parkin et al. 2007). Neuere Experimente
zeigen jedoch, dass PrP¢ mit BACEL im friihen Kompartiment des sekretorischen Pathways
(ER und Golgi-Apparat) interagiert und seine Wanderung zur Plasmamembran und zu
Endosomen, wo BACE1 APP hauptsachlich prozessiert, verhindert (Griffiths et al. 2011).
Durch diesen Mechanismus kann PrP® die Ap-Produktion hemmen und die AD-Pathogenese
negativ beeinflussen. Daraus lasst sich schlieRen, dass der Funktionsverlust von PrP®, z.B.

durch Mutation oder gar Knocking-Out, einen Anstieg der AB-Produktion zur Folge hat. In



DSKUSSION 105

PY°_Mausen und

der Tat l&sst sich ein signifikanter Anstieg der AB-Menge in Gehirnen von Pr
Zellen, die mutiertes PrP exprimieren, nachweisen (Parkin et al. 2007). Aullerdem lasst sich
das mit weiteren Studien vereinbaren, die zeigen, dass ein Polymorphismus im PrP-Gen
Codon 129, welches die Suszeptibilitat zu sporadischen und iatrogenen humanen Prion-
Erkrankungen erhoht (Palmer et al. 1991, Deslys et al. 1994, Lewis et al. 2006), auch die
Suszeptibilitdt und Pathophysiologie von Morbus Alzheimer begiinstigt (Dermaut et al. 2003,

Riemenschneider et al. 2004, Del Bo et al. 2006, Gacia et al. 2006).

Drittens: Zahlreiche Studien berichteten, dass PrP¢ als Rezeptor fiir Ap-Oligomere an der
Zelloberflache dient (Lauren et al. 2009). Dieses Bindeglied zwischen beiden
Krankheitsgruppen ist allerdings nicht unumstritten (Calella et al. 2010). Wahrend einige
Autoren davon ausgehen, dass die Ap-Neurotoxizitat unabhangig von seiner Bindung zu PrP®
ist (Balducci et al. 2010, Kessels et al. 2010), gibt es zahlreiche Beweise dafiir, dass PrP®
doch die Toxizitat von AP vermittelt (Lauren et al. 2009, Chung et al. 2010, Gimbel et al.
2010, Alier et al. 2011, Barry et al. 2011, Bate and Williams 2011, Freir et al. 2011,
Resenberger et al. 2011, Kudo et al. 2012, You et al. 2012). Laut Resenberger et al. ist PrP®
sogar in der Lage, B-Faltblatt-reiche Strukturen unterschiedlichen Ursprungs, wie Ap,
heterologes PrP, Hefe-Prionprotein und synthetische p-Peptide zu binden (Resenberger et al.
2011). Der genaue Mechanismus der Toxizitat bis hin zum Zelltod ist noch ungekléart, v. a.
weil PrP® durch einen GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden ist und somit theoretisch
kein Signal in den intrazellularen Raum leiten kann. Einige Studien beschreiben die PrP®-
Dimerisieung, die cPLA2- (cytoplasmatic phospholipase A2), Fyn-Aktivierung und Kaspase-
Aktivierung und die Beteiligung von NMDA-Rezeptoren als moglicher Mechanismus
(Mouillet-Richard et al. 2000, Solforosi et al. 2004, Bate and Williams 2011, Kudo et al.
2012, Larson et al. 2012, Um et al. 2012). Neben dem toxischen Effekt wird die Lokalisation
von PrP durch seine Bindung zu AB-Oligomeren beeinflusst; laut Caetano et al. erhéhen Ap-
Oligomere die PrP-Menge an der Zelloberflache durch mdoglicherweise verschiedene
Mechanismen, darunter die Hemmung der Endozytose (Caetano et al. 2011). Die Frage, ob
die neuroprotektive und neurotoxische Funktion von PrP® im AD-Verlauf zur gleichen Zeit

existieren und wenn, was der Nettoeffekt ist, ist immer noch unbeantwortet.

Viertens: SchlieRlich wurde berichtet, dass Preseniline die Expression von PrP® beeinflussen
(Vincent et al. 2009). Demnach resultiert die y-Sekretase vermittelte, Prasenilin-abhangige
Prozessierung von APP in der Freisetzung der intrazellularen Doméne (AICD), die einen

Komplex mit dem Adapterprotein Fe65 und der Histon-Acetyltransferase Tip60 bildet. Dieser
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Komplex wandert in den Zellkern und aktiviert einige Gene, darunter das Gen des
Tumorsuppressors p53. Hier sei erwéhnt, dass p53 bei AD erhoht ist und als Mediator der
Apoptose und somit der Neurodegeneration bei den AD-Betroffenen vorgeschlagen wurde (de
la Monte et al. 1997, Kitamura et al. 1997, Ohyagi et al. 2005). Nach Vincent et al. kann p53
direkt an den Promotor von PrP® binden und seine Expression induzieren (Kellett and Hooper
2009, Vincent et al. 2009). Eine andere Studie hat jedoch keinen signifikanten Effekt auf die
PrP°-Expression durch die Uberexpression bzw. Knocking-down von APP-Isoformen in
Zellmodellen bzw. in transgenen Méusen oder Inhibition von y-Sekretase feststellen kdénnen
(Lewis et al. 2012). Bestétigend fiir die letzte Studie wurde zudem beobachetet, dass das
PrP®-Level bei AD-Patienten in verschiedenen Krankheitsstadien in verschiedenen

Hirnregionen (frontal, temporal, Hippocampus) unverandert bleibt (Saijo et al. 2011).
5.2 Praseniline und die Expression des Prionproteins

Ausgehend von den Studien, die einen Einfluss von Prasenilin auf die Expression des Prion-
Proteins bestdtigen (Vincent et al. 2009) bzw. widerlegen (Saijo et al. 2011, Lewis et al.
2012) und aus eigener Beobachtung im Labor, durch die sich eine veranderte Expression von
PrP in verschiedenen Hirnregionen bei AD-Patienten detektieren lieR, wird im Rahmen der
vorliegenden Arbeit der Einfluss von Prasenilin bzw. Présenilin-Mutationen auf das

Prionprotein hinsichtlich seiner Expression, Verteilung und seines Abbaus untersucht.

Im ersten Teil der hier vorgelegten Arbeit wurden die benétigten Materialien und
angewandten Methoden etabliert (s. 4.1 — 4.4), im zweiten Teil wurde das Prionprotein auf
verschiedenen Ebenen analysiert (s. 4.5) und im dritten Teil wurden Mechanismen untersucht,
die zum einen die Integritat des Zellmodells nachweisen und zum anderen den Einfluss der

Praseniline auf das PrP® vermitteln kénnen (s. 4.6 — 4.8).

In den ersten Experimenten konnte eine Abnahme der PrP®-Menge in der Western Blot
Analyse durch das Fehlen beider Praseniline (PS1/27") nachgewiesen werden (vgl. Abb. 4.5).
Dies wurde durch eine RT-PCR-Bestimmung der Expressionsrate von PrP bestatigt (vgl.
Abb. 4.8). Dadurch wurde aul’erdem der Nachweis daflir geliefert, dass die Praseniline das
PrP¢ auf der Expressionsebene regulieren. Dies stimmt prinzipiell mit der Beobachtung von
Vincent et al., 2009 berein. Durch die Transfektion der knockout-Zellen mit PS1 und PS2
separat und anschliefend zusammen, konnte diese Abnahme nicht behoben werden. Als
maogliche Ursache wurde vermutet, dass entweder die Transfektion ineffizient war oder die

Integritat des Zellmodells insgesamt gestort ist. Ersteres wurde kontrolliert (s. Abb. 4.4),
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dabei waren die Zellen in der Lage, die transfizierten Préseniline einwandfrei zu
synthetisieren. Das Zweite veranlasste zur Durchfuhrung weiterer Experimente (s. 5.3 und
5.4).

Trotz der Bestatigung, dass Préseniline das Prionprotein auf der Expressionsebene regulieren,
ist immer noch denkbar, dass der PrP®-Abbau davon betroffen sein kénnte. Darum wurde das
,.gesheddete* Prionprotein ermittelt. Das sind PrP-Molekiile, die durch das ,,Shedding* aus
der Zellmembran extrazellular freigesetzt wird. Hierzu wurde der Zellkulturtiberstand
aufgenommen, immunoprizipitiert und das ,,shed-PrP““ im WB dargestellt. Dabei konnte
keine Veranderung des PrP®-Abbaus festgestellt werden (s. Abb. 6.4), vielmehr spiegelte die
gesheddete* PrP°-Menge die im WB exprimierte PrP®-Spiegel wider. Im Zuge dieser
Untersuchung wurde die Protease ADAMI10 im WB analysiert. ADAMI10 zdhlt zu den a-
Sekretasen und wurde fiir das Shedding von PrP® verantwortlich gemacht (Altmeppen et al.,
2011; Altmeppen et al., 2012). ADAM10 selbst unterliegt einem Spaltungsprozess, an dem —
interessanterweise — y-Sekretase beteiligt ist (Tousseyn et al. 2009). Demnach waére es
denkbar, dass y-Sekretase den PrP®-Abbau tiber ADAM10 reguliert. In der WB-Analyse von
ADAM10 konnte der von Tousseyn et al. beschriebenen Sachverhalt nicht reproduziert
werden (vgl. Abb. 4.7). Aus zwei Griinden ist eine Regulierung des PrP®-Abbaus durch y-
Sekretase dennoch unwahrscheinlich: erstens, auch wenn man davon ausgeht, dass ADAM10
im CTF durch y-Sekretase gespalten wird, ist das noch kein Beweis dafir, denn entscheidend
fur den Abbau von ADAM10 ist vielmehr der initiale Spaltungsschritt extrazellular durch eine
andere a-Sekretase und zweitens wiirde eine fehlende y-Sekretase-Aktivitat zur Akkumulation
des Prionproteins filhren, tatsachlich wurde das Gegenteil festgestellt; der PrP®-Spiegel ist in
PS-knockout-Zellen — wo y-Sekretase-Aktivitét fehlt — niedriger als im WT (s. Abb. 4.5).

Ein weiterer Mechnismus wurde von Caetano et al. beschrieben. Demzufolge kdnnen Af-
Oligomere die Lokalisation des Prionproteins an der Zelloberflache erhéhen (Caetano et al.
2011). In einer Immunofluoreszenzfarbung konnte dies — eingeschrénkt beurteilbar — nicht
reproduziert werden (s. Abb. 4.9), denn wenigstens in den Proben mit hoher AB-Produktion
(z. B. PS1E280A) sollte eine Akkumulation des Prionproteins an der Zelloberflache
nachzuweisen sein. Da die Erhdhung der PrP®-Lokalisation auf der Zelloberflache, laut
Caetano et al., durch Hemmung der Endozytose erklarbar wére, wiirde sie sich auf die PrP®-
Gesamtmenge in der Zelle auswirken, was aber im WB nicht zu beobachten ist (s. Abb. 4.5).
Daraus ist zu schlieBen, dass entweder ApB-Oligomere nicht zu Akkumulation des

Prionproteins in der Zellmembran fuhren, zumindest nicht zu einer messbaren Verschiebung
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der absoluten Gesamtmenge von PrP® in der Zelle, oder dass die ApB-Pathologie im

verwendeten Zellmodell (MEFs) nicht so stark ausgepragt ist.

Somit fehlen die befriedigenden Beweise dafiir, dass der PrP“-Abbau durch Paseniline, ob als
Bestandteil der y-Sekretase oder unabhdngig davon, reguliert ist, wéhrend zunehmende

Nachweise eine Regulation auf der Expressionsebene bestétigen.

Zudem wurde berichtet, dass die intrazellulare Doméne von APP (AICD) die Transkription
vom Tumorsuppressor p53 induziert, der wiederum die Transkription des Prionproteins
steigert (Vincent et al. 2009). Darum wurde der Tumorsuppressor p53 als ein potenzieller
Vermittler zwischen Prasenilin und der Expression von PrP® sowohl im WB als auch in der
RT-PCR untersucht (vgl. Abb. 4.10). In der Western Blot Analyse ist zwar keine signifikante
Anderung der p53-Spiegel unter den verschiedenen Proben festzustellen, jedoch erkennt man
einen Trend, dass PS1/2”" weniger p53 exprimieren als der WT (s. Abb. 4.10B), dieser Trend
bleibt in den weiteren Proben anndhernd gleich. In der RT-PCR ist dieser Trend signifikant zu
sehen. Dies ahnelt der Expression von PrP® im WB und in der RT-PCR. Weiterhin wurde die
p53-Aktivitat durch die Messung von p21 und Mdm2 ermittelt (s. Abb. 4.11). Beide Proteine
unterliegen dem p53-Einfluss und repréasentieren daher seinen Aktivitatsgrad. Auch in diesem
Ansatz lasst sich eine Abnahme der p21/Mdm2-Expression in den PS1/2”-Zellen im
Vergleich zum WT nachweisen. Allein durch die Transfektion mit PS1 bzw. PS2 wird kein
Wiederanstieg der p21/Mdm2-Expression erreicht. Das entspricht dem beobachteten Effekt
beim PrP® und p53, im Gegensatz zu den beiden Ansatzen wird aber eine normale
p21/Mdm2-Expression unter der Transfektion mit den beiden Préasenilinen wiederhergestellt
(vgl. Abb. 4.11).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Praseniline die Expression von PrP® und p53
gleichermalen beeinflussen, was auf einen Zusammenhang zwischen diesen drei Elementen
hinweist. Die Praseniline sind fir eine normale Expression von PrP€ und p53 relevant, sodass
deren Fehlen eine Abnahme der PrP®- und p53-Expression hinter sich zieht. Die Anwesenheit
eines der beiden Praseniline allein reicht nicht aus, diesen Effekt riickgangig zu machen. Aber
auch die Kotransfektion beider Praseniline kann, bis auf die p53-Aktivitdt, die

+/+

Ausgangssituation (PS1/2") nicht wiederherstellen. Diese Beobachtung lasst sich dadurch
erklaren, dass eventuell die Integritat des Zellmodells (MEFs) durch das Knocking-Out der
Préaseniline zerstort ist, sodass die Transfektion — wenn auch effizient — einige verlorene
Prozesse nicht wiederherstellen kann, oder, dass ein Mechanismus vorliegt, der Praseniline,

PrP® und p53 verbindet und der dennoch trotz erhaltener Zellintegritat aus anderen Griinden
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nicht wiederherstellbar — oder nur teilweise — ist. Die Integritidt des Zellmodells wurde im

weiteren Verlauf tberprift.
5.3 Praseniline und die y-Sekretase

Weiterhin wurde die APP-Prozessierung als ein Marker fiir die y-Sekretase-Aktivitat
untersucht (s. Abb. 4.13). Dadurch wurde einerseits die Integritat des Zellmodells Uberpriift
und andererseits ein potenzieller Mechanismus, wie Préseniline die Expression von PrP®
beeinflussen, untersucht. Denn die intrazellulare Domaéne, die wéhrend der APP-Spaltung
durch y-Sekretase entstent (AICD), wurde als Vermittler zwischen Prasenilin — als v-
Sekretase aktives Zentrum — und der Expression des Prionproteins vorgeschlagen (Vincent et
al. 2009).

Auch durch APP-Uberexpression konnte AICD nicht detektiert werden. Dies mag an der
geringen AICD-Produktion in diesem Zellmodell oder der kurzen Expositionszeiten der Blot-
Membranen liegen. Von Kooperationspartnern, die auch dasselbe Zellmodell (MEFs)
verwendeten, wurde diese Schwierigkeit ebenfalls berichtet. Als indirekter Marker fir die
AICD-Produktion wurde stattdessen die Spaltung vom APP-CTF (C99/C83) quantifiziert
(Abb. 4.13C), denn eine hohe AICD-Produktion zeigt sich durch eine geringe Menge an APP-
CTF und umgekehrt fiihrt eine schwache y-Sekretase-Aktivitat zu einer Akkumulation von
APP-CTF. Tatsachlich enthalten PS1/27-Zellen, wo die y-Sekretase-Aktivitat fehlt, deutlich
mehr APP-CTF als PSIWT-Zellen, wo die y-Sekretase-Funktion wiederhergestellt ist. Die y-
Sekretase-Aktivitat ist Uber die weiteren Proben (E280A, A9, PS2WT, N1411) erhalten und
sogar bei der Mutation E280A erhoht, was den gain-of-function-Effekt dieser Mutation

+/+

widerspiegelt. Durch das starke Schwanken der Bandenintensitat von PS1/2™" - erkennbar am
Standardfehler — ist der Unterschied zu PS1/2” nicht signifikant, dennoch erkennt man eine
Tendenz, die mit dem Rest vereinbar ist, ndmlich eine hohere y-Sekretase-Aktivitat in
PS1/2** als in PS1/2™". Die Beobachtung, dass die y-Sekretase-Aktivitat durch Knocking-Out
von PS1 und PS2 aufgehoben und durch die Transfektion wiederhergestellt wird — bezogen
auf die Prozessierung von APP —, wurde auch von Kooperationspartnern bestatigt, die auch

dasselbe Zellmodell (MEFs) verwendeten (Nyabi et al. 2003, Hebert et al. 2006).

Dieses Experiment — unterstiitzt von den Berichten unserer Kooperationspartner — liefert den
starken Beweis daflir, dass die Zellintegritit erhalten ist und dass die y-Sekretase-Aktivitat
durch die Transfektion sowohl mit einem der Préseniline als auch mit beiden Présenilinen

wiederhergestellt werden kann. Da dies aber auf die Expression des Prionproteins bzw. die
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von p53 nicht Ubertragbar ist, ist davon auszugehen, dass die Praseniline diese — PrP®- und
p53-Expression — unabhéngig von der y-Sekretase-Aktivitat beeinflussen. Das widerlegt die
These, dass die y-Sekretase-abhéngige Produktion von AICD die Expression von p53 und

dadurch die von PrP° induziert.
5.4 Priseniline auflerhalb des y-Sekretase-Komplexes

Da der Einfluss der Praseniline auf die Expression des Prionproteins unabhéngig von der vy-
Sekretase zu sein scheint, kann dieser Einfluss einer PS-Funktion auflerhalb des y-Sekretase-
Komplexes zugeschrieben werden. Wie eingangs erwéhnt, wurden den Prasenilinen einige
Funktionen zugeordnet, fiir die der y-Sekretase-Komplex nicht notwendig ist, beispielsweise
die Zelladhé&sion durch Cadherin-Komplexe, die Degradation von -Catenin, die Beteiligung
am Proteintransport, die Reifung der ATPase-Protonenpumpe und die Kalzium-Homdostase.
Um zu iberpriifen, inwiefern die y-Sekretase-unabhangigen PS-Funktionen im Zellmodell
betroffen sind, wurde dafiir ein repréasentatives Beispiel analysiert, namlich die
Phosphorylierung von B-Catenin im Rahmen seiner Degradation (vgl. Abb. 4.14). Als ein
sensitiver Marker fur die PS-Aktivitdt in der B-Catenin-Phosphorylierung wurde das f-
Catenin-P45 gemessen. In der Tat akkumuliert B-Catenin-P45 in den Zellen, denen
Praseniline fehlen (PS1/2™) (Abb. 4.14B). Durch die Transfektion mit PSIWT kann B-
Catenin-P45 nicht wieder abgebaut werden wie im WT, erst durch die Transfekion mit
PS2WT (die Proben PS2WT und PS1+2WT) kann die Ausgangssituation (PS1/2**)

wiederhergestellt werden.

Somit wird erstens ein zweiter Nachweis daflir geliefert, dass die Integritat des Zellmodells
erhalten ist und zweitens, dass der Einfluss der Praseniline auf die PrPC-Expression diesem
Beispiel der vy-Sekretase-unabhangigen PS-Funktion nicht folgt. Weiterhin wurde die
Kalzium-Homoostase als eine y-Sekretase-unabhangige PS-Funktion im selben Zellmodell in
weiteren Arbeiten analysiert (Tu et al. 2006). Dabei war die durch das Fehlen der Praseniline
verursachte Ca**-Homdostase-Storung durch die Transfektion mit PS1 bzw. PS2 zu beheben.

Dies steht in Ubereinstimmung mit unserer Beobachtung.

5.5 Préaseniline und die Degradation von pB-Catenin

Praseniline erméglichen die Weiterphosphorylierung von B-Catenin-P54 an den Positionen
33, 37 und 41 durch die GSK-3 am Wnt-Rezeptor-Komplex. Das vierfach phosphorylierte -
Catenin wird im Anschluss daran abgebaut (Killick et al. 2001, Soriano et al. 2001, Xia et al.
2001, Kang et al. 2002, Prager et al. 2007, Dobrowolski et al. 2012). Der genaue
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Mechanismus ist allerdings weitgehend unklar. Wahrend in den friheren Arbeiten keine
Differenzierung zwischen Prasenilin-1 und 2 gemacht wurde, demonstriert die vorliegende
Arbeit, dass ausschlieBlich Présenilin-2 den B-Catenin-Metabolismus reguliert (vgl. Abb.
4.14). Denn allein durch die Transfektion mit Prasenilin-1 konnte kein B-Catenin-Abbau wie
im WT erreicht werden. Das betont die Beobachtung, die in weiteren Studien berichtet wurde
und die besagt, dass ein erheblicher funktioneller Unterschied zwischen PS1 und P2 besteht.
Wahrend z. B. PS1 ubiquitér exprimiert wird, kommt PS2 hauptséchlich im peripheren
Gewebe und nur in geringen Mengen im Gehirn vor (Tandon and Fraser 2002). Neuere
Studien zeigen, dass die Mehrzahl von y-Sekretase sowohl im Gehirn, in der Milz als auch im
Thymus PS1 beinhalten (Borgegard et al. 2012). AuBlerdem wird die AB-Produktion im ZNS
uberwiegend von PS1 Katalysiert (De Strooper et al. 1998, Borgegard et al. 2012).
Anscheinend spielt PS1 die wichtigere Rolle und sein Verlust kann nur in geringem Mal3
durch PS2 kompensiert werden (Brunkan and Goate 2005, Borgegard et al. 2012),

wohingegen fiir den B-Catenin-Metabolismus PS2 die dominante Rolle spielt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Neurodegeneration ist der gemeinsame Nenner verschiedener Krankheiten
unterschiedlicher Genese. Zahlreiche Studien untersuchen potentielle Zusammenhange
zwischen den neurodegenerativen Erkrankungen mit der Hoffnung einen gemeinsamen
Pathomechanismus feststellen und eine grundlegende Therapie entwickeln zu kénnen. Im
Zuge der Untersuchung solcher Zusammenhénge zwischen Morbus Alzheimer und den Prion-
Erkrankungen liefert die vorliegende Arbeit den Beweis dafur, dass das Prionprotein durch
die Praseniline — zwei Proteine im Zentrum der Alzheimer-Krankheit — auf der
Expressionsebene beeinflusst wird. Fir die Expression des Prionproteins scheinen die
Praseniline eine wichtige Rolle zu spielen, sodass PS1/27-Zellen weniger PrP® exprimieren
als der WT. Durch die Transfektion mit PS1, PS2 bzw. beiden kann dieser Effekt nicht
behoben werden. Hingegen sind die APP-Spaltung — als y-Sekretase-abhangige PS-Funktion —
und die Phosphorylierung von B-Catenin — als eine y-Sekretase-unabhéngige PS-Funktion —
im verwendeten Zellmodell intakt. Das fiihrt zur Annahme, dass die Praseniline die PrP®-
Expression durch einen dritten Mechanismus regulieren, der weitgehend unabhéangig von der
v-Sekretase-Aktivitat ist. Unterstitzt wird diese Annahme dadurch, dass AICD als ein

schwacher Transkriptionsstimulator beschrieben wurde (Hebert et al. 2006).

In Ubereinstimmung mit der PrP®-Veranderung weisen PS1/27-Zellen einen niedrigen p53-,
p21- und Mdm2-Spiegel im Vergleich zum WT auf, dieser Spiegel bleibt auch durch die
Transfektion mit PS1 bzw. PS2 unveréndert. Das deutet darauf hin, dass samtliche Proteine
gleichermal3en durch die Praseniline in ihrer Expression beeinflusst werden oder dass sie im
selben Mechanismus verwickelt sind. Zusatzlich zum Vergleich der beiden Ansétze (PS1/2*"*
und PS1/27) wurden exemplarische PS-Mutationen untersucht. Die untersuchten PS-
Mutationen (PS1E280A, PSIA9 und PS2N141I) zeigen bezogen auf die PrP®- und p53-
Expression keinen Unterschied zu den PS1/2"-Zellen. Hingegen zeigen sie eine intakte y-
Sekretase-Aktivitat in der APP-Analyse. Weiterhin wurde dargestellt, dass fir die
Phosphorylierung und damit fiir die Degradation von B-Catenin Présenilin-2, nicht jedoch

Prasenlin-1, die wichtige Rolle spielt.

Zusammenfassend zeigt die vorgelegte Arbeit, dass die Praseniline das Prionprotein auf der
Expressionsebene unabhangig von der y-Sekretase-Aktivitat und von B-Catenin regulieren.
Diese Regulation erfolgt anscheinend durch einen anderen der von den Présenilinen

regulierten Prozesse, der den Tumorsuppressor p53 einbezieht.
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7.1 Der Expresssionsvektor (0cDNA3.1%/Zeo)

Comments for pcDNA3.1/Zeo (+) 5015 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 895-1010

BGH reverse priming site: bases 1022-1039
BGH polyadenylation signal: bases 1021-1235
f1 origin: bases 1298-1711

SV40 promoter and origin: bases 1776-2101
EM7 promoter: bases 2117-2183

Zeocin™ resistance gene: bases 2184-2558
SV40 polyadenylation: bases 2688-2817

pUC origin: bases 3201-3874 (C)

bla promoter: bases 4880-4978 (C)

Ampicillin (bla) resistance gene: bases 4019-4879 (C)

113
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7.2 Die Sequenzierung von PSIWT/ PS1E280A/ PS1A9
PS1WT-Sequenz nach der Datenbank CCDS:

Nucleotide Sequence (1404 nt):
ATGACAGAGTTACCTGCACCGTTGTCCTACTTCCAGAATGCACAGATGTCTGAGGACAACCACCTGAGCAATACT
GTACGTAGCCAGAATGACAATAGAGAACGGCAGGAGCACAACGACAGACGGAGCCTTGGCCACCCTGAGCCATTA
TCTAATGGACGACCCCAGGGTAACTCCCGGCAGGTGGTGGAGCAAGATGAGGAAGAAGATGAGGAGCTGACATTG
AAATATGGCGCCAAGCATGTGATCATGCTCTTTGTCCCTGTGACTCTCTGCATGGTGGTGGTCGTGGCTACCATT
AAGTCAGTCAGCTTTTATACCCGGAAGGATGGGCAGCTAATCTATACCCCATTCACAGAAGATACCGAGACTGTG
GGCCAGAGAGCCCTGCACTCAATTCTGAATGCTGCCATCATGATCAGTGTCATTGTTGTCATGACTATCCTCCTG
GTGGTICTGTATAAATACAGGTGCTATAAGGTCATCCATGCCTGGCTTATTATATCATCTCTATTGTTGCTGTTC
TTTTTTTCATTCATTTACTTGGGGGAAGTGTTTAAAACCTATAACGTTGCTGTGGACTACATTACTGTTGCACTC
CTGATCTGGAATTTTGGTGTGGTGGGAATGATTTCCATTCACTGGAAAGGTCCACTTCGACTCCAGCAGGCATAT
CTCATTATGATTAGTGCCCTCATGGCCCTGGTGTTTATCAAGTACCTCCCTGAATGGACTGCGTGGCTCATCTTG
GCTGTGATTTCAGTATATGATTTAGTGGCTGTTTTGTGTCCGAAAGGTCCACTTCGTATGCTGGTTGAAACAGCT
CAGGAGAGAAATGAAACGCTTTTTCCAGCTCTCATTTACTCCTCAACAATGGTGTGGTTGGTGAATATGGCAGAA
GGAGACCCGGAAGCTCAAAGGAGAGTATCCAAAAATTCCAAGTATAATGCAGAAAGCACAGAAAGGGAGTCACAA
GACACTGTTGCAGAGAATGATGATGGCGGGT TCAGTGAGGAATGGGAAGCCCAGAGGGACAGTCATCTAGGGCCT
CATCGCTCTACACCTGAGTCACGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCCAGCAGTATCCTCGCTGGTGAAGACCCAGAG
GAAAGGGGAGTAAAACTTGGATTGGGAGA.TTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGTAAAGCCTCAGCAACAGCC
AGTGGAGACTGGAACACAACCATAGCCTGTTTCGTAGCCATATTAATTGGTTTGTGCCTTACATTATTACTCCTT
GCCATTTTCAAGAAAGCATTGCCAGCTCTTCCAATCTCCATCACCTTTGGGCTTGTTTTCTACTTTGCCACAGAT
TATCTTGTACAGCCTTTTATGGACCAATTAGCATTCCATCAATTTTATATCTAG

In Gelb ist der Sequenzabschnitt von PSIWT markiert, der durch die Sequenzierung (s.u.)

abgedeckt ist.

Sequenz (PS1 WT mit dem Primer T7) « reverse Complement »
CACCCTTTGGGCATATTTAATGCCAATAGGAGAACGCCGGAGCCAAAAGCCGGAGGGAGCCTTGGCCCCCCTGAG
CCCTTTTTTTAAAGGGAGACCCCAAGGGAAATTCCGGCCAGGTGGTGGGCCAAGTTGGGGAAGAAGTTGGGGAGC
TGACATTGAAATAGGGGCCCAAGCATGGGATCATGCTCTTTGTCCCTGGGACTTTTTGCATGGTGGTGGTCGTGG
CTACCATTAAGTCAGTCAGCTTTTATACCCGGAAGGATGGGCAGCTAATCTATACCCCATTCACAGAAGATACCG
AGACTGTGGGCCAGAGAGCCCTGCACTCAATTCTGAATGCTGCCATCATGATCAGTGTCATTGTTGTCATGACTA
TCCTCCTGGTGGTICTGTATAAATACAGGTGCTATAAGGTCATCCATGCCTGGCTTATTATATCATCTCTATTGT
TGCTGTTCTTTTTTTCATTCATTTACTTGGGGGAAGTGTTTAAAACCTATAACGTTGCTGTGGACTACATTACTG
TTGCACTCCTGATCTGGAATTTTGGTGTGGTGGGAATGATTTCCATTCACTGGAAAGGTCCACTTCGACTCCAGC
AGGCATATCTCATTATGATTAGTGCCCTCATGGCCCTGGTGTTTATCAAGTACCTCCCTGAATGGACTGCGTGGC
TCATCTTGGCTGTGATTTCAGTATATGATTTAGTGGCTGTTTTGTGTCCGAAAGGTCCACTTCGTATGCTGGTTG
AAACAGCTCAGGAGAGAAATGAAACGCTTTTTCCAGCTCTCATTTACTCCTCAACAATGGTGTGGTTGGTGAATA
TGGCAGAAGGAGACCCGGAAGCTCAAAGGAGAGTATCCAAAAATTCCAAGTATAATGCAGAAAGCACAGAAAGGG
AGTCACAAGACACTGTTGCAGAGAATGATGATGGCGGGTTCAGTGAGGAATGGGAAGCCCAGAGGGACAGTCATC
TAGGGCCTCATCGCTCTACACCTGAGTCACGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCCAGCAGTATCCTCGCTGGTGAAG
ACCCAGAGGAAAGGGGAGTAAAACTTGGATTGGGAGA.TTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGTAAAGCCTCAG
CAACAGCCAGTGGAGACTGGAACACAACCATAGCCTGTTTCGTAGCCATATTAATTGGTTTGTGCCTTACATTAT
TACTCCTTGCCATTTTCAAGAAAGCATTGCCAGCTCTTCCAATCTCCATCACCTTTGGGCTTGTTTTCTACTTTG
CCACAGATTATCTTGTACAGCCTTTTATGGACCAATTAGCATTCCATCAATTTTATATCTAGCTCGAGTGCGGCC
GCAACCCAGCTTTCTGTACAAAGTGGTATCGCGGCTGGTTCGGAAAAAA

In Rot sind zwei ,,silent mutaions‘ hervorgehoben, d.h. einzelne Basen, die vom WT

abweichen, die jedoch zur Bildung derselben Aminoséure fuhren.
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PS1E280A-Sequenz nach der Datenbank CCDS:

Nucleotide Sequence (1404 nt):
ATGACAGAGTTACCTGCACCGTTGTCCTACTTCCAGAATGCACAGATGTCTGAGGACAACCACCTGAGCAATACT
GTACGTAGCCAGAATGACAATAGAGAACGGCAGGAGCACAACGACAGACGGAGCCTTGGCCACCCTGAGCCATTA
TCTAATGGACGACCCCAGGGTAACTCCCGGCAGGTGGTGGAGCAAGATGAGGAAGAAGATGAGGAGCTGACATTG
AAATATGGCGCCAAGCATGTGATCATGCTCTTTGTCCCTGTGACTCTITGCATGGTGGTGGTCGTGGCTACCATT
AAGTCAGTCAGCTTTTATACCCGGAAGGATGGGCAGCTAATCTATACCCCATTCACAGAAGATACCGAGACTGTG
GGCCAGAGAGCCCTGCACTCAATTCTGAATGCTGCCATCATGATCAGTGTCATTGTTGTCATGACTATCCTCCTG
GTGGTICTGTATAAATACAGGTGCTATAAGGTCATCCATGCCTGGCTTATTATATCATCTCTATTGTTGCTGTTC
TTTTTTTCATTCATTTACTTGGGGGAAGTGTTTAAAACCTATAACGTTGCTGTGGACTACATTACTGTTGCACTC
CTGATCTGGAATTTTGGTGTGGTGGGAATGATTTCCATTCACTGGAAAGGTCCACTTCGACTCCAGCAGGCATAT
CTCATTATGATTAGTGCCCTCATGGCCCTGGTGTTTATCAAGTACCTCCCTGAATGGACTGCGTGGCTCATCTTG
GCTGTGATTTCAGTATATGATTTAGTGGCTGTTTTGTGTCCGAAAGGTCCACTTCGTATGCTGGTTGAAACAGCT
CAGGAGAGAAATGAAACGCTTTTTCCAGCTCTCATTTACTCCTCAACAATGGTGTGGTTGGTGAATATGGCAGAA
GGAGACCCGGAAGCTCAAAGGAGAGTATCCAAAAATTCCAAGTATAATGCAGAAAGCACAGAAAGGGAGTCACAA
GACACTGTTGCAGAGAATGATGATGGCGGGTTCAGTGAGGAATGGGAAGCCCAGAGGGACAGTCATCTAGGGCCT
CATCGCTCTACACCTGAGTCACGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCCAGCAGTATCCTCGCTGGTGAAGACCCAGAG
GAAAGGGGAGTAAAACTTGGATTGGGAGAITTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGTAAAGCCTCAGCAACAGCC
AGTGGAGACTGGAACACAACCATAGCCTGTTTCGTAGCCATATTAATTGGTTTGTGCCTTACATTATTACTCCTT
GCCATTTTCAAGAAAGCATTGCCAGCTCTTCCAATCTCCATCACCTTTGGGCTTGTTTTCTACTTTGCCACAGAT
TATCTTGTACAGCCTTTTATGGACCAATTAGCATTCCATCAATTTTATATCTAG

In Gelb ist der Sequenzabschnitt von PS1E280A markiert, der durch die Sequenzierung (s.u.)
abgedeckt ist. Mit Grau ist die Mutation E280A hervorgehoben.

Sequenz (PS1 E280A mit dem Primer T7) ,,Reverse Complement*
TAATTCCCGGCCAAGTGGTGGACCAAAATAGGGAAGAAGATGAGGAGCTGCCATTCGAAATATGGCCCCAAGCATE
TGATCATGCTCTTTGTCCCTGTGACTCTITGCATGGTGGTGGTCGTGGCTACCATTAAGTCAGTCAGCTTTTATA
CCCGGAAGGATGGGCAGCTAATCTATACCCCATTCACAGAAGATACCGAGACTGTGGGCCAGAGAGCCCTGCACT
CAATTCTGAATGCTGCCATCATGATCAGTGTCATTGTTGTCATGACTATCCTCCTGGTGGTJCTGTATAAATACA
GGTGCTATAAGGTCATCCATGCCTGGCTTATTATATCATCTCTATTGTTGCTGTTCTTTTTTTCATTCATTTACT
TGGGGGAAGTGTTTAAAACCTATAACGTTGCTGTGGACTACATTACTGTTGCACTCCTGATCTGGAATTTTGGTG
TGGTGGGAATGATTTCCATTCACTGGAAAGGTCCACTTCGACTCCAGCAGGCATATCTCATTATGATTAGTGCCC
TCATGGCCCTGGTGTTTATCAAGTACCTCCCTGAATGGACTGCGTGGCTCATCTTGGCTGTGATTTCAGTATATG
ATTTAGTGGCTGTTTTGTGTCCGAAAGGTCCACTTCGTATGCTGGTTGAAACAGCTCAGGAGAGAAATGCAACGC
TTTTTCCAGCTCTCATTTACTCCTCAACAATGGTGTGGTTGGTGAATATGGCAGAAGGAGACCCGGAAGCTCAAA
GGAGAGTATCCAAAAATTCCAAGTATAATGCAGAAAGCACAGAAAGGGAGTCACAAGACACTGTTGCAGAGAATG
ATGATGGCGGGTTCAGTGAGGAATGGGAAGCCCAGAGGGACAGTCATCTAGGGCCTCATCGCTCTACACCTGAGT
CACGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCCAGCAGTATCCTCGCTGGTGAAGACCCAGAGGAAAGGGGAGTAARACTTG
GATTGGGAGAJTTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGTAAAGCCTCAGCAACAGCCAGTGGAGACTGGAACACAA
CCATAGCCTGTTTCGTAGCCATATTAATTGGTTTGTGCCTTACATTATTACTCCTTGCCATTTTCAAGAAAGCAT
TGCCAGCTCTTCCAATCTCCATCACCTTTGGGCTTGTTTTCTACTTTGCCACAGATTATCTTGTACAGCCTTTTA
TGGACCAATTAGCATTCCATCAATTTTATATCTAGCTCGAGTGCGGCCGCAACCCAGCTTTCTGTCCAAGTGTAT
CGGGCTCGTTCTTAAAA

In Rot sind zwei ,,silent mutaions* hervorgehoben, d.h. einzelne Basen, die vom WT

abweichen, die jedoch zur Bildung derselben Aminoséure fuhren.
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PS1WT-Sequenz nach der Datenbank CCDS: in Violett ist Exon 9 hervorgehoben.

Nucleotide Sequence (1404 nt):

ATGACAGAGTTACCTGCACCGTTGTCCTACTTCCAGAATGCACAGATGTCTGAGGACAACCACCTGAGCAATACT
GTACGTAGCCAGAATGACAATAGAGAACGGCAGGAGCACAACGACAGACGGAGCCTTGGCCACCCTGAGCCATTA
TCTAATGGACGACCCCAGGGTAACTCCCGGCAGGTGGTGGAGCAAGATGAGGAAGAAGATGAGGAGCTGACATTG
AAATATGGCGCCAAGCATGTGATCATGCTCTTTGTCCCTGTGACTCTCTGCATGGTGGTGGTCGTGGCTACCATT
AAGTCAGTCAGCTTTTATACCCGGAAGGATGGGCAGCTAATCTATACCCCATTCACAGAAGATACCGAGACTGTG
GGCCAGAGAGCCCTGCACTCAATTCTGAATGCTGCCATCATGATCAGTGTCATTGTTGTCATGACTATCCTCCTG
GTGGTTCTGTATAAATACAGGTGCTATAAGGTCATCCATGCCTGGCTTATTATATCATCTCTATTGTTGCTGTTC
TTTTTTTCATTCATTTACTTGGGGGAAGTGTTTAAAACCTATAACGTTGCTGTGGACTACATTACTGTTGCACTC
CTGATCTGGAATTTTGGTGTGGTGGGAATGATTTCCATTCACTGGAAAGGTCCACTTCGACTCCAGCAGGCATAT
CTCATTATGATTAGTGCCCTCATGGCCCTGGTGTTTATCAAGTACCTCCCTGAATGGACTGCGTGGCTCATCTTG
GCTGTGATTTCAGTATATGATTTAGTGGCTGTTTTGTGTCCGAAAGGTCCACTTCGTATGCTGGTTGAAACAGCT

CAGGAGAGAAATGAAACGCTTTTTCCAGCTCTCATTTACTCCT
GCACAGAAAGGGAGTCACAA

GACACTGTTGCAGAGAATGATGATGGCGGGTTCAGTGAGGAATGGGAAGCCCAGAGGGACAGTCATCTAGGGCCT
CATCGCTCTACACCTGAGTCACGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCCAGCAGTATCCTCGCTGGTGAAGACCCAGAG
GAAAGGGGAGTAAAACTTGGATTGGGAGATTTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGTAAAGCCTCAGCAACAGCC
AGTGGAGACTGGAACACAACCATAGCCTGTTTCGTAGCCATATTAATTGGTTTGTGCCTTACATTATTACTCCTT
GCCATTTTCAAGAAAGCATTGCCAGCTCTTCCAATCTCCATCACCTTTGGGCTTGTTTTCTACTTTGCCACAGAT
TATCTTGTACAGCCTTTTATGGACCAATTAGCATTCCATCAATTTTATATCTAG

PS1(A9) (1317 nt):
ATGACAGAGTTACCTGCACCGTTGTCCTACTTCCAGAATGCACAGATGTCTGAGGACAACCACCTGAGCAATACT
GTACGTAGCCAGAATGACAATAGAGAACGGCAGGAGCACAACGACAGACGGAGCCTTGGCCACCCTGAGCCATTA
TCTAATGGACGACCCCAGGGTAACTCCCGGCAGGTGGTGGAGCAAGATGAGGAAGAAGATGAGGAGCTGACATTG
AAATATGGCGCCAAGCATGTGATCATGCTCTTTGTCCCTGTGACTCTCTGCATGGTGGTGGTCGTGGCTACCATT
AAGTCAGTCAGCTTTTATACCCGGAAGGATGGGCAGCTAATCTATACCCCATTCACAGAAGATACCGAGACTGTG
GGCCAGAGAGCCCTGCACTCAATTCTGAATGCTGCCATCATGATCAGTGTCATTGTTGTCATGACTATCCTCCTG
GTGGTICTGTATAAATACAGGTGCTATAAGGTCATCCATGCCTGGCTTATTATATCATCTCTATTGTTGCTGTTC
TTTTTTTCATTCATTTACTTGGGGGAAGTGTTTAAAACCTATAACGTTGCTGTGGACTACATTACTGTTGCACTC
CTGATCTGGAATTTTGGTGTGGTGGGAATGATTTCCATTCACTGGAAAGGTCCACTTCGACTCCAGCAGGCATAT
CTCATTATGATTAGTGCCCTCATGGCCCTGGTGTTTATCAAGTACCTCCCTGAATGGACTGCGTGGCTCATCTTG
GCTGTGATTTCAGTATATGATTTAGTGGCTGTTTTGTGTCCGAAAGGTCCACTTCGTATGCTGGTTGAAACAGCT
CAGGAGAGAAATGAAACGCTTTTTCCAGCTCTCATTTACTCCTGCACAGAAAGGGAGTCACAAGACACTGTTGCA
GAGAATGATGATGGCGGGTTCAGTGAGGAATGGGAAGCCCAGAGGGACAGTCATCTAGGGCCTCATCGCTCTACA
CCTGA.TCACGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCCAGCAGTATCCTCGCTGGTGAAGACCCAGAGGAAAGGGGAGTA
AAACTTGGATTGGGAGATTTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGTAAAGCCTCAGCAACAGCCAGTGGAGACTGG
AACACAACCATAGCCTGTTTCGTAGCCATATTAATTGGTTTGTGCCTTACATTATTACTCCTTGCCATTTTCAAG
AAAGCATTGCCAGCTCTTCCAATCTCCATCACCTTTGGGCTTGTTTTCTACTTTGCCACAGATTATCTTGTACAG
CCTTTTATGGACCAATTAGCATTCCATCAATTTTATATCTAG

In Gelb ist der Sequenzabschnitt von PS1A9 markiert, der durch die Sequenzierung (s.u.)
abgedeckt ist.
Sequenz (PS1A9 mit dem Primer T7)

TTGGGCACGCACGTTACTTAGCTTGGTACGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATCGAA
CCATGACAGAGTTACCTGCACCGTTGTCCTACTTCCAGAATGCACAGATGTCTGAGGACAACCACCTGAGCAATA
CTAATGACAATAGAGAACGGCAGGAGCACAACGACAGACGGAGCCTTGGCCACCCTGAGCCATTATCTAATGGAC
GACCCCAGGGTAACTCCCGGCAGGTGGTGGAGCAAGATGAGGAAGAAGATGAGGAGCTGACATTGAAATATGGCG
CCAAGCATGTGATCATGCTCTTTGTCCCTGTGACTCTCTGCATGGTGGTGGTCGTGGCTACCATTAAGTCAGTCA
GCTTTTATACCCGGAAGGATGGGCAGCTAATCTATACCCCATTCACAGAAGATACCGAGACTGTGGGCCAGAGAG
CCCTGCACTCAATTCTGAATGCTGCCATCATGATCAGTGTCATTGTTGTCATGACTATCCTCCTGGTGGTICTGT
ATAAATACAGGTGCTATAAGGTCATCCATGCCTGGCTTATTATATCATCTCTATTGTTGCTGTTCTTTTTTTCAT
TCATTTACTTGGGGGAAGTGTTTAAAACCTATAACGTTGCTGTGGACTACATTACTGTTGCACTCCTGATCTGGA
ATTTTGGTGTGGTGGGAATGATTTCCATTCACTGGAAAGGTCCACTTCGACTCCAGCAGGCATATCTCATTATGA
TTAGTGCCCTCATGGCCCTGGTGTTTATCAAGTACCTCCCTGAATGGACTGCGTGGCTCATCTTGGCTGTGATTT
CAGTATATGATTTAGTGGCTGTTTTGTGTCCGAAAGGTCCACTTCGTATGCTGGTTGAAACAGCTCAGGAGAGAA
ATGAAACGCTTTTTCCAGCTCTCATTTACTCCTGCACAGAAAGGGAGTCACAAGACACTGTTGCAGAGAATGATG
ATGGCGGGTTCAGTGAGGAATGGGAAGCCCAGAGGGACAGTCATCTAGGGCCTCATCGCTCTACACCTGA.TCAC
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GAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCCAGCAGTATCCTCGCTGGTGAAGACCCAAAGGAAAGGGGAATAAAACTTGGAT
TGGGAAACTTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGTAAAGCCTCAGCAACAGCCAGTGGAGACTGGAACCCACCCA
TACCCTGTTTCGTAACCCTAATAAATTGGTTTGGGCCCTAACATATTAACCCCTTGCCATTTTCAAAAAAGCATT
TGCCAGGCTCTTCAAATCCCCTCCACCTTTGGGCTTGTTTTTCACTTTGGCACAAATTATTCTGGTAACGCCTTT
TTTGGGCGCATTAACCTTCCCCCAATTTTTATTCCGCGCCCGGATCTAAAGGGCCCGTTTAAACCCCCTAATACG
CCCCCAGTGGGCTCCTAAATGTGCGCGCCCCTTTTTTTTTGCCCTCTCCCC

In Rot sind zwei ,,silent mutaions* hervorgehoben, d.h. einzelne Basen, die vom WT

abweichen, die jedoch zur Bildung derselben Aminoséure fuhren.
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7.3 Der Klonierungsektor (pCAX)

Sall (1)

Spel (18)
CAG_enhancer
ORF frame 3

AmpR_promoter
SRE frame 2

Amnial]m

Apal (883)
Sacll (1020)
Fspl (4025) ORF frame 2

ORF frame 1

4731 bp

R322_origin
Xbal (1622)
EcoRI {1719)
Kpnl (1720)
EcoRV (1734)
Notl {1739)
Xhol (1748)
Bglll {1752)
EBV_rev_primer (
SV40_PA_terminstor
Stul (2586€)
SV&0pro_F_primer
SV40_promoter

rb_glob_PA_terminator
Pstl {2211)
Hindlll (2218)

M12_reverse_primer

Sk P ORF Start  End Feature Name Start  End
Misnid ypec: Nibmmilion Epression ORF frame 3 255 734 CAG_enhancer 84 37
P — ORF frame 1 1533 802 lob PA terminator 1759 2188
size: 4731 ORF frame 2 1346 843 M13_reverse_primer 2248 2230
5' Sequencing 1 Primer:  pCAX-F pCAX-R ORF frame 3 4600 3740 M1 rev_primer 2269 2247
5 Sequencm:.; :::nc:r ﬁggggngcmzzm Enzyme Name i lac_promoter 2312 2283
Bacterial Resistance:  Ampicilin Sall 1 e L
Notes: Modfied pCAGGS Spel 18 SV40_origin 2453 2530
stable: Unspecified Apal 863 SV40pro F_primer 2515 2534
Constitutive:  Unspecified sacll 1030 SV40_PA_terminator 2611 2742
VirallNon-Viral:  Unspecified Xbal 1623 EBV_rev_primer 2699 2718
EcoRl 1719 DBR322 origin 3585 2966
Konl 1730 Ampicilin 4600 3740
ECORV 1734 AmpR_promoter 4670 4642

Not 1739

Xho! 1746

8all 1752

pst 221

Hindil 2216

Stl 2586

Espl 4035

Quelle: http://www.addgene.org/vector-database/2062/ (Stand: 22.12.2014)
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7.4 Der Expressionsvektor (pcDNA3.1/Neo)

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

PUC ori

Comments for pcDNA3.1 (+)

5428 nucleotides

CMV promoter: bases 232-819

T7 promoter/priming site: bases 863-882

Multiple cloning site: bases 895-1010
pcDNAS3.1/BGH reverse priming site: bases 1022-1039
BGH polyadenylation sequence: bases 1028-1252

1 origin: bases 1298-1726

SV40 early promoter and origin: bases 1731-2074
Neomycin resistance gene (ORF): bases 2136-2930
SV40 early polyadenylation signal: bases 3104-3234
pUC origin: bases 3617-4287 (complementary strand)

Ampicillin resistance gene (bla): bases 4432-5428 (complementary strand)

ORF: bases 4432-5292 (complementary strand)
Ribosome binding site: bases 5300-5304 (complementary strand)
bla promoter (P3): bases 5327-5333 (complementary strand)
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7.5 Die Sequenzierung von APP695

APP695-Sequenz nach der Datenbank CCDS

Nucleotide Sequence ( 2088nt):

ATGCTGCCCGGTTTGGCACTGCTCCTGCTGGCCGCCTGGACGGCTCGGGCGCTGGAGGTACCCACTGATGGTAAT
GCTGGCCTGCTGGCTGAACCCCAGATTGCCATGTTCTGTGGCAGACTGAACATGCACATGAATGTCCAGAATGGG
AAGTGGGATTCAGATCCATCAGGGACCAAAACCTGCATTGATACCAAGGAAGGCATCCTGCAGTATTGCCAAGAA
GTCTACCCTGAACTGCAGATCACCAATGTGGTAGAAGCCAACCAACCAGTCACCATCCAGAACTCETCCARGCEE
GGCCGCAAGCAGTGCAAGACCCATCCCCACTTTGTGATTCCCTACCGCTGCTTAGT TGGTGAGT TTGTAAGTGAT
GCCCTTCTCGTTCCTGACAAGTGCAAATTCTTACACCAGGAGAGGATGGATGT TTGCGAAACTCATCTTCACTGG
CACACCGTCGCCAAAGAGACATGCAGTGAGAAGAGTACCAACTTGCATGACTACGGCATGTTGCTGCCCTGCGGA
ATTGACAAGTTCCGAGGGGTAGAGTTTGTGTGTTGCCCACTGGCTGAAGAAAGTGACAATGTGGATTCTGCTGAT
GCGGAGGAGGATGACTCGGATGTCTGGTGGGGCGGAGCAGACACAGACTATGCAGATGGGAGTGAAGACAAAGTA
GTAGAAGTAGCAGAGGAGGAAGAAGTGGCTGAGGTGGAAGAAGAAGAAGCCGATGATGACGAGGACGATGAGGAT
GGTGATGAGGTAGAGGAAGAGGCTGAGGAACCCTACGAAGAAGCCACAGAGAGAACCACCAGCATTGCCACCACC
ACCACCACCACCACAGAGTCTGTGGAAGAGGTGGTTCGAGTTCCTACAACAGCAGCCAGTACCCCTGATGCCGTT
GACAAGTATCTCGAGACACCTGGGGATGAGAATGAACATGCCCATTTCCAGAAAGCCAAAGAGAGGCTTGAGGCC
AAGCACCGAGAGAGAATGTCCCAGGTCATGAGAGAATGGGAAGAGGCAGAACGTCAAGCAAAGAACTTGCCTAAA
GCTGATAAGAAGGCAGTTATCCAGCATTTCCAGGAGAAAGTGGAATCTTTGGAACAGGAAGCAGCCAACGAGAGA
CAGCAGCTGGTGGAGACACACATGGCCAGAGTGGAAGCCATGCTCAATGACCGCCGCCGCCTGGCCCTGGAGAAC
TACATCACCGCTCTGCAGGCTGTTCCTCCTCGGCCTCGTCACGTGTTCAATATGCTAAAGAAGTATGTCCGCGCA

GAACAGAAGGACAGACAGCACACCCTAAAGCATTTCGAGCATGTGCGCATGGTGGATCCCAAGAAAGCCGCTCAG

ATCCGGTCCCAGGTTATGACACACCTCCGTGTGATTTATGAGCGCATGAATCAGTCTCTCTCCCTGCTCTACAAC

ACCACTCCACCACETTCTEEETTCACAAATATCARGACCEAGEAGATCTCTGAAGTGAAGATGGATGCAGAATTC

CGACATGACTCAGGATATGAAGTTCATCATCAAAAATTGGTGTTCTTTGCAGAAGATGTGGGTTCAAACAAAGGT
GCAATCATTGGACTCATGGTGGGCGGTGTTGTCATAGCGACAGTGATCGTCATCACCTTGGTGATGCTGAAGAAG
AAACAGTACACATCCATTCATCATGGTGTGGTGGAGGTTGACGCCGCTGTCACCCCAGAGGAGCGCCACCTGTCC
AAGATGCAGCAGAACGGCTACGAAAATCCAACCTACAAGTTCTTTGAGCAGATGCAGAACTAG

In Blau ist der mit dem Primer (APP-Rev) sequenzierte Abschnitt hervorgehoben
In Grin ist der mit dem Primer (APP-For) sequenzierte Abschnitt hervorgehoben
In Grau ist der mit den beiden Primern sequenzierte Abschnitt hervorgehoben

Unterstrichen sind die zu den beiden entworfenen Primern gehdrigen Sequenzen
(die Sequenzierung mit den Primern T7 und BGH hat keine Ubereinstimmung mit der
Orginal-Sequenz gebracht.)
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Sequenz (APP695 mit dem Primer ,,APP-For¢)
TTTGTATTTTTTTTTCCGGACTGAGCTGGGGGGCGGACAGACCGACTATGCAGATGGGAGTGAAGACAAAGTAGT

AGAAGTAGCAGAGGAGGAAGAAGTGGCTGAGGTGGAAGAAGAAGAAGCCGATGATGACGAGGACGATGAGGATGG
TGATGAGGTAGAGGAAGAGGCTGAGGAACCCTACGAAGAAGCCACAGAGAGAACCACCAGCATTGCCACCACCAC
CACCACCACCACAGAGTCTGTGGAAGAGGTGGTTCGAGTTCCTACAACAGCAGCCAGTACCCCTGATGCCGTTGA
CAAGTATCTCGAGACACCTGGGGATGAGAATGAACATGCCCATTTCCAGAAAGCCAAAGAGAGGCTTGAGGCCAA
GCACCGAGAGAGAATGTCCCAGGTCATGAGAGAATGGGAAGAGGCAGAACGTCAAGCAAAGAACTTGCCTAAAGC
TGATAAGAAGGCAGTTATCCAGCATTTCCAGGAGAAAGTGGAATCTTTGGAACAGGAAGCAGCCAACGAGAGACA
GCAGCTGGTGGAGACACACATGGCCAGAGTGGAAGCCATGCTCAATGACCGCCGCCGCCTGGCCCTGGAGAACTA
CATCACCGCTCTGCAGGCTGTTCCTCCTCGGCCTCGTCACGTGTTCAATATGCTAAAGAAGTATGTCCGCGCAGA
ACAGAAGGACAGACAGCACACCCTAAAGCATTTCGAGCATGTGCGCATGGTGGATCCCAAGAAAGCCGCTCAGAT
CCGGTCCCAGGTTATGACACACCTCCGTGTGATTTATGAGCGCATGAATCAGTCTCTCTCCCTGCTCTACAACGT
GCCTGCAGTGGCCGAGGAGATTCAGGATGAAGTTGATGAGCTGCTTCAGAAAGAGCAAAACTATTCAGATGACGT
CTTGGCCAACATGATTAGTGAACCAAGGATCAGTTACGGAAACGATGCTCTCATGCCATCTTTGACCGAAACGAA
AACCACCGTGGAGCTCCTTCCCGTGAATGGAGAGTTCAGCCTGGACGATCTCCAGCCGTGGCATTCTTTTGGGGC
TGACTCTGTGCCAGCCAACACAGAAAACGAAGTTGAGCCTGTTGATGCCCGCCCTGCTGCCGACCGAGGACTGAC
CACTCGACCAGGTTCTGGGTTGACAAATATCAAGACGGAGGAAATCCCTGAATTGAAAATGGATGCAGAATTCCG
ACTTGACTCGGGATTTGAAGTTCATCCTCCAAAAATTGGGTGTCCTTTGCCAAAAAATTGGGGTTCAAACAAAAG
TTGCAACCATTGGACCCTTGGGTGGGCCGGGTGTGTCTAAACCGCCAGTGAATCTCTTTCCCCTTGGGGAATTCT

In Gelb ist der Bereich markiert, der sich mit einem entsprechenden Bereich in der APP695-
Sequenz laut CCDS

Sequenz (APP695 mit dem Primer ,,APP-Rev*) reverse Complement
ATGGGAAGTGGGGATTCAGATCCCTTCCAGGAACCAAAACCTTGCATTGATTCCCAAGGAAGGCATCCTTGCAGT

ATTGCCAAGGAAGTCTACCCTGAACTGCAGATCACCCAATGTGGTAGAAGCCAACCAAACCAGTGACCATCCAGA
ACTGGTGCAAGCGGGGCCGCAAGCAGTGCAAGACCCATCCCCACTTTGTGATTCCCTACCGCTGCTTAGTTGGTG
AGTTTGTAAGTGATGCCCTTCTCGTTCCTGACAAGTGCAAATTCTTACACCAGGAGAGGATGGATGTTTGCGAAA
CTCATCTTCACTGGCACACCGTCGCCAAAGAGACATGCAGTGAGAAGAGTACCAACTTGCATGACTACGGCATGT
TGCTGCCCTGCGGAATTGACAAGTTCCGAGGGGTAGAGTTTGTGTGTTGCCCACTGGCTGAAGAAAGTGACAATG
TGGATTCTGCTGATGCGGAGGAGGATGACTCGGATGTCTGGTGGGGCGGAGCAGACACAGACTATGCAGATGGGA
GTGAAGACAAAGTAGTAGAAGTAGCAGAGGAGGAAGAAGTGGCTGAGGTGGAAGAAGAAGAAGCCGATGATGACG
AGGACGATGAGGATGGTGATGAGGTAGAGGAAGAGGCTGAGGAACCCTACGAAGAAGCCACAGAGAGAACCACCA
GCATTGCCACCACCACCACCACCACCACAGAGTCTGTGGAAGAGGTGGTTCGAGTTCCTACAACAGCAGCCAGTA
CCCCTGATGCCGTTGACAAGTATCTCGAGACACCTGGGGATGAGAATGAACATGCCCATTTCCAGAAAGCCAAAG
AGAGGCTTGAGGCCAAGCACCGAGAGAGAATGTCCCAGGTCATGAGAGAATGGGAAGAGGCAGAACGTCAAGCAA
AGAACTTGCCTAAAGCTGATAAGAAGGCAGTTATCCAGCATTTCCAGGAGAAAGTGGAATCTTTGGAACAGGAAG
CAGCCAACGAGAGACAGCAGCTGGTGGAGACACACATGGCCAGAGTGGAAGCCATGCTCAATGACCGCCGLLCGCC
TGGCCCTGGAGAACTACATCACCGCTCTGCAGGCTGTTCCTCCTCGGCCTCGTCACGTGTTCAATATGCTAAAGA
AGTATGTCCGCGCAGAACAGAAGGACAGACAGCACACCCTAAAGCATTTCGAGCATGTGCGCATGGTGGATCCCA
AGAAAGCCGCTCAGATCCGTCCCAGTATACCCCTATTAAAAAAAAAACTTA

In Gelb ist der Bereich markiert, der sich mit einem entsprechenden Bereich in der APP695-
Sequenz laut CCDS.
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