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1. Einleitung

1.1. Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer (,Alzheimer’s disease®, AD) ist eine progressive neurodegenerative
Erkrankung, welche mit einem fortschreitenden Verlust der kognitiven Fahigkeiten
einhergeht. AD ist die haufigste Form der Demenz und weltweit sind Gber 35 Millionen
Menschen davon betroffen!. Der wesentliche Risikofaktor fir die Manifestation der
Erkrankung ist das Altern mit deutlicher Zunahme der Inzidenz in steigenden
Lebensjahren?. Daher ist angesichts der Bevolkerungsentwicklung in den westlichen
Industrienationen mit immer &lter werdenden Personengruppen mit einer
zunehmenden Pravalenz und damit einhergehender zunehmender 6konomischer

Relevanz dieser Erkrankung in den nachsten Jahrzehnten zu rechnen?.

Bildung von Neurofibrillen, Ablagerung von senilen Plaques, Verminderung der
kortikalen Synapsendichte und zerebrale Atrophie infolge von Neurodegeneration sind
zentrale neuropathologische Kennzeichen von Morbus Alzheimer34. Die
pathologischen Neurofibrillen (,neurofibrillary tangles®, neurofibrillare Bindel)
bestehen aus aggregiertem hyperphosphoryliertem Tau-Protein. Das physiologische,
nicht-hyperphosphorylierte Tau-Protein spielt eine wichtige Rolle beim Zusammenbau
und bei der Stabilitat von Mikrotubuli®>’. Ein wesentlicher Bestandteil der senilen

Plaques hingegen bildet eine aggregierte Form von Amyloidp (AR)8-1°.
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Abbildung 1.1: Senile Plaques und Neurofibrillare Blindel

Dargestellt sind senile Plaques (A) bestehend aus aggregiertem AB und Neurofibrillen (B)
bestehend aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein.

(Quelle: Institut fir Neuropathologie, Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf)

AB wird durch Proteolyse aus einem Transmembranprotein, dem Amyloid-Vorlaufer-
Protein (,Amyloid-Precursor-Protein“, APP) gebildet!'. Im physiologischen Zustand
besteht eine Homdostase zwischen AB-Bildung und —Abbau. Gemald der Amyloid-
Hypothese tragt eine Storung dieses Gleichgewichts mit vermehrter Bildung oder
vermindertem Abbau und damit einhergehender Anreicherung des Amyloids

wesentlich zur Pathogenese von M. Alzheimer beil?15,

1.1.1. Klinische Kennzeichen und Therapie

Vor rund hundert Jahren im Jahre 1907 wurde Morbus Alzheimer das erste Mal von
Alois Alzheimer in ,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“ beschrieben.
Darin wurde der Fall von Auguste D. beschrieben, welche mit auffalligen
Gedachtnisstorungen und Wahnideen in einer Nervenheilanstalt behandelt wurde.®
Im Jahr 1910 wurde von Emil Kraepelin der Begriff ,Alzheimersche Krankheit® in

seinem Lehrbuch fiir Psychiatrie eingefihrt!’.



Die Erkrankung beginnt zumeist mit diskreten Gedéachtnisstbrungen, insbesondere das
Kurzzeitgedéachtnis betreffend. In diesen friihen Stadien von AD spricht man noch von
einer milden kognitiven Stérung (,mild cognitive impairment®, MCI). Dabei kommt es
zwar schon zu kognitiven Einbul3en, jedoch schrénken diese die Alltagskompetenz
nicht wesentlich ein.*®

Daraufhin kommt es tber mehrere Jahre in einem langsam progredienten Verlauf zu
der Ausbildung weiterer kognitiver Defizite, unter anderem zu Sprachstérungen,
Organisations- und Orientierungsstorungen, visuell-rdumliche Desorganisation,
Apraxie und psychiatrische Symptome. Zu diesen gehdren vor allem depressive
Verstimmung, Unruhe, Enthemmung, Aggressivitat sowie sozialer Rickzug. In
Spatstadien kénnen neben den neuropsychologischen, kognitiven Symptomen auch
motorische Symptome, wie Pyramidenbahnzeichen, Myoklonien, Tonus- und
Haltungsanomalien auftreten. Die Krankheit endet mit dem Verlust der
Eigenstandigkeit und Kontaktfahigkeit sowie in vollstandiger Pflegebedurftigkeit des
Patienten.19-2

Fur Betreuende und Angehdrige stellt der Krankheitsverlauf eine enorme emotionale
Belastung dar. Die durchschnittliche Lebenserwartung ab Diagnosestellung betréagt 3
bis 10 Jahre?2. Haufige Todesursachen der Patienten sind Unterernahrung, sekundéare

Infektionen oder Lungenembolien??.

Die ersten pathologischen neurofibrillaren Bindel finden sich typischerweise im
medialen Temporallappen, vor allem im Bereich des Hippokampus und der Area
entorhinalis?®. Diese Strukturen sind essentiell in der Konsolidierung von
Gedachtnisinhalten und durch deren Ausfall kommt es zum Kklinischen Bild der
anterograden Amnesie?4. Im weiteren Verlauf breiten sich die neuropathologischen
Veradnderungen Uber den posterioren Temporal- und den Frontallappen schlie3lich
Uber den gesamten Isokortex aus. Das Ausbreitungsmuster der Neurofibrillen wurde
nach Braak und Braak in sechs Stadien eingeteilt>3. Auch wenn dies eine Korrelation
zwischen der Anatomie der Neuropathologie und dem klinischen Bild der Erkrankung
verdeutlicht?®, treten dennoch erste Veranderungen schon Jahre vor der klinischen
Krankheitsmanifestation auf?6?’ und erste ,biologische Marker* kénnen schon lange

vor Entwicklung der klinisch manifesten Demenz nachgewiesen werden?8,



Die weitaus meisten Krankheitsfélle treten sporadisch, meist nach dem 65. Lebensjahr
auf (,late-onset AD“, LOAD, senile Form). Bis heute weil3 man jedoch sehr wenig tGber
die multifaktorielle Genese. In grol3en Studien konnten mdogliche Risikofaktoren
identifiziert werden. Dazu gehdren unter anderem das Alter, das weibliche Geschlecht,
geringe Schulbildung, geringe kdrperliche und geistige Aktivitat, Hypercholesterindmie
im mittleren Lebensalter, Diabetes 2°3° sowie eine Genvariante vom Apolipoprotein-E
(Genallel: Apoe-4)3132, Das Apoe-4-Allel scheint dabei einen Einfluss auf die AB-
Aggregation und den —Abbau zu haben3334, Fur die Manifestation der Erkrankung ist
die alleinige Tragerschaft dieses Genallels jedoch nicht ausreichend (bei circa 20 %
der Normalbevolkerung nachweisbar)3>-37. Daneben konnten inzwischen noch weitere
Risikogene identifiziert werden. Zu denen gehdren im Wesentlichen Gene, die flur
Proteine im Fettstoffwechsel, in der Endozytose und im Rahmen der

Entziindungsreaktion kodieren38,

Nur 1-6 % der Krankheitsfalle treten vor dem 65. Lebensjahr auf und werden als ,early-
onset AD“ (EOAD, prasenile Form) klassifiziert. Circa 10 % der EOAD werden
autosomal-dominant vererbt (FAD, familiare Form) und sind daher mit weniger als 1 %
der Krankheitsfalle sehr selten.3® Inzwischen wurden verschiedene Mutationen in drei
Genen auf drei Chromosomen als Ausldser identifiziert. Dabei handelt es sich um
Mutationen im Prasenilin-Gen 1 (PSEN 1) auf Chromosom 144941 im Prasenilin-Gen
2 (PSEN 2) auf Chromosom 14243 sowie um Mutationen im APP-Gen auf Chromosom

2144,45_

Die Produkte dieser Gene sind alle im AB-Metabolismus involviert: APP als
transmembranes Protein, aus dem AR durch die y-Sekretase-Aktivitat, an der unter
anderem Prasenilin 1 oder Prasenilin 2 beteiligt sind*¢4’, freigesetzt wird.114849 Die
Mutationen fuhren entweder zu einer erhdhten Produktion von AB oder steigern
dessen  Aggregationsneigung durch unterschiedliche Mechanismen, wie
beispielsweise durch einen erhéhten AB42/AB4o-Quotienten. Klinisch sind die familiaren
Alzheimer-Falle, abgesehen vom frihen Krankheitsbeginn, nur schwer bis gar nicht
von den sporadischen Fallen zu unterscheiden. Das legt die Vermutung nahe, dass
beiden Formen gemeinsame pathologische Stoffwechselveranderungen zugrunde
liegen, die schlie3lich zum Vollbild des Morbus Alzheimer fihren. Nichtsdestotrotz sind
die bisher bekannten Mutationen nur fir einen &uRerst geringen Teil der

8



Krankheitsfélle verantwortlich, sodass es letztlich weiterer Grundlagenforschung zum
Verstandnis der molekularen Mechanismen des APB-Metabolismus und dessen
Auswirkungen auf das neuronale Netzwerk im Hinblick auf die Entwicklung neuer

Therapieoptionen bedarf.

So ist bis heute die Therapie neben AllgemeinmalRnahmen, wie Unterbringung in
geronto-psychiatrischen Tageskliniken, gezielte Férderung vorhandener Fahigkeiten
und supportive Therapiemal3nahmen (wie zum Beispiel Ergo- und Physiotherapie) im
Wesentlichen auf zwei Substanzklassen beschrankt: Acetylcholinesterase-Inhibitoren
und NMDA-Antagonisten (N-Methyl-D-Aspartat-Antagonisten)®°. Die Therapie mit
Acetylcholinesterasehemmern basiert auf der Annahme, dass es durch kortikale
Synapsenverarmung zu einem relativen cholinergen Neurotransmitterdefizit kommt®?.
Der eingesetzte NMDA-Antagonist Memantin schitzt neuronale Zellen vor einer
Glutamat-vermittelten  Exzitotoxizitat>?>. Die  Exzitotoxizitdt beschreibt eine
Uberstimulation von Glutamat-Rezeptoren (insbesondere AMPA- und NMDA-
Rezeptoren), bei der es infolge eines massiven Calcium-Einstroms zur Apoptose der
Zelle kommt®3,

Allerdings unterbindet keine der heute zugelassenen Therapieoptionen das
chronische Fortschreiten der Erkrankung oder fuhrt gar zu einer Heilung. Weitere
Therapieansatze, unter anderem basierend auf der Amyloid-Hypothese, werden

inzwischen verfolgt und getestet>0:54.55,

1.1.2. APP und dessen Proteolytische Prozessierung

Vor rund 30 Jahren wurde zum ersten Mal AR als wesentlicher Bestandteil der
Amyloid-Plaques in den Gehirnen von Patienten mit Morbus Alzheimer entdeckt®.
Kurze Zeit spater konnte das Amyloid-Precursor-Protein als eben jenes
Transmembranprotein identifiziert werden, aus dem A durch proteolytische
Prozessierung hervorgeht'1484956  \Wiederum kurze Zeit spater konnten erste
autosomal-dominant vererbte Mutationen im APP-Gen auf Chromosom 21 identifiziert
werden, die fur eine familiare Variante der Alzheimer-Erkrankung verantwortlich
sind*45, Ein weiteres Indiz fir die wichtige Rolle von APP in der Pathogenese von
Morbus Alzheimer ist die Tatsache, dass es bei Trisomie 21 mit letztlich drei Genallelen

9



des APP-Gens schon frihzeitig zur Ablagerung von Amyloid-Plaques und zur

Entwicklung einer Demenz kommt.

APP ist ein evolutionar konserviertes®” und ubiquitar exprimiertes Protein®®, dessen
Funktionen bis heute trotz ausgiebiger Forschung nicht vollstandig geklart sind.
Diskutiert werden unter anderem Funktionen in der Entwicklung des Gehirns, in
Reparaturmechanismen nach Schaden und im Rahmen der neuronalen Plastizitat.>®
61 Durch alternatives mRNA-SpleiBen entstehen verschiedene APP-Isoformen, von
denen insbesondere APP695 im neuronalen Gewebe exprimiert wird®2. Des Weiteren
sind zwei homologe Proteine (,APP-like Proteins“, APLPs) bekannt®3-%°, die jedoch

nicht die AB-Sequenz enthalten®®.

Bei der proteolytischen Prozessierung von APP unterscheidet man einen
amyloidogenen von einem nicht-amyloidogenen Weg, welche beide auch in gesunden
Individuen vorkommen®’. Beim nicht-amyloidogenen Prozess wird APP zunachst
durch die a-Sekretase innerhalb der AB-Sequenz geschnitten, wodurch eine grol3e
Ektodomane namens sAPPa in den extrazelluldren Raum freigesetzt wird. Ubrig bleibt
ein 83 Aminosauren langes membrangebundenes C-terminales Fragment C83,
welches wiederum durch Aktivitat der y-Sekretase in AICD (,Amyloid intracellular
domain“) und p3 gespalten wird®®.

Beim amyloidogenen Weg wird APP zun&chst durch Proteolyse der B-Sekretase
(,beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1% BACE-1) in die Ektodoméane
sAPPB und ein 99 Aminosauren langes transmembranes Fragment C99 gespalten®®-
1, C99 fungiert ebenso als Substrat der y-Sekretase und wird durch diese in AR und
AICD gespalten. Der y-Sekretase-Komplex setzt sich aus vier Untereinheiten
zusammen: Prasenilin, Nicastrin; APH-1 (,anterior pharynx-defective 1) und PEN-2
(,presenilin enhancer 2“).7273 Die Proteolyse der y-Sekretase erfolgt innerhalb der
Membran’# und ist nicht vollstandig exakt, sodass ein Spektrum an AB-Peptiden, die
sich in der LAnge am C-Terminus um einige Aminosauren unterscheiden, produziert
wird”>76, AICD wird ins Zytosol freigesetzt und spielt eventuell eine Rolle in der

Regulation der Gentranskription’”:78,

10
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Abbildung 1.2: Proteolytische Prozessierung von APP

Dargestellt sind der amyloidogene und nicht-amyloidogene Weg der proteolytischen
Prozessierung von APP. Die griinen Pfeile markieren die Schnittpunkte der a-, - und y-
Sekretase.

(Modifiziert nach Thinakaran, G. and E. H. Koo (2008). "Amyloid precursor protein
trafficking, processing, and function." J Biol Chem 283(44): 29615-29619.)

Dementsprechend konkurrieren a- und B-Sekretase-Aktivitat um die Bildung von AR,

sodass eine erhthte a-Sekretase-Aktivitat die Bildung von AR reduziert”®-0,

Mitunter scheint die Lokalisation der Substrate in unterschiedlichen Zelldoméanen die
konkurrierende Aktivitat zu beeinflussen. So ist die Proteolyse mittels B-Sekretase
abhangig von Lipid-Rafts, wohingegen die a-Sekretase auf3erhalb von Lipid-Rafts
arbeitet®82, Zudem reduziert die Inhibition der Endozytose die Proteolyse mittels -
Sekretase®s. So konnte gezeigt werden, dass die B-Proteolyse in frilhen Endosomen
stattfindet und AP in Assoziation mit Exosomen (kleinen extrazellularen Vesikeln

endosomalen Ursprungs) freigesetzt wird®4.

Anscheinend wird die Proteolyse von APP und damit die Freisetzung von AB direkt
durch neuronale Aktivitat getriggert, eventuell mit der Aufgabe neuronale
Uberstimulation zu unterbinden®. Allerdings bleibt die physiologische Funktion der
Proteolyse und deren Produkte bis heute weitestgehend ungeklart.
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1.1.3. Amyloidp (AB)

Das 38-43 Aminosauren lange AB wurde urspriinglich in meningealen Arteriolen und
Venolen von Patienten mit Morbus Alzheimer und Patienten mit Trisomie 21
entdeckt®87, Erst spater konnte das Amyloid als wesentlicher Bestandteil von senilen

Plaques identifiziert werden?.

Lange wurde angenommen, dass die Sekretion von AB nur unter pathologischen
Bedingungen erfolgt, bis schliel3lich nachgewiesen werden konnte, dass A sowohl
von neuronalen als auch von nicht-neuronalen Zellen unter physiologischen
Bedingungen sezerniert wird®-°l, Diese Tatsache impliziert eine physiologische
Funktion von AB. Unter anderem wurde AR inzwischen eine Rolle im
Cholesterinstoffwechsel®?, in der Regulation der Transkription®® sowie im Rahmen von
Lernen und Gedachtnis®* zugeschrieben. In gesundem neuronalem Gewebe wird AR
durch verschiedene Enzyme, wie Neprilysin, Endothelin-konvertierendes Enzym und

Insulysin abgebaut®®.

Dabei sind Monomere der 40 Aminosauren langen Variante ABso deutlich haufiger
vorhanden als das viel mehr zur Aggregation neigende und neurotoxisch wirkende
AB42%%97 Der Aggregationsprozess von AB-Monomeren und —Dimeren tiber Oligomere
zu Proto-Fibrillen und Fibrillen stellt einen komplizierten molekularen Prozess dar, der
unter anderem auch mit einem Prion-&hnlichen Mechanismus der Proteinfehlfaltung
einhergeht. Wohingegen AB-Monomere vor allem eine a-helikale beziehungsweise
ungeordnete Struktur aufweisen, finden sich in den Proteinaggregaten vorzugsweise
B-Faltblattstrukturen. Dabei scheint der Polymerisationsprozess abhangig von einer
Art Keimbildung im Rahmen der Proteinfehlfaltung zu sein. Nach dieser These
unterscheidet man thermodynamisch zwei Phasen der Polymerisation: eine
Nukleationsphase (Keimbildungsphase) und eine Elongationsphase (siehe Abbildung
1.3).98.99
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Abbildung 1.3: Aggregation von Amyloidf3

In der langsamen Nukleationsphase lagern sich Monomere und Dimere im Rahmen
einer Proteinfehlfaltung zu Oligomeren zusammen, die reich an j-
Faltblattstrukturen sind. Wenn ein kritischer Punkt erreicht wurde, lagern sich in der
schnelleren und thermodynamisch gunstigeren Elongationsphase viele Monomere
an die praformierten Strukturen und bilden Proto-Fibrillen und Fibrillen bis zu einem
bestimmten Sattigungspunkt. Durch Zugabe praformierter Aggregationskeime
(engl. ,Seeds®) verkirzt sich die initiale Nukleationsphase (rote Linie).

(Modifiziert nach: Kumar, S. and J. Walter (2011). "Phosphorylation of amyloid beta
(Abeta) peptides - a trigger for formation of toxic aggregates in Alzheimer's disease.”
Aging (Albany NY) 3(8): 803-812.)

Dabei stehen vor allem lésliche Oligomere als neurotoxische Entitat zur Diskussion00-
102 Neben dem Verlust der Synapsen'®® korreliert die Schwere der
Kognitionseinschrankung mit der Menge an Iéslichen Oligomeren, jedoch nicht mit der
absoluten Menge von ABR%4198 Und auch wenn die Schwere der Demenz nicht mit der
Menge der Amyloid-Plaques korreliert, so kénnten diese dennoch als Reservoir
dienen, aus denen sich bei einem Verschieben des molekularen Gleichgewichts
wieder ldsliche AB-Strukturen Iésen. So konnte nachgewiesen werden, dass diese
Oligomere im Hippokampus die Langzeit-Potenzierung (,long-term potentiation®, LTP)
inhibieren'®! und die Langzeit-Depression (,long-term depression®, LTD) fordern®®.
Die LTP beschreibt eine langandauernde Verstarkung der synaptischen Aktivitat
zwischen Neuronen und stellt eine wichtige molekulare Grundlage der neuronalen

Plastizitdt und des Lernens dar. Hingegen beschreibt die LTD die langandauernde
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Abschwéachung der Signaltubertragung'®. Unterstiitzend konnten inzwischen APP-
Mutationen identifiziert werden, welche zwar die absolute Menge an AP nicht erhéhten,
aber die Oligomer-Bildung favorisieren und klinisch zur Alzheimer-Demenz

fuhren111.112

Fur die Entwicklung kurativer Therapieansatze ist es essenziell die physiologischen
und pathologischen Mechanismen zu erforschen, welche die Produktion, die

Aggregation und den Abbau von A regulieren.

1.1.4. AB, Tau und Neurodegeneration

Die Amyloid-Hypothese besagt, dass die Ursache der Alzheimer-Erkrankung die
pathologische Anreicherung von AR, insbesondere AR ist'?. Durch diese
Anreicherung kommt es letztlich zu einer Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins mit
der Bildung von Neurofibrillen, zur synaptischen Dysfunktion und zur Entstehung der
Demenz'?.

Mutationen im Tau-Protein fuhren zwar neuropathologisch zur Bildung von
Neurofibrillen, aber klinisch zur Entwicklung einer Frontotemporalen Demenz mit
Parkinson-Symptomatik assoziiert zu Chromosom 17 (FTD-P 17). Diese
unterscheiden sich klinisch deutlich von Morbus Alzheimer.'3 Zwar korreliert die Tau-
Pathologie eher mit den kognitiven Einschrédnkungen als die Menge an Amyloid-
Plaques!>''4  aber letztlich ist anzunehmen, dass die Menge an
hyperphosphoryliertem Tau-Protein wichtig, aber nicht entscheidend fur die
Entstehung der Alzheimer-Demenz ist.

Zusammenfassend kann man behaupten, dass AB-Oligomere die primare
pathologische Entitat in AD bilden. Die Frage welche molekularen Signalwege zu einer
Hyperphosphorylierung von Tau, zur synaptischen Dysfunktion und zur Inhibition der
LTP fahren, ist Gegenstand aktueller Forschung.

In diesem Zusammenhang konnte PrPC als hochaffiner Rezeptor fiir AB-Oligomere,
nicht Fibrillen und nicht Monomere, identifiziert werden!*>. Und diese Interaktion wird

mitunter als ursachlich furr die Ausbildung der Krankheitspathologie diskutiert!.
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1.2. Zellulares Prion-Protein (PrP¢)

Das zellulare Prion-Protein (PrPC) wird in vielen Zelltypen des Organismus

exprimiert''”18 Ein besonders hohes Maf} an Expression findet sich im neuronalen

Gewebell9,

Das circa 35 kDa grol3e Protein wird durch das PRNP-Gen kodiert und nach dessen

Transkription mit Hilfe eines Glykosylphosphatidylinositol-Ankers (GPI-Anker) an der

auReren Zellmembranseite in Lipid Rafts verankert'?%12!, Das Protein setzt sich aus

einem flexiblen, unstrukturierten N-Terminus und einer globularen C-terminalen

Domane, in welcher sich vorwiegend a-helikale Strukturen finden, zusammen???,

Ahnlich wie APP wird auch das membrangebundene PrPC proteolytisch prozessiert123

(s. Abb. 1.4).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung von murinen PrP¢ und dessen
proteolytische Prozessierung

A: Das zellulare Prion-Protein wird mittels GPI-Anker an der &ufR3eren
Zellmembranseite in Lipid-Rafts verankert. Die flexible N-terminale Domé&ne kann
Kupfer und oligomeres AR binden (lila Dreiecke). Die globulare C-terminale
Domane beinhaltet zwei Seitenketten fur die N-Glykosylierung.

B: Posttranslational wird eine N-terminale (AS 1-22, graue Box) und eine C-
terminale (AS 231-254, graue Box) Sequenz entfernt. C-terminal wird ein GPI-
Anker angehangen. Das reife PrPC enthalt eine Octa-Repeat-Region (AS 51-90,
dunkelgrin), eine neurotoxische Doméane (AS 105-125, rot), einen hydrophoben
Kern (AS 111-134, gestrichelt), eine Disulfidbriicke (AS 178 und 213) und zwei
Glykosylierungsstellen (AS 180 und 196). Es wurden bisher drei proteolytische
Prozessierungen beschrieben: -Spaltung, a-Spaltung und Shedding.

(Modifiziert nach: Altmeppen, H. C., et al. (2012). "Proteolytic processing of the
prion protein in health and disease." Am J Neurodegener Dis 1(1): 15-31.)
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1.2.1. Physiologische Funktion des Prion-Proteins

Die Tatsache, dass die PRNP-Gensequenz evolutionar hochkonserviert ist, deutet auf
eine wichtige physiologische Funktion des Prion-Proteins hin. Diese konnte allerdings
bis heute nicht vollstéandig geklart werden.124:125

Interessanterweise  weisen  PRNP-Knock-Out-Méuse  keine  wesentlichen
anatomischen oder physiologischen Stérungen auf!?. Nur leichte Veranderungen
unter anderem im Lernmechanismus und im Schlaf-Wach-Rhythmus werden
diskutiert'?’. Zudem wird dem PrPC eine wichtige Rolle im Immunsystem?!?, in der
Zelladhasion'?®, in der Signaltransduktion'®® sowie im Kupfer- und Zink-
Stoffwechsel'31:132 zugeschrieben. Erganzend scheint PrP¢ neuro- und zytoprotektive
Aufgaben zu erfillen'33134, Zu den neuroprotektiven Eigenschaften gehort unter
anderem auch die Unterdrickung von Exzitotoxizitdt durch Hemmung des NMDA-

Rezeptors.

1.2.2. Pathologie des Prion-Proteins

Das Wort Prion wurde urspringlich von ,proteinaceous infectious particle“ abgeleitet
und nimmt damit Bezug auf die Entdeckung, dass Prionenerkrankungen nur durch ein
fehlgefaltetes Protein, dem PrPS¢ (,Prion-Protein Scrapie”) hervorgerufen
werden'36:137 Dem zugrunde liegt eine Konformationsanderung des physiologischen
PrP¢ in ein B-faltblattreiches PrPS¢, welches in der Lage ist seine pathologische
Konformation auf weitere physiologische Prion-Proteine zu tbertragen und sich so im
Organismus auszubreiten. Zudem konnen Prionen auch zwischen verschiedenen
Organismen Uubertragen werden. Was Prionen von anderen Infektionserregern
abgrenzt, ist die Tatsache, dass sie keinen genetischen Informationstrager fir ihre
Infektiositat bendtigen. Zu den Spongiformen Enzephalopathien (,Transmissible
spongiform encephalopathies®, TSE’s) gehtren unter anderem die Creutzfeldt-Jakob-
Erkrankung (,Creutzfeldt-Jakob-Disease“, CJD), das Gerstmann-Straussler-
Scheinker-Syndrom (GSS)%8139  die Letale Familiare Insomnie (,Fatal Familial
Insomnia“, FFI)1#° und Kuru'*! beim Menschen sowie Bovine Spongiforme

Enzephalopathie (BSE) bei Rindern'#? und Scrapie bei Schafen.143
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PrPS¢ hat im Vergleich zu PrP¢ mehr B-Faltblattstrukturen und ist resistenter
gegeniber dem Verdau durch die Proteinase K44, Fir die Neurotoxizitat und die
Ausbreitung der Pathologie bedarf es dem Vorhandensein von membrangebundenen
PrPC 145146 Die Ausbreitung der Erkrankung folgt demnach einem Modell, in dem sich
PrPSc von Zelle zu Zelle Ubertragt, seine pathologische Konformation auf PrP¢
Ubertragt und sich das Pathogen so im Organismus und innerhalb neuronaler

Netzwerke ausbreitet.

Die infektiose Ubertragung zwischen Organismen erfolgt vorwiegend nach oraler
Aufnahme von PrPs¢, Die Resistenz gegentber Proteinase K kdnnte eine Erklarung
daftrr bieten, warum PrPS¢ im Verdauungstrakt nicht vollstandig abgebaut wird.14’

Nach Aufnahme kommt es zur Ausbreitung des Pathogens im Lymphsystem48 und im
peripheren Nervensystem'#%, Dabei sind verschiedene Zellen, u.a. auch Immunzellen
beteiligtt>%15, Letztlich kommt es zur Infektion des ZNS, wobei der grundlegende
molekulare Mechanismus der Ausbreitung weiterhin ungeklart bleibt und weiterer
Studien bedarf'®2. Moglicherweise wird hierfir ein enger Zell-zu-Zell-Kontakt
bendétigt!s3, aber es gibt auch Hinweise fir die Ubertragung mit zellfreien Medien54155,

sodass mindestens ein weiterer Ubertragungsweg diskutiert werden muss.

So konnte gezeigt werden, dass sowohl PrP¢ als auch PrPS¢ in Assoziation mit
Exosomen in den extrazellularen Raum freigesetzt werden'®®. Diese Assoziation

koénnte eine Erklarungsgrundlage fir die Ausbreitung des Pathogens liefern.

1.2.3. Prion-Protein und Morbus Alzheimer

Abgesehen von seiner Rolle in Spongioformen Encephalopathien scheint PrP¢ auch
in Morbus Alzheimer von Bedeutung zu sein. So konnte nachgewiesen werden, dass
membrangebundene Prion-Proteine als hochaffine Rezeptoren fur l6sliche Ap-
Oligomere dienen. Monomere und Fibrillen wurden hingegen nicht gebunden. Fur die
Interaktion ist der N-Terminus entscheidend und es konnten zwei protein-bindende
Regionen identifiziert werden: an den Aminosauren 23-27 sowie 95-110 (s. Abbildung
1.4). Aktuell wird diskutiert, ob diese Bindung entscheidend fur die Vermittiung der

neurotoxischen Effekte von I6slichen AB-Oligomeren ist.115.157.158
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Denn durch die hochaffine Bindung, wobei scheinbar LPR1'%° und mGLUR5'%° als Co-
Rezeptoren dienen, kommt es zur Aktivierung der Fyn-Kinase!®!. Diese wiederum ist
verantwortlich fur die Phosphorylierung der GIluN2B-Untereinheit von NMDA-
Rezeptoren, welches letztlich zur synaptischen Dysfunktion fiihren soll*®2, Zudem fiihrt
die Fyn-Kinase-Aktivierung zur Phosphorylierung von Tau-Protein'®3, Voraussetzung

fur diesen Signalweg ist die Integritat der Lipid Rafts?®®,

In einem AD-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Expression von PrP¢
notwendig fur die kognitiven Einschréankungen und fir die Ausbildung typischer
neuropathologischer Kennzeichen ist, wobei die Expression von APP durch die
Anwesenheit von PrPC nicht verandert wurde!®’. Weiterhin wurde beschrieben, dass
PrPC die Aggregation von AR fordert'%* und sich in Amyloid-Plaques findet!®®. Letztlich
konnte ein Met/Val 129 Polymorphismus des PRNP-Gens als Risikofaktor fur EOAD

identifiziert werden166-169,

Auf der anderen Seite nimmt durch Uberexpression von PrPC die Aktivitat der B-
Sekretase und damit einhergehend die Produktion von AB ab'’°. Zudem bindet N1 (ein
proteolytisches Produkt von PrP¢) AB-Oligomere und hemmt deren neurotoxischen
Effekte!’t. Dies wiederum weist auf eine protektive Funktion des zellularen Prion-

Proteins im Rahmen der Amyloid-Kaskade und der Pathogenese von AD hin.

So bleibt die Rolle von PrP¢ in Morbus Alzheimer weiterhin Gegenstand aktueller
Forschung mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen'’?. Zwar bestétigen einige
Forschungsgruppen die spezifische Bindung von AB-Oligomeren an PrPC€, jedoch war
die Expression von PrP¢ nicht immer Voraussetzung fir die Vermittlung
neurotoxischer Effektel’3175, Die Diskrepanz der Ergebnisse koénnte durch die

unterschiedliche Praparation der Oligomere erklart werden.
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1.3. Exosomen

Exosomen sind kleine extrazellulare Vesikel (50-150 nm) endosomalen Ursprungs,
welche eine Lipid-Doppelmembran besitzen und vorwiegend der interzellularen
Kommunikation dienen.

Sie finden sich in verschiedenen Korperflissigkeiten; wie Urin’¢, Speichel*’’, Liquort"®
und Blut!” und konnen von vielen Zellen, wie Neuronen®181  Tumorzellen,
Immunzellen, Retikulozyten®? und anderen hamatopoetischen Zellen sezerniert
werden.183

Die Differenzierung zu anderen extrazellularen Vesikeln (EV's), wie zum Beispiel
Mikrovesikel, gelingt durch die Definition der Grdl3e (50-150 nm), die Analyse der
Proteinzusammensetzung und durch die Bestimmung des Saccharose-Gradienten.
Definitionsgemald entstehen Exosomen durch Einstilpung der Membran spater
Endosomen, wohingegen Mikrovesikel durch Ausstilpen der Zellmembran
entstehen, 183185

Zur Aufreinigung hat sich ein Prozedere aus einem 0,22 pum-Filtrationsschritt mit einer
Reihe von Zentrifugationsschritten zur Beseitigung von toten Zellen, groleren
Zellbestandteilen sowie groRRerer extrazellularer Vesikel kombiniert mit einer finalen
Ultrazentrifugation zur Pelletierung der Exosomen etabliert. Zwar finden sich in diesen
Praparationen angereichert Exosomen, eine Kontamination mit anderen

extrazellularen Vesikeln kann jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden.86

1.3.1. Genese von Exosomen

Exosomen werden durch Fusion von Multivesikularen Koérperchen (,multivesicular
bodies“, MVB’s) mit der Zellmembran freigesetzt'®2. MVB’s entstehen aus spaten
Endosomen, in dessen Lumen sich durch Einstilpen und Abtrennen zunehmend
sogenannte intraluminale Vesikel (ILV) formieren. Dabei werden zytosolische Proteine
in das Innere der ILV eingeschleust und Transmembranproteine, mit der
extrazellularen Domane nach aul3en gerichtet in die Membran der spateren Exosomen
einsortiert. Nach Fusion der MVB’s mit der Zellmembran werden die ILV freigesetzt

und anschliel3end als Exosomen bezeichnet. Der genaue Bildungsvorgang der MVB’s,
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die Sortierung der Proteine und die Fusion mit der Zellmembran sind bis heute nicht
vollstandig geklart.183-185

Unter anderem scheint die Ubiquitinierung bei der Sortierung der Proteine eine Rolle
zu spielen'®”:188 Daran ist auch der aus mehreren Proteinen zusammengesetzte
ESCRT (,endosomal sorting complex required for transport®) beteiligt. Daneben
scheinen auch andere Prozesse involviert zu sein'8%1%0, Ungeklart bleibt, warum aus
diesen spaten Endosomen MVB’s und keine Endolysosomen (fir den spateren
lysosomalen Abbau nicht mehr bendtigter Proteine) werden. Hierbei scheint
insbesondere die Lipid-Zusammensetzung entscheidend zu sein'®. Die Sekretion von

Exosomen wird mittels Membran-Depolarisation reguliert'89.192,

Mikrovesikel
Endozytose
Exosomen
-
(] < Fruhes
Endosom
Lysosom

Abbildung 1.5: Genese von Exosomen

Exosomen werden nach Fusion von Multivesikularen Korperchen (MVB) mit
der Zellmembran freigesetzt. Im Gegensatz dazu entstehen Mikrovesikel
durch Aussttlpen der Zellmembran.

(Modifiziert nach: Thery, C., et al. (2009). "Membrane vesicles as conveyors
of immune responses.” Nat Rev Immunol 9(8): 581-593.)
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1.3.2. Zusammensetzung von Exosomen

Die Proteinzusammensetzung von Exosomen variiert abhangig vom sezernierenden
Zelltyp. So finden sich in Exosomen zelltypspezifische Proteine wie MHC-Klasse-II-
Proteine oder T-Zellrezeptoren. Zu den zelltypunabhangigen Proteinen gehdéren unter
anderen Tubulin, Aktin, Hitzeschockproteine (,heat shock proteins®, HSP), MHC-
Klasse-I-Proteine und Tetraspanine.®® Wahrscheinlich gelangen sie im Rahmen der
Biogenese in die Exosomen oder sind Ausdruck einer generellen Funktion.

Weitere Proteine, die in der Entstehung der MVB’s beteiligt sind, sind Alix und
Tsg101%4. Antikorper gegen diese Strukturen werden fur den Nachweis von
Exosomen verwendet. Daneben finden sich gehauft Proteine, welche normalerweise
mit Lipid Rafts assoziiert sind®41%, AuBerdem konnte auch mRNA in Exosomen
nachgewiesen werden. Diese konnte in andere Zellen tibertragen und dort translatiert

werden. Hierfur wurde die Bezeichnung esRNA (,exosomal shuttle RNA") gepragt.1%

1.3.3. Physiologische Funktion der Exosomen

Bis heute ist die Funktion der Exosomen nicht vollstdndig geklart. Wahrscheinlich
dienen sie der interzellularen Kommunikation!®’, der Eradikation nicht mehr benétigter
Metabolite und Proteine als Alternative zum lysosomalen Abbau!®® sowie dem
Transport von zytosolischen Proteinen, Transmembranproteinen,
Membranbestandteilen und sogar von RNA.1851% Exosomen konnen dabei von der
Ziel-Zelle durch Endozytose aufgenommen werden, direkt mit der Zellmembran
fusionieren oder mit extrazellularen Rezeptoren interagieren'®®. Damit dienen sie der
Regulation und Organisation verschiedener Prozesse im multizellularen Organismus,
unter anderem auch in der Immunmodulation, der Angiogenese, der Apoptose sowie
der Zell-Proliferation und -Differenzierung*2,

Im Nervensystem werden EV's von Neuronen'®8l — QOligodendrozyten?®,
Astrozyten?? und Mikrogliazellen??? sezerniert und erfiillen wahrscheinlich eine

wichtige Funktion im Rahmen der Myelinisierung?°® und im neuronalen Uberleben2%4,
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1.3.4. PrP€ und PrPs¢ auf Exosomen

Neben den mdglichen physiologischen Funktionen von Exosomen erwecken sie immer
mehr Interesse in der Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen. So wird
beispielsweise vermutet, dass Exosomen fur die Ausbreitung und den Transport von

Prionen relevant sind.

PrPC findet sich stark angereichert auf Exosomen?% und exosomales PrP¢ konnte von
Zellkulturen kortikaler Neuronen'® und aus Liquor cerebrospinalis von Schafen?%®
nachgewiesen werden.

Sowohl PrP¢ als auch PrPS¢ werden in Assoziation mit Exosomen von Zellen
sezerniert'®. In einer neueren Studie konnte nachgewiesen werden, dass der GroRteil
des extrazellularen PrPSc¢ einer infizierten Zellkultur exosomalen Ursprungs ist?%.
Tatsachlich waren Exosomen von Prionen-infizierten neuronalen Zellkulturen nicht nur
in der Lage Prionen auf nicht-infizierte Zellkulturen zu tbertragen, sondern auch nach
Injektion Prionen-Erkrankungen in Mausen hervorzurufent’®, Mit Inhibition des ESCRT
konnte die Sekretion von PrPS¢ und die Infektiositét reduziert werden?®’,

Eine Ausbreitung von PrPS¢ via Exosomen (und damit unabhangig von Zell-zu-Zell-
Kontakt) konnte die bisher noch unzureichend geklarte Transmission von PrPS¢ vom
Gastrointestinaltrakt in das ZNS erklaren und ein zusétzliches Erklarungsmodell fiir die
Ausbreitung innerhalb des ZNS bieten. Aul3erdem wird der Exosomen-Transport als

relevanter Faktor fiir die Konformationsanderung von PrP¢ in PrPS¢ diskutiert?%,

Neben  Prionen-Erkrankungen  scheinen  Exosomen auch in  weiteren
neurodegenerativen Erkrankungen wie Chorea Huntington?®®, Amyotrophe

Lateralsklerose (ALS)?%° und Morbus Alzheimer®* eine Rolle zu spielen.

1.3.5. Exosomen und Morbus Alzheimer

In 2006 konnte nachgewiesen werden, dass die proteolytische Prozessierung von APP
mit konsequenter Bildung von AB in N2a-Zellen in frihen Endosomen stattfindet und
im Folgenden das B-Amyloid via MVB's in Assoziation mit Exosomen freigesetzt

wird®. Weitere Studien konnten eine Assoziation von APP und Exosomen
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untermauern?122 Auch wenn uber diesen Mechanismus nur kleine Mengen des
insgesamt vorhandenen AR sezerniert werden, kénnte dies dennoch die Grundlage
einer prionen-ahnlichen Transmission von toxischen AB im ZNS bilden?13214, Jedoch
wird dies weiterhin kontrovers diskutiert. So gibt es auf der anderen Seite Hinweise
dafur, dass Exosomen die Aggregation von A in nicht-toxische Aggregate sowie

deren Abbau fordern. Dadurch wird u.a. die neurotoxische Wirkung von AR inhibiert.?>
218

Eine Forschungsgruppe um Yuyama et al. konnte zeigen, dass I0sliches ABaz in
Abhangigkeit von Exosomen aggregiert und im Folgenden von Mikrogliazellen
aufgenommen und abgebaut werden kann?’, Dementsprechend konnte die Bindung
des Amyloids an Exosomen dem Abbau von Ubermal3igem extrazellularen AB dienen.
Tatsachlich konnte die gleiche Forschungsgruppe im Verlauf zeigen, dass die
intracerebrale Applikation von Exosomen in einem AD-Maus-Model die absolute
Menge von AR sowie die AB-vermittelte Synaptotoxizitat reduzieren?*®,

Eine weitere Forschungsgruppe konnte durch die intraventrikulare Injektion von
Exosomen in Ratten die ApB-vermittelte Synaptotoxizitdt antagonisieren.

Voraussetzung fur diesen Effekt war die Anwesenheit von exosomalen PrP¢.215

Andererseits gibt es immer mehr Hinweise dafir, dass Exosomen fiir Ausbreitung von
AB innerhalb des ZNS essenziell sind. Exosomale Proteine wie Alix und Flotillin
akkumulieren in Plaques von AD-Patienten®. Zudem fanden sich in neuronalen
Exosomen aus dem Blut von Alzheimer-Patienten erhdhte Werte von AB42 und pTau
im Vergleich zur alterskorrigierten Kontrollgruppe und nach Injektion dieser Exosomen
bildeten sich typische neuropathologische Veranderungen in vorher gesunden Maus-
Gehirnen aus?'®. Schon Jahre vor klinischem Krankheitsbeginn fanden sich erhéhte
Werte fiir ABs2 in menschlichen neuronalen Exosomen??°. Dartiber hinaus konnten
nicht nur AB-Monomere in Exosomen aus Blut??°, Nervenwasser??! und
Zellkulturmedien® nachgewiesen werden, sondern auch AB-Oligomere, welche mittels
ebenjener extrazellularen Vesikel von Zelle zu Zelle transportiert werden konnten?22,

uUnd fur Mikrovesikel von Mikrogliazellen wurde beschrieben, dass sie die Bildung von

toxischen AB-Oligomeren aus unldslichen extrazellularen Plaques fordern3?3,
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Zusammenfassend enthalten neuronale Exosomen AR® und interagieren mit
extrazellularen AB Uber bestimmte Lipide?® und Oberflachenproteine, wie PrpP¢?15,
Jedoch bleibt die Rolle von Exosomen in Morbus Alzheimer weiterhin unklar mit zum
Teil widerspruchlichen Forschungsergebnissen. Auch im Hinblick auf potenzielle
therapeutische Interventionspunkte bedarf es daher zuséatzlicher Studien.
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1.4. Hypothese

Morbus Alzheimer ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, welche mit
zunehmendem Verlust der kognitiven Fahigkeiten einhergeht. Nach der Amyloid-
Hypothese ist die Bildung von toxischen AR ursachlich fur die Entstehung der
Erkrankung.?
Inzwischen gibt es immer mehr Hinweise fur vergleichbare molekulare Grundlagen
zwischen Prionenerkrankungen und Morbus Alzheimer??4, So wird angenommen, dass
der Aggregation von AB eine Proteinfehlfaltung mit vermehrter B-Faltblattstruktur
vorausgeht®®%°, Die Aggregation kann durch praformierte Aggregationskeime
beschleunigt werden®. Die Forschung ist sich inzwischen einig, dass insbesondere
AB-Oligomere neurotoxisch wirken'%, Das klinische Fortschreiten der Erkrankung geht
typischerweise mit einem bestimmten Ausbreitungsmuster der neuropathologischen
Veranderungen innerhalb des ZNS einher?®. Die molekulare Grundlage der
Transmission zwischen Zellen ist allerdings weiterhin weitestgehend ungeklart und
Gegenstand aktueller Forschung.
Hierbei scheinen Exosomen, kleine extrazellulare Vesikel endosomalen Ursprungs, in
der Biogenese und dem Transport von AR eine wesentliche Rolle zu spielen. So konnte
nachgewiesen werden, dass intrazellulares AR mit Exosomen sezerniert wird und sich
exosomale Marker in Amyloid-Plaques finden®. In weiteren Studien konnte die
Bindung von AR an Exosomen verifiziert und eine bedeutende Rolle dieser kleinen
extrazellularen Vesikel in der Pathologie von Morbus Alzheimer untermauert
werden?t5-217 Allerdings finden sich zum Teil widerspriichliche Ergebnisse, welche
Effekte diese Interaktionen haben. Auf Grundlage des Wissens, dass sich PrP¢
angereichert auf neuronalen Exosomen findet?%®, ist das Ziel dieser Doktorarbeit
herauszufinden, welchen Einfluss exosomales PrP¢ auf die Aggregation und den
Transport von AB hat. Hierfur sollte mit Hilfe der TALEN-Methode eine N2a-PrPC¢-
KnockOut-Zelllinie generiert werden. Anhand der von dieser Zelllinie gewonnenen
Exosomen sollte anschlieRend untersucht werden, ob die Bindung von AB an
Exosomen von PrPC abhéangig ist, exosomales PrP¢ Einfluss auf die Aggregation von
AB und damit auf die neurotoxische Wirkung dieses Amyloids hat. Die Daten dieser
Doktorarbeit ermdglichen ein besseres Verstandnis der molekularen Grundlagen von
Morbus Alzheimer und konnten fur die Entwicklung zuklnftiger therapeutischer
Interventionen von Bedeutung sein.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Geréate und Zubehor

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

1-Kanal-Pipetten 0,1-2,5ul, 10-100pl, 100-1000pul
8-Kanal-Pipette 10-100ul

Analysenwaage MC1 Research RC210P
Chemidoc Gel Darstellungssystem

Chemidoc MP Detektionssystem

Feinwaage (CP3202S)

Gefrierschrank (-80°C): UF80-450S

Heizruhrer Ikamag RCT
Inkubationsschdttler Certomat BS-1
Inkubator Heraeus

Konfokales Mikroskop (TCS SP5)
Kuhl-/Gefrierkombination
Lichtmikroskop DMD 108
Lichtmikroskop Eclipse TS100
Magnetrihrer Variomag mono

Mikrowelle R334-W

Mini Trans-Blot

Mini-PROTEAN Elektrophorese-System
Mini-Sub Cell GT Gelelektrophoresekammer
Monochromer A6-Drucker P93D

Nanodrop ND-1000

Nanosight LM10

pH-Meter CG 840

Pipetboy

Plattform-Wippe STR6

PowerPac Basic Power Supply
Reagenzglasschittler Reax top
Reaktionsgefal3-Rotator Stuart SB3

Reax 2000 Schuttler
Safire2 Mikroplatten-Reader
Sterilbank

Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Sartorius, Deutschland
Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA
Sartorius, Deutschland

Colora Messtechnik GmbH,
Deutschland
IKA, Deutschland

Sartorius, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Leica, Deutschland
Liebherr, Schweiz

Carl Zeiss AG, Deutschland
Nikon, Japan
ThermoElectronCorporation,
USA

Sharp, Japan

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Mitsubishi, Japan

Thermo Scientific, USA
Nanosight, GroR3britannien
Schott, Deutschland

Integra Biosciences, Schweiz
Stuart Scientific,
GrolRbritannien

Bio-Rad, USA

Heidolph, Deutschland
Bibby Scientific,
GrolRbritannien

Heidolph GmbH, Deutschland
Tecan, Schweiz
ThermoElectronCorporation,
USA
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Thermocycler MyCycler PCR
Thermomixer compact

Ultrazentrifuge Optima L-100 XP
(Rotor: SW40Ti)
Vortex MS Minishaker

Wasserbad
Wasserpurifikationssystem Milli-RX20
Zellinkubator MCO-19AIC(UV)
Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge 5430 R
MQuant-Spektrometer

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bio-Rad, USA
Eppendorf, Deutschland
Beckman Coulter, USA

IKA, Deutschland

P-D Industrie, Deutschland
Merck Millipore, USA
Sanyo, Japan

Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
BioTek, USA

Hersteller, Firmensitz

Amicon Ultra 100kDa cut-off Filter

Aurelia Perform Untersuchungshandschuhe
Blotpapier (Whatman paper)

Costar 96-Well-Platte, schwarz, unbehandelt
Cryvials Cryo Pure Gefal3e (1,6ml)

Cutfix Einmalskalpelle

Deckglaschen

Multischale (6-, 12-, 24- und 96-Well-Platten)
Nitrocellulose Membranen

Novex Bis-Tris-Gele (4-12%)

Objekttrager

Parafilm

Pipettenspitzen (0,1-10pl, 2-100ul, 50-1000ul)
Polyallomer Ultrazentrifugenréhrchen
Polypropylenréhrchen, 14ml

Protein LoBind Reaktionsgefal3e (1,5ml)
Reaktionsgefale (1,5ml, 2,0ml)
Reaktionsrohrchen (15ml, 50ml)
Rotilabo-Spritzenfilter (0,22um)
Serologische Pipetten (2ml, 5ml, 10ml, 25ml)
Spritzen (10ml)

Spritzen (1ml, 30ml)

Spritzen (50ml)

T25 und T75 Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Merck Millipore, Deutschland
Supermax, Malaysia
Bio-Rad, USA

Corning, USA

Sarstedt, Deutschland
B/Braun, Deutschland
Menzel, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Bio-Rad, USA

Life Technologies, USA
Roth, Deutschland

SPI Supplies, USA
Eppendorf, Deutschland
Beckman Coulter, USA
BD Biosciences, USA
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Greiner Bio-One, Osterreich
Roth, Deutschland

BD Biosciences, USA
TERUMO, USA
B/Braun, Deutschland
BD Bioscience, USA
Sarstedt, Deutschland
Nunc, Schweiz
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2.1.3. Chemikalien und Puffer

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

0,05% Trypsin-EDTA

1kb DNA plus Ladder

10x Dream Tagq-Puffer

10x Fast Digest Green Buffer

10x T4 DNA Ligase Buffer
Acrylamidlosung (Rotiphorese 30%)
Adenosintriphosphat (ATP)
Agarose

Alkalische Phosphatase Puffer
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin (Amp)

Bovin Serum Albumin (BSA)
Bromphenol Blau

DAPI Flouromount G
Desoxynucleosidtriphosphate (dNTP) Mixtur
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco's PBS

EDTA-freie Proteinase Inhibitor Mixtur
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
G418 (Geneticin)

Glycerol

HPLC H20

Humanes AB4o
Humanes AB42
Immersionsol

Instant Milchpulver
Isopropanol
Kaliumchlorid
LB-Medium-Konzentrat
Magnesiumchlorid
Methanol

Natriumazid
Natriumchlorid
Natrium-Desoxycholat
NP-40

Page Ruler Prestained Protein Ladder 10-170kDa

Paraformaldehyd (PFA)

Gibco, USA

Life Technologies, USA
Thermo Scientific, USA
Fermentas, USA
Thermo Scientific, USA
Roth, Deutschland

Life Technologies, USA
Invitrogen, USA
Fermentas, USA
Bio-Rad, USA
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Deutschland
Merck, Deutschland
SouthernBiotech, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Gibco, USA

Roche, Schweiz

Roth, Deutschland

J.T. Baker, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
PAA, Osterreich

GE Healthcare,
GroRbritannien
Roth, Deutschland

Genic Bio, GrofRbritannien
Genic Bio, GrolRbritannien
SouthernBiotech,USA
GranoVita, Deutschland
Roth, Deutschland

Roth, Deutschland

Roth, Deutschland

Roth, Deutschland

J.T. Baker, USA
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Fermentas, USA

Merck, Deutschland
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Pierce Blocking Buffer

Pierce ECL Western Blot Substrat

Quick Start Bradford Protein Standard Solution
Salzsaure

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Spectinomycin (Spec)

Super Signal West Femto Substrat
Super Signal West Pico Substrat
T4-DNA-Ligase-Puffer

Tetracyclin
Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Thioflavin T (ThT)

Tris Base

Tris-HCI

Triton X100

Tween 20

Western-Blot Stripping Puffer
X-Gal

B-Mercaptoethanol

2.1.4. Enzyme

Bezeichnung

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Bio-Rad, USA

Merck, Deutschland
Roth, Deutschland

AppliChem GmbH,
Deutschland

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
AppliChem GmbH,
Deutschland

Roth, Deutschland

Thermo Scientific, USA
Fermentas, USA
Thermo Scientific, USA

Hersteller, Firmensitz

Alkalische Phosphatase
DNA-Polymerase
Dream Tag DNA-Polymerase

Fast Digest Restriktionsenzyme (Aflll, Apal, BamHI,

Bglll, EcoRl, Hindlll, Nhel, Notl)
Restriktionsenzym Esp3I

Restriktionsenzyme Aflll, Xbal, Bsal
T4-DNA-Ligase

2.1.5. Laborkits

Bezeichnung

Fermentas, USA
Fermentas, USA
Thermo Scientific, USA
Fermentas, USA

Fermentas, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Hersteller, Firmensitz

GeneJet PCR purification Kit
GenJet Gel Extraction Kit

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA

Golden Gate TALEN und TAL Effektor Kit 1.0 + 2.0 Addgene, USA
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High Pure PCR Template Preparation Kit
NucleoBond Xtra Midi / Maxi
QIAprep Spin Miniprep Kit

2.1.6. Antikorper

Roche, Schweiz
Macherey-Nagel, Deutschland
Qiagen, Niederlande

Antikdrper Zielstruktur Quelle

Primar:

6E10 Amyloidf3 (AS 1-16) DBS Emergo, USA
All Protein-Oligomere Thermo Scientific, USA
Actin B-Aktin Sigma-Aldrich, USA
AlIP-1 AlP-1

Alix Alix

Flotillin-1 Flotillin BD Biosciences, USA
GM130 GM130 BD Biosciences, USA
POM-1 PrPC A. Aguzzi, Schweiz
POM-2 PrPC A. Aguzzi, Schweiz
Tsgl01 Tsgl01

Sekundar:

Alexa555 red anti mouse
Horseradish peroxidase-labeled Anti-Mouse
Horseradish peroxidase-labeled Anti-Rabbit

2.1.7. Software

Bezeichnung

Life Technologies, USA
Promega, USA
Promega, USA

Hersteller, Firmensitz

Photoshop CS3
EndNote X7

Office 2010

Prism5

Quantity One
NanoSight NTA 2.3
Image J

Adobe, USA

Thomson Reuters, USA

Microsoft, USA

GraphPad, USA

Bio-Rad, USA

Malvern Instruments, Grol3britannien
National Institute of Health, USA
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2.1.8. Zellkulturmedien und Medienzusatze

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high
glucose (4,5g/l) (DMEM)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F12 (DMEM-F12)

Exosomen-freies FBS

Fetales Bovines Serum (FBS)
Opti-MEM

2.1.9. Bakterien und Zelllinien

Bezeichnung Bakterienstamm

Gibco Life Technologies, USA
Gibco Life Technologies, USA

Atlas Biologicals, USA
PAA, Osterreich
Gibco Life Technologies, USA

Herkunft

E.coli SURE 2 Superkompetente Zellen
E.coli XL10-Gold Ultrakompetente Zellen

Stratagene, USA
Stratagene, USA

Bezeichnung Zelllinie Herkunft

N2a ATTC, USA

SH-SY5Y-Ires Nigel Hooper, University of Leeds
SH-SY5Y-PrP Nigel Hooper, University of Leeds

2.1.10. Zusammengesetzte Puffer und Losungen

6x Lade-Puffer fir Agarosegel:
10mM Tris-HCI
0,03% Bromphenolblau
60% Glycerol
60mM EDTA

Anm.: Der Puffer wurde bei -20°C aufbewabhrt.
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10x CVL: zu 20ml dest. Wasser
29 SDS
5ml 1M Tris-HCI
5ml B-Mercaptoethanol
3g Sucrose
Messerspitze Bromphenolblau
pH: 6,8

Ethidiumbromidbad:
100u! Ethidiumbromid
99,9ml TAE-Puffer

LB-Medium: zu 11 H20
10g Pepton
5g Hefeextrakt
5g Natriumchlorid (NaCl)
pH 7,0

LB Agar: zu 11 H20
10g Pepton
5g Hefeextrakt
5g Natriumchlorid (NaCl)
12,59 Agar

NZY*-Medium: in 50ml LB-Medium:
625ul 1M Magnesiumchlorid
625ul 1M Magnesiumsulfat
1000ul 20% Glukose

Anm.: Das NZY+-Medium wurde steril filtriert, dann aliquotiert und bei 4°C

gelagert.
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PBS-Puffer:
1,37M Natriumchlorid
27mM Kaliumchlorid
43mM Na2HPO4
14mM KH2POa4
pH: 7,4
Anm.: Mit Zugabe von 0,1% Tween 20 wurde aus dem PBS der PBST-Puffer.

PFA-L6sung (4%) in 0,1M PBS:
+ 4% PFA
Anm.: Wahrend des Einrihrens wurde die Lésung auf 60°C erhitzt und einige
Tropfen Natronlauge wurden hinzugegeben, bis sich die Losung entfarbt hat.
Daraufhin wurde die Losung abgekihlt, filtriert, aliquotiert und bei -80°C

eingefroren.

RIPA-Puffer:
50mM Tris Base
150mM Natriumchlorid
1% NP40
0,5% Natrium-Deoxycholat
0,1% SDS
pH: 8,0
Anm.: Kurz vor Gebrauch wurden auf je 10ml RIPA-Puffer eine Tablette

Protease-Inhibitor gegeben. Der Puffer wurde nur gekihlt verwendet.

Running-Buffer 10x:
0,25M Tris Base
1,92M Glycin
1% SDS
pH: 8,3-8,8

Anm.: Vor Gebrauch wurde der Puffer 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt.
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Sammelgel 4%:
6,1ml destilliertes Wasser
1,3ml Acrylamid
2,5ml Sammelgelpuffer
100ul APS
10ul TEMED

Sammelgelpuffer:
0,5M Tris-HCI
pH: 6,8

Sandwich-Puffer 10x:
250mM Tris Base
1,92M Glycin
pH: 8,3 -8,8
Anm.: Vor Gebrauch wurde der Puffer 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt.
Zu dem verdunnten Puffer wurden entweder 10% Methanol fur Proteine tber
30kDa oder 20% Methanol fur Proteine unter 30kDa hinzugefugt.

TAE-Puffer 50x:
2M Tris Base
1M Essigsaure
0,05M EDTA
pH: 8,0

TBST-Puffer 10x:
200mM Tris Base
1,5M NacCl
0,5% Tween 20
pH: 7,6
Anm.: Vor Zugabe des Tween 20 wurde der pH eingestellt. Der Puffer wurde

vor Gebrauch 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt.
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Trenngel 10%:
4,02ml destilliertes Wasser
3,33ml Acrylamid
2,5ml Trenngel-Puffer
100ul SDS
100ul APS
10ul TEMED

Trenngelpuffer:
1,5M Tris-HCI
pH: 8,8

35



2.2. Methoden

2.2.1. Klonierung

Als Klonierung wird im Folgenden der Prozess der Herstellung und Vervielféaltigung
rekombinanter DNA bezeichnet. Als DNA-Basis wurden kommerziell erhéltliche
Plasmide verwendet. Plasmide sind runde, doppelstrangige DNA-Fragmente, welche
vorwiegend in Bakterien vorkommen und meist der Vermittlung von Resistenzen
gegentber verschiedenen Antibiotika dienen. In der Molekularbiologie kdnnen
Plasmide, als Vektoren eingesetzt, dem Transport rekombinanter DNA in Bakterien
oder in eukaryote Zellen im Rahmen der Transfektion dienen.

Die Plasmide wurden mit speziellen Restriktionsenzymen geschnitten und in der
folgenden Ligation mit weiteren DNA-Konstrukten wieder kovalent verbunden. Diese
neu entstandene rekombinante Plasmid-DNA konnte in Bakterien transformiert und mit
Hilfe dieser auch vervielfaltigt werden. Im Folgenden werden die einzelnen Teilschritte

der Klonierung naher erlautert.

2.2.1.1. Restriktion und Ligation

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen an speziellen
Erkennungssequenzen (,recognition sites®) geschnitten.

Der Ansatz fur den Restriktionsverdau hat neben der gewiinschten Menge an Plasmid-
DNA auch Fast Digest Restriktionsenzyme (1 Unit spaltet 1 ug DNA, 1 U = 1 ul) und
10fach Fast Digest Puffer enthalten. Fir 1 uyg DNA wurde der Ansatz auf 10 uyl mit H20
aufgefllt. Der Verdau hat innerhalb von 5 Minuten bei 37°C stattgefunden. Daraufhin
wurde der Reaktionsansatz mit Hilfe von 1%igem Agarosegel bei 90-110 V innerhalb
von einer Stunde elektrophoretisch getrennt. Die DNA-Fragmente konnten nach einer
zwanzigminutigen Inkubation mit der interkalierenden Substanz Ethidiumbromid
dargestellt werden und das gewilnschte Fragment wurde mit Hilfe von GeneJET Gel
Extraction Kit nach Herstellerangaben aus dem Gel aufgereinigt. Anschliel3end konnte
die Reinheit und Konzentration der DNA-Fragmente mit Hilfe des UV-Vis

Spektrophotometers NanoDrop 1000 bestimmt werden.
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Die Ligationsreaktion wurde in einem Verhdltnis von 1:3 fir Vektor zu Insert mit
entsprechenden Mengen T4-Puffer und T4-Ligase angesetzt. Die Reaktion lief

mindestens 20 min bei Raumtemperatur oder mindestens 4 Stunden bei 4°C.

2.2.1.2. Transformation der Bakterien

Zur Vervielfaltigung der Plasmid-DNA wurde diese in kompetente Bakterien
transformiert. Als kompetente Bakterien wurden vorwiegend XL10-GOLD
Ultrakompetente Zellen verwendet. In spateren Stadien der Klonierung wurde auf
SURE-Zellen umgestiegen.

Die kompetenten Zellen wurden bei -80°C gelagert und fur die Transformation
zusammen mit B-Mercaptoethanol langsam auf Eis aufgetaut. Dann wurden 2 pl B-
Mercaptoethanol zu je 50 pl kompetente Zellen gegeben. Diese Mixtur wurde weiterhin
auf Eis gelagert und fur 10 Minuten alle 2 Minuten mit Hilfe des Vortex-Gerats stark
geschuttelt. Daraufhin wurden 2 pl DNA hinzugegeben und die resultierende Lsung
wurde wiederum 30 Minuten auf Eis gelagert. Nach Ablauf dieser Zeit bekamen die
kompetenten Zellen einen Hitzeschock in einem auf 42°C aufgewarmten Wasserbad
fur 30 Sekunden. Daraufhin wurden sie wieder fir 2 Minuten auf Eis gestellt und
bekamen letztlich 450 ul auf 42°C vorgewarmtes NZY-Medium. Diese Mixtur wurde fur
1 Stunde bei 37°C und 550 rpm im Schittler geschuttelt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde
je nach GroRRe des Plasmids eine variable Menge der L6sung auf Agaroseplatten
ausplattiert, welche mit entsprechenden Antibiotika versetzt waren. Die geimpften

Agaroseplatten wurden bei 37°C fur 16 h inkubiert.

2.2.1.3. Colony-PCR

Am folgenden Tag wurden mindestens drei der Uber Nacht gewachsenen Kolonien
gepickt und in 20 ul H20 resuspendiert. Um eine erfolgreiche Ligation zu verifizieren,
wurde eine PCR mit Insert-relevanten Primern und in Tab. 2.10 aufgefihrter

Zusammensetzung gestartet.
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Tabelle 2.10: Zusammensetzung Lésung der Colony-PCR

Volumen Lésung

5 pl Bakterien-Suspension
0,5 ul Forward-Primer (10 uM)
0,5 ul Reverse-Primer (10 uM)
0,5 ul dNTP's

2,5 ul Dream Taqg Puffer (10x)
0,1l Dream Taqg (5 U/pl)
15,9 ul H20

Mit Hilfe des Thermo-Cyclers wurde das in Tab. 2.11 dargestellte Programm fir die

PCR verwendet.

Tabelle 2.11: PCR-Zyklus fur Colony-PCR

PCR Programm Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 5

Denaturierung 95 45~
Primer-Hybridisierung * 45~ 30
Elongation 72 *

Finale Elongation 72 5

Ende 4 00

*Die Temperatur fir die Primer-Hybridisierung, sowie die Elongationszeit sind abhangig von

der Primerzusammensetzung und der Lange des zu vervielféltigenden DNA-Konstrukts.

Die Fragmente konnten Uberprift werden, indem 10 pl des PCR-Produkts mit 2 pl
6fach-Lade-Puffer gemischt in einem einprozentigen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und dargestellt wurden.

Positive Klone wurden in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum suspendiert
und Uber Nacht bei 37°C oder Uber 2 Tage bei Raumtemperatur kultiviert. Nach der
Inkubation konnten die Plasmide mit Hilfe des QIAprep Miniprep Kit aufgereinigt und
in weiteren Klonierungsschritten oder in einer Transfektion von Zellen verwendet
werden. Die so entstandene rekombinante DNA wurde mit Hilfe von

Restriktionsansatzen und wenn nétig PCR kontrolliert. Des Weiteren wurden
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Mutationen, Leseraster-Verschiebungen oder &hnliches regelmallig durch

Sequenzierung im Seglab (Sequence Laboratories Goéttingen) ausgeschlossen.

2.2.1.4. TALEN-Methode

Fur die Herstellung einer PrP¢-Knock-Out-Zelllinie wurde die TALEN-Methode
ausgewahlt. TALEN (,Transcription Activator-like Effector Nuclease®) sind Proteine,
die gezielt bestimmte DNA-Sequenzen binden und uber Kopplung an die Nuklease
Fokl DNA-Doppelstrangbriiche erzeugen kdnnen. Da die Fokl nur als Dimer arbeitet,
ist es notwendig zwei TALEN zu klonieren, die an gegenuberliegenden DNA-
Abschnitten Uber einen Spacer binden. Dabei bindet ein TALEN vor der zu
schneidenden Stelle am 5°- und das andere weiter im Verlauf am 3'-DNA-Strang. Zur
Herstellung einer PrP¢-Knock-Out-Zelllinie sollten diese moglichst im Bereich des PrP-
Startcodons binden und einen Doppelstrangbruch erzeugen.

Im Falle der homologen Rekombination zur DNA-Reparatur sollte eine bereits im
Vorfeld klonierte Selektionskassette als Genmatrix dienen. Diese enthielt neben den
5- und 3‘-Untranslated-Regions (5- und 3-UTR) des Prnp-Gens auch DNA-
Sequenzen fur ein EGFP-Zeocin-Fusionsprotein flankiert von 2 LoxP-Enden. EGFP
(,enhanced green fluorescent protein®, verstarkt grin-fluoreszierendes Protein) sowie
Zeocin sollten nach erfolgter Transfektion der Zellen die Selektion der KnockOut-
Zelllinie erleichtern, indem die Zellen in der Fluoreszenzmikroskopie grun fluoreszieren
und gegeniber Zeocin resistent sein sollten. Die LoxP-Enden sollten, wenn nétig die
spatere Entfernung der EGFP-Zeocin-Genmatrix aus den Zellen erleichtern. Es konnte
sichergestellt werden, dass das Plasmid pcDNA3.1(-)-Prnp-5-UTR-LoxP-EGFP-Zeo-
LoxP-Prnp-3‘-UTR keinen eigenen Promotor mehr besitzt. Im Folgenden wird das
Plasmid pcDNA3.1(-)mPrP-KO-Cas genannt.

Fur die Herstellung der PrPC¢-KO-Zelllinie wurden drei verschiedene TALEN-Paare
MPrP-TALENO1, mPrP-TALENO3 und mPrP-TALENO4 mit Hilfe des Golden Gate
TALEN und TAL Effector Kit 1.0 und 2.0 kloniert. In Tabelle 2.12 sind die TALEN-Paare

mit ihren RVD’s und dem dazugehadrigen Prnp-Locus mit roten Startcodon dargestellt.
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Tabelle 2.12: TALEN-RVD’s und der dazugehorige Prnp-Locus

mPrpP- 5-TALEN NN NI NG NI HD HD NG NG NN NG NG HD HD NG HD

TALENO1 3-TALEN NI NN HD HD NI NI NN NN NG NG HD NN HD HD NI NG NN NI
Prnp- tGATACCTTGTTCCTC attttgcagatcagtca TCATGGCGAACCTTGGCTa
Locus

mPrpP- 5-TALEN  HD NI NG NG NG NG NN HD NI NH NI NG HD NI NN

TALENO3 3-TALEN  HD NI HD NI NI NI NN NI NH NN NH HD HD NI NH HD NI NN HD HD
Prnp- tCATTTTGCAGATCAGtcatcatggcgaaccttggctact GGCTGCTGGCCCTCT
Locus TTGTGa

mPrpP- 5-TALEN NG NG NG NN HD NI NH NI NG HD NI NH NG HD NI NG HD NI NG

TALENO4 3-TALEN  HD NI HD NI NI NI NN NI NH NN NH HD HD NI NH HD NI NN HD HD
Prnp- tTTTGCAGATCAGTCATCAT(ggcgaaccttggctactGGCTGCTGGCCCTCTT
Locus TGTGa

Nach Herstellerangaben konnten die ersten 10 RVD's mittels einer einzigen
Klonierungsreaktion zusammengefugt werden (Reaktion 1a). Als Zielvektor der ersten
Reaktion wurde pFUS-A verwendet. Die ubrigen RVD's der jeweiligen TALEN-
Konstrukte wurden in einer zweiten Reaktion zusammengefligt (Reaktion 1b). Der
Zielvektor hierbei war pFUS-B, welcher abhéangig von der Lange der TALEN

unterschiedlich war.

Tabelle 2.13: Golden Gate Reaktion #1

Volumen Lésung

Je 150 ng Modul-Vektor und pFUS-Vektor
1 pl Bsal

1l T4 DNA Ligase

2 ul T4 DNA Ligase Puffer (10x)

2 ul Bovines Serumalbumin
Auffillen bis 20 pl H20
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Tabelle 2.14: RVD's fiir Reaktion la

TALEN TALEN TALEN TALEN TALEN TALEN
01-5° 01-3f 03-5° 03-3' 04-5° 04-3
pNN1 pNI1 pHD1 pHD1 pNG1 pHD1
pNI2 pNN2 pNI2 pNI2 pNG2 pNI2
pNG3 pHD3 pNG3 pHD3 pNG3 pHD3
pNI4 pHD4 pNG4 pNI4 pNN4 pNI4
pHD5 pNI5 pNG5 pNI5 pHD5 pNI5
pHD6 pNI6 pNG6 pNI6 pNI6 pNI6
pPNG7 PNN7 PNN7 PNN7 pNH7 pNN7
pNG8 PNN8 pHD8 pNI8 pNI8 pNI8
PNN9 pNG9 pNI9 pNH9 pNG9 pNH9
pNG10 pNG10 pNH10 pNN10 pHD10 pNN10
pFUS-A pFUS-A pFUS-A pFUS-A pFUS-A pFUS-A
Tabelle 2.15: RVD'’s fiir Reaktion 1b
TALEN TALEN TALEN TALEN TALEN TALEN
01-5° 01-3f 03-5° 03-3° 04-5° 04-3'
pNG1 pHD1 pNI1 pNH1 pNI1 pNH1
pHD2 PNN2 pPNG2 pHD2 pNH2 pHD2
pHD3 pHD3 pHD3 pHD3 pNG3 pHD3
pNG4 pHDA4 pNI4 pNI4 pHDA4 pNI4
pFUS-B4  pNI5 pFUS-B4  pNH5 pNI5 pNH5
pNG6 pHD6 pNG6 pHD6
PNN7 pNI7 pHD7 pNI7
pFUS-B7 pNN8 pNI8 pNN8
pHD9 pFUS-B8 pHD9
pFUS-B9 pFUS-B9

Der Reaktionszyklus fur Reaktion 1 war: 10x (37°C/5min + 16°C/10min) + 50°C/5min

+ 80°C/5min.
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Die linearen dsDNA-Fragmente wurden bei unvollstandiger Ligation mittels Plasmid-
Safe Nuklease zerstort. Hierfir wurden 10 pyl 10 mM ATP und 1 pl Plasmid-Safe
Nuklease der Reaktion hinzugefugt und fir 60 min bei 37°C inkubiert.

Die kompetenten Bakterien wurden mit 5 pl der Reaktion transformiert (s. Kapitel
2.2.1.2 Transformation der Bakterien) und tiber Nacht bei 37°C auf Agaroseplatten mit
Spectinomycin, X-Gal und IPTG inkubiert. X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid) und IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) dienten der Blau-
Weil3-Selektion, sodass am Folgetag die weil3en Kolonien gepickt werden konnten und
mittels Colony-PCR mit den Primern pCR8_F1 und pCR8_R1 analysiert werden

konnten.

Tabelle 2.16: Colony-PCR-Programm fur pFUS-Vektoren

PCR-Programm Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 5 1
Denaturierung 95 30
Primer-Hybridisierung | 55 30 35
Elongation 72 1'45*

Finale Elongation 72 5 1
Ende 4 o0

Positive Klone wurden Uber Nacht inkubiert und die Plasmide mit Hilfe des QIAprep

Miniprep Kit aufgereinigt.
In der zweiten Klonierungsreaktion (Golden Gate Reaktion #2) wurden die pFUS-A-

und pFUS-B-Vektoren mit einem von funf pLR-Vektoren (abhéngig vom letzten RVD)

sowie dem Destinationsvektor pTAL3 ligiert.
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Tabelle 2.17: Golden Gate Reaktion #2

Volumen Ldsung

150 ng Von jedem pFUS Vektor
150 ng Vom jeweiligen pLR Vektor
75 ng Destinationsvektor pTAL3
1l Esp3l Restriktionsenzym
1l T4 Ligase

2 ul T4-DNA-Ligase-Puffer (10x)
Auffillen bis 20 pl H20

Tabelle 2.18: pLR-Vektoren der TALEN

TALEN pLR-Vektor
mPrP-TALENO1-5° pLR-HD
mPrP-TALENO1-3' pLR-NI
mPrP-TALENO3-5° pLR-NN
mPrP-TALENO3-3 pLR-HD
mPrP-TALENO04-5° pPLR-NG
mPrP-TALENO04-3' pLR-HD

Der Reaktionszyklus fur Reaktion 2 war: 37°C/10min + 16°C/15min + 37°C/15min +
80°C/5min. Nach der zweiten Reaktion war keine Inkubation mit der Plasmid-Safe
Nuklease notwendig.

Die kompetenten Bakterien wurden mit 5 pl der Reaktion transformiert und Gber Nacht
bei 37°C auf Agaroseplatten mit Ampicillin, X-Gal und IPTG inkubiert. Am Folgetag
wurden die weil3en Kolonien gepickt und mittels Colony-PCR mit den Primern TAL_F1
und TAL_R2 analysiert. Die PCR lief bei einer Temperatur zur Primer-Hybridisierung
von 55°C und einer Elongationszeit von 3 Minuten mit 35 Zyklen. Positive Klone
wurden Uber Nacht inkubiert und die Plasmide mit Hilfe des QIAprep Miniprep Kit
aufgereinigt.

Zum Nachweis der korrekten Klonierung wurden die Plasmide mit den Primern TAL-
Seq_5-1 und TAL_RZ2 sequenziert.

Mittels den Restriktionsenzymen Aflll und Xhol konnten die TALEN in den Vektor
pcDNA3.1(-) kloniert werden. Urspringliches Ziel war die Klonierung der mPrP-KO-
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Kassette (s.0.) zusammen mit den jeweiligen TALEN-Paaren in einem Vektor. Dies
war jedoch, wahrscheinlich aufgrund der Grol3e des rekombinanten Plasmids, nicht
erfolgreich. Letztlich war es noch méglich die mPrP-KO-Kassette mittels Bglll in einen
pIRES-Vektor zu klonieren und im Folgenden mit Xhol und Mlul das mPrP-Talen03-5°
rekombinant zu erganzen, sodass der Vektor pIRES-mPrP-TALENO03-5-mPrP-KO-

Cas entstand.

Fur die Transfektion der Zellen standen letztlich folgende Plasmide zur Verfigung:
pcDNAS3.1(-)mPrP-KO-Cas, pcDNA3.1-mPrP-TALENO1-5, PcDNA3.1-mPrP-
TALENO1-3, pcDNA3.1-mPrP-TALENO03-5/, pcDNA3.1-mPrP-TALENO03-3/,
pcDNA3.1-mPrP-TALENO04-5', pcDNA3.1-mPrP-TALENO04-3° sowie pIRES-mPrpP-
TALENO3-5*-mPrP-KO-Cas.

2.2.2. Zellkultur

2.2.2.1. Kultivieren der N2a-Zellen

Die N2a-Zellen gehdren zu einer adharent- und schnell-wachsenden immortalen
Zelllinie, welche urspringlich aus einem Neuroblastom der Maus stammit.

Die Zellen wurden in unbeschichteten T75-Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % COz2
kultiviert. Die Arbeit mit den Zellen erfolgte unter mdglichst sterilen Bedingungen
(Sterilbénke, desinfizierte Arbeitsmaterialien) um Kontaminationen mit Bakterien oder
Pilzen zu vermeiden und mit auf 37°C vorgewarmtem Medium und PBS (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlésung). Als Medium wurde DMEM (,Dulbecco’s Modified Eagle
Medium®) erganzt mit 10 % FCS (,fetal calf serum®, Fetales Kalberserum) verwendet.
Alle zwei bis drei Tage wurden sie bei einer Konfluenz von 70-90 % in einem Verhaltnis
von 1:3 bis 1:5 gesplittet. Dafir wurde zunéchst das Medium vorsichtig abgesaugt.
Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen um Reste des Mediums sowie nicht-
adharente tote Zellen und Zelltrimmer zu entfernen. Im Folgenden wurden die Zellen
mit 1 ml Trypsin-Lésung fir zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Trypsin ist
eine Pankreasprotease, welche Oberflachenproteine (unter anderem auch
Adhérenzproteine) spaltet, so dass sich die Zellen leicht vom Flaschenboden I6sen
lassen. Mit Hilfe von leichtem Klopfen und Schwenken der Zellkulturflasche wurde die
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Abldsung der Zellen beschleunigt. Durch Resuspension der Zellen in mindestens 2 ml
Medium wurde die Trypsinierung beendet.

Im Rahmen der Herstellung einer PrP-KO-Zelllinie mit Hilfe der TALEN-Methode ist
ein N2a-Zellklon entstanden, der nur teilweise adharent gewachsen ist. Auch dieser
wurde unter ahnlichen Bedingungen wie die N2a-Wildzellen in einer unbeschichteten
T75-Zellkulturflasche kultiviert und alle zwei bis drei Tage bei einer Konfluenz von 60-
80 % 1:3 gesplittet. Leichtes Klopfen der Zellkulturflasche ermdglichte bereits das
Losen der nur teilweise adharenten Zellen. Das ersparte den Vorgang der
Trypsinierung und war nur deshalb moglich, weil sich im Laufe der Kultivierung wenig

tote Zellen und Zelltrimmer gebildet hatten.

2.2.2.2. Kultivieren der SH-SY5Y-Zellen

Die SH-SY5Y-Zellen, welche aus einem Neuroblastom eines vierjahrigen Madchens
stammen und keine detektierbaren Level von PrPC exprimieren, wurden entweder mit
leerem pIRESneo-Vektor (SH-SY5Y-PrP(-)) oder mit pIRESneo-Vektor mit der Prnp-
DNA-Sequenz (SH-SY5Y-PrP(+)) stabil transfiziert. Ahnlich wie die N2a-Zellen
wachsen die SH-SY5Y-Zellen adharent und wurden in unbeschichteten T75-
Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % CO2 unter moglichst sterilen Bedingungen
kultiviert. Als Medium wurde DMEM/F12 (,Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12“) erganzt mit 10% FCS verwendet.

Die SH-SY5Y-PrP(-) waren schnell wachsende Zellen, die ahnlich wie die N2a-Zellen
alle zwei bis drei Tage bei einer Konfluenz von etwa 70-90% in einem Verhaltnis von
1:3 bis 1:5 gesplittet wurden.

Das Wachstum der SH-SY5Y-PrP(+) hingegen war eher langsam und daher wurden
sie nur etwa einmal in der Woche in einem Verhéltnis von 1:2 gesplittet. Dieser Klon

wurde bereits bei einer vergleichsweise geringen Konfluenz von etwa 50% gesplittet.

2.2.2.3. Kryokonservierung

Die Kryokonservierung bezeichnet das Einfrieren und Konservieren von Zellen tber

mehrere Monate bis Jahre. Hierflir wurden die Zellen wie zuvor beschrieben trypsiniert.
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Ein gewlnschter Anteil der Medium-Zell-Suspension (zum Beispiel 1/3 einer
konfluenten N2a-Zellkulturflasche) wurde in ein Falcon-Réhrchen utberflhrt und bei
200 x g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500
pl eines speziellen Einfriermediums resuspendiert. Das Einfriermedium setzte sich aus
50 % FCS, 40 % Medium (N2a: DMEM, SH-SY5Y: DMEM/F12) und 10 % DMSO
zusammen. Das DMSO diente als Gefrierschutzmittel und verhinderte die Bildung von
Eiskristallen. Diese Suspension wurde dann in ein Einfrierréhrchen dberfuhrt und
schnell bei -80°C eingefroren.

Zum Wiederauftauen wurden die Zellen schnell auf 37°C aufgewarmt und in einem
Falcon-Rohrchen mit mindestens 10 ml Medium suspendiert. Die entstandene Losung
wurde bei 1000 x g fiir 5 min zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Der Uberstand
und damit auch Reste des Einfriermediums wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in
4 ml frischem Medium resuspendiert und in eine T25-Zellkulturflasche tberfihrt. Nach
wenigen Tagen waren die Zellen wieder soweit angewachsen, dass sie in eine T75-

Zellkulturflasche tUberfuhrt werden konnten.

2.2.2.4.Lyse von Zellen

Fur die Herstellung eines Zelllysats wurden die Zellen wie zuvor beschrieben
trypsiniert und bei 200 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet wurde abhangig von dessen GrofRe in 50-200 pl vorgekihltem RIPA-
Puffer (Radioimmunprazipitationsassay-Puffer) erganzt mit Proteinase-Inhibitor
suspendiert. Alle weiteren Schritte fanden auf Eis oder bei 4°C statt um einen weiteren
Metabolismus zu minimieren. Die Losung wurde alle zwei Minuten fur einige Sekunden
mit der Vortex-Maschine geschuttelt, wieder auf Eis gestellt und nach insgesamt 10
min fur weitere 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Wahrend der letzten Zentrifugation
wurden Zelltrimmer, welche in weiteren Experimenten stéren wirden, pelletiert. Der
Uberstand mit den Proteinen der Zellen wurde vorsichtig in ein neues Eppendorf-
Rohrchen Uberfihrt und entweder bei -20°C eingefroren oder direkt in weiteren

Experimenten weiterverwendet.
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2.2.2.5. Transfektion von Zellen

Ein Teil der kultivierten N2a-Zellen wurde auf einer 6-Well-Platte verteilt und tUber
Nacht inkubiert. Die benottigte Menge DNA wurde mit Opti-Mem auf ein finales
Volumen von 200 pl gemischt. AuRerdem wurden 20-30 pl Lipofectamin mit 180 pl
Opti-Mem vermischt. Beide Lésungen wurden 5 min bei Raumtemperatur separat
inkubiert, daraufhin miteinander vermengt und fur weitere 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und mit
1,5 ml Opti-Mem versorgt. Nach der Inkubation wurde die DNA-Lipofectamin-Mischung
hinzugeflgt und die Platte leicht geschwenkt. Nach 4-8 h wurde das Medium durch
DMEM versetzt mit 10 % FCS ausgetauscht. Am folgenden Tag wurde G418

(Gentamycin) zu der Losung erganzt, um erfolgreich transfizierte Zellen zu selektieren.

2.2.3. Bradford-Assay

Der Bradford-Test dient der quantitativen Bestimmung von Proteinen in Losung. Er
basiert auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie-Brillant-Blau
G-250 durch Komplexbildung mit Proteinen. In seiner ungebundenen Form hat der
Farbstoff eine rotlich-braunliche Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei 470 nm,
welche sich durch Proteinbindung zu einer blaulichen Farbe mit einem
Absorptionsmaximum bei 595 nm verschiebt. Diese Verschiebung kann photometrisch
analysiert werden. In dieser Arbeit wurde die Methode vor allem dazu verwendet, um
die Konzentration von Zelllysaten abzuschétzen und um diese in vergleichbaren
Mengen in Experimenten einzusetzen zu kbénnen.

Als Farbstoffquelle wurde ,Quick Start Bradford Protein Standard Solution“ verwendet.
In einer 96-Well-Platte wurde eine doppelt ausgefuhrte BSA-Protein-Standard-
Verdinnungsreihe mit Konzentrationen zwischen 1,25 ug und 10 ug vorbereitet. Die
zu messenden Proben wurden 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt und in
dreifacher Ausfuhrung vorbereitet. Schliel3lich wurden zu 10 ul Probe 200 ul Bradford-
Reagenz gegeben und die Platte wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Ablauf der Zeit wurde die Absorption bei 595 nm mit Hilfe eines Spektrophotometers
bestimmt. Die Proteinkonzentrationen der Zelllysate konnten dann anhand der
Standardkurve errechnet werden.
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2.2.4. Aufreinigung und Charakterisierung von Exosomen

2.2.4.1. Aufreinigen von Exosomen

Zur Untersuchung der Eigenschaften von Exosomen sollten diese in moglichst hoher
Konzentration und mit mdglichst geringer Verunreinigung aus Zellmedien aufgereinigt
werden.

Hierfur wurden die Zellen zunachst in ihrem Medium (SH-SY5Y: DMEM/F12, N2a:
DMEM) ergénzt mit Exosomen-freiem FBS (fetales Kéalberserum) kultiviert. Der
Einsatz von Exosomen-freiem FBS war notwendig, um eine Kontamination der
Praparation mit Exosomen aus unbehandelten FBS zu verhindern. Nach einer
Inkubationszeit von mindestens zwei Tagen, in denen die Zellen Exosomen in das
Medium abgesondert haben, wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und in ein
Falconrohrchen uberfuhrt. Die folgenden Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C
durchgefiihrt, um einen weiteren Metabolismus zu unterbinden. Das so gewonnene
Medium wurde bei 1000 x g fur 10 min zentrifugiert, um tote Zellen und grof3ere
Zelltrimmer zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein neues Falcon-Tube Uberfihrt
und fir weitere 15 min bei 7500 x g zentrifugiert, um auch kleinere Zelltrimmer und
groBere Membranbruchstiicke zu pelletieren. Der resultierende Uberstand wurde
durch ein 0,22 ym-Filter steril filtriert, um gro3ere Vesikel und Partikel zu beseitigen.
In einem letzten Ultrazentrifugationsschritt von 100.000 x g fur 1 h 10 min wurden die
Exosomen pelletiert. Fir die finale Exosomen-Losung wurde das Pellet in PBS ergéanzt

mit Proteinase-Inhibitor resuspendiert.

2.2.4.2. Charakterisieren von Exosomen mittels Nanosight-Messung

Fur die Charakterisierung und Konzentrationsbestimmung von Exosomen wurde die
Messung am Nanosight-LM10, ausgestattet mit einem 618nm Laser und einer Marlin
F-033B IRF Kamera, als neues Verfahren etabliert. Das Nanosight-LM10 basiert auf
einem normalen Lichtmikroskop, ist jedoch aufgrund einer speziellen Laser-
Technologie in der Lage Nanopartikel in Losung zu visualisieren und kann diese direkt

in einer Videosequenz aufnehmen.
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Die Nanoparticle Tracking Analysis Software (NTA) analysiert das Video Partikel fur
Partikel und kann mit Hilfe der Brown‘schen Molekularbewegung die GroRe der
einzelnen Partikel berechnen. Da die Software Partikel fur Partikel misst, ergibt sich
eine hohe Auflésung der GrofRenvarianz der einzelnen Partikel. Des Weiteren ist es
maoglich die Konzentration zu bestimmen, da das aufgenommene Volumen bekannt
ist.

Zur Messung der mittleren Konzentration und Grof3e der aufgereinigten Exosomen
wurde die Losung auf 8x108 bis 2x10° Partikel/ml verdiinnt und es wurden 5 Videos zu

je 30s bei einer Kameraintensitat von 16 aufgenommen.

2.2.5. SDS-Page und Western-Blot

2.2.5.1. SDS-Page

Die SDS-Page (,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis®,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) dient der Auftrennung von
Stoffgemischen nach ihrer Molekularmasse in einem elektrischen Feld. In dieser Arbeit
wurden vor allem Proteine in einer diskontinuierlichen Matrix auf der Basis von
Polyacrylamid aufgetrennt. Das Polyacrylamid bildet nach Polymerisation ein
dreidimensionales Netzwerk mit unterschiedlich grof3en Poren in Abhangigkeit von der
Konzentration. Die PorengrofRe und die Molekularmasse, beziehungsweise die
Kettenlange der Proteine bestimmen deren charakteristische Migration in der Matrix.
Das SDS (,sodium dodecyl sulfate“, Natriumdodecylsulfat) dient als anionisches
Detergenz. Es bindet die Eigenladung der Proteine, so dass diese im Wesentlichen
vernachlassigbar wird. Des Weiteren wurden die Proteine aufgekocht und denaturiert.
Zunachst wurde die Matrix in Form von Gelen gegossen. Diese bestanden aus einem
unteren 10%igen Trenngel und einem oberen 4%igen Sammelgel. Im weniger
konzentrierten oberen Gel wurden die Proben akkumuliert, um anschliel3end im héher
konzentrierten unteren Gel getrennt zu werden.

Die Gele wurden zwischen zwei sauberen Glasplatten gegossen. Zuerst wurde das
Trenngel nach dem untenstehenden Rezept fertig gestellt. Um Luftblaschen zwischen
den beiden Gelen zu vermeiden, wurde direkt nach dem Giel3en Isopropanol
aufgetragen. Sobald das erste Gel nach circa 30min auspolymerisiert war, konnte das
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Isopropanol abgegossen und das Sammelgel gefertigt werden. Man musste zlgig
arbeiten, um eine beginnende Polymerisation noch vor dem Giel3en zu vermeiden.
APS und TEMED wurden jeweils zum Schluss hinzugefugt, da sie die Polymerisation
einleiten. In das frisch gegossene Sammelgel wurde zwischen die beiden Glasplatten

ein Plastikkamm gesteckt.

Tabelle 2.19: Zusammensetzung SDS-Page

Reagent 4% Sammelgel 10% Trenngel
Dest. Wasser 6,1ml 4,02ml
Acrylamid 1,3ml 3,33ml

1,5M Tris-HCI pH=8,8 - 2,5ml

0,5M Tris-HCI pH=6,8 2,5ml -

SDS - 100pl

APS 1o0ul 100pl
TEMED 10pl 10pl

Die zu untersuchenden Proben aus Zelllysaten oder Exosomen-Préparationen wurden
in einem entsprechenden Verhéltnis mit 4fach-Lade-Puffer vermischt und 5 min bei
95°C gekocht.

Die auspolymerisierten Gele wurden in eine Gelelektrophoresekammer (BioRad),
gefullt mit Running-Buffer, Uberfihrt und nach vorsichtigem Herausziehen des
Kammes konnten die Proben in die nun freigelegten Taschen geladen werden.
Zusatzlich wurden jeweils 6 pl Marker geladen. Der Marker enth&lt markierte Proteine
von definierter GroRe, welche das spatere GroRenzuordnen von Proteinbanden
ermdglichte. Zum Auftrennen wurde ein konstantes Spannungsfeld von 20 mA/Gel
angelegt, dessen Fortschreiten anhand des Markers verfolgt werden konnte.

Fiur die Analyse von AB-Praparaten wurden NUPAGE 4-12% Bis-Tris-Proteingele in
Kombination mit MES/SDS-Puffer verwendet. Diese liefen bei 200 V fur 35 min.
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2.25.2. Western-Blot

Der Western-Blot bezeichnet die Ubertragung der zuvor in der Gelelektrophorese
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran. Dies erméglicht die spatere
Darstellung von spezifischen Proteinbanden mit Hilfe von primaren und sekundaren
Antikérpern (Immunoblot). Dabei bindet der erste Antikdrper sein spezifisches Antigen
auf dem zu untersuchenden Protein und der zweite HRP-gekoppelte Antikdrper
(,horseradish  peroxidase“, Meerrettichperoxidase) bindet dessen spezies-
spezifischen Fc-Teil. Das HRP dient als Reporterenzym, welches nach Inkubation mit
geeignetem Substrat ein detektierbares Chemilumineszenz-Signal abgibt.

Zunachst wurde das Gel aus der SDS-Page vorsichtig aus den Glasplatten
herausgel6st und zusammen mit einer Nitrocellulose-Membran, Whatman-Papier und
Schwammen in Sandwich-Puffer gelegt. Der Proteintransfer erfolgte von der Kathode
(-) in Richtung Anode (+). Daher sah der Aufbau des Konstrukts wie folgt aus: Kathode
— Schwamm — Whatman-Papier — Gel — Nitrocellulosemembran — Whatman-Papier —
Schwamm — Anode. Dieses ,Sandwich® wurde daraufhin in eine spezielle Vorrichtung
geklemmt und in eine mit Sandwich-Puffer geflllte Transferkammer Gberfuhrt. Fir den
1x Sandwich-Puffer wurde der 10x Sandwich-Puffer 1:10 mit destilliertem Wasser und
10% Methanol verdunnt. Erganzt wurden ein Kihlelement und ein Rihrfisch. Die
komplette Transferkammer wurde auf einen Magnetrihrer gestellt und der
Proteintransfer erfolgte in einem elektrischen Feld von konstanten 400 mA fiir 60 min.
Nach dem Transfer wurde die Membran vorsichtig aus der Vorrichtung geldst und fir
eine Stunde in 5%-Milch (5 g Milchpulver auf 100 ml TBST) geblockt. Die Milch
verhindert das Binden der Antikbrper an unspezifischen Bindungsstellen. Nach Ablauf
der Zeit wurde die Membran entweder tGiber Nacht bei 4°C oder 4h bei Raumtemperatur
mit dem ersten Antikorper mit entsprechender Konzentration in Milch verdinnt
inkubiert. Daraufhin wurde die Membran dreimal 10 Minuten mit TBST gewaschen,
eine Stunde mit dem zweiten Antikdrper mit entsprechender Verdinnung in Milch
inkubiert und erneut dreimal 10 Minuten mit TBST gewaschen. Der erste Antikdrper
konnte nach Zugabe von 10%iger Natriumazidlésung im Verhaltnis 1:100 konserviert
und wiederverwendet werden. Der zweite Antikorper wurde verworfen. Die
Waschschritte mit TBST entfernten schwacher haftende, unspezifisch gebundene

Antikorper.
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Nun konnte die Membran mit geeignetem HRP-Substrat (ECL, Pico, Femto) inkubiert
und die gesuchten Proteinbanden mit Hilfe des Chemilumineszenz-Detektors und der

Quantity One Software analysiert werden.

2.2.6. Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung kdnnen membrangebundene und intrazellulare
Proteine der Zelle unter einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen, visualisiert und
lokalisiert werden. Der Nachweis beruht auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. In der
indirekten Immunfluoreszenz werden dafir primare und sekundéare Antikdrper
verwendet. Der primare Antikdrper bindet spezifisch an ein Antigen auf dem
darzustellenden Protein. An dessen Fc-Teil bindet ein mit einem Fluorochrom
(fluoreszierender Farbstoff) gekoppelter sekundarer Antikdrper. Wird das Fluorophor
mit Licht der richtigen Wellenlange (,excitation wavelength®, Anregungslicht) angeregt,
absorbiert es dieses Licht, wird erregt und emittiert daraufhin Licht einer l&angeren
Wellenlénge (,emission wavelength®, Emissionslicht). Dieses Emissionslicht kann mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops dargestellt und gemessen werden.

Fur dieses Ziel mussten die Zellen zunachst auf einer geeigneten Flache fixiert
werden. Dafiur wurden in 6-Well-Platten einzelne Deckglaschen verteilt. In die so
praparierten Platten konnte die gewlnschte Zell-Medium-Suspension (beschrieben in
Zellkultur) pipettiert werden und die Zellen wurden dann tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Am folgenden Tag wurde zu 1 ml Medium 2 ml 37°C warmes Paraformaldehyd (PFA,
4% aufgelost in PBS) in die 6-Well-Platte gegeben und diese 10 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die instabile PFA-L6sung wurde entweder frisch angesetzt oder zuvor
angesetzte PFA-LAsung frisch von -80°C auf 37°C aufgewarmt. Nach Ablauf der Zeit
wurde die PFA-Medium-L6sung abgenommen und die Zellen wurden fur weitere 10
Minuten mit reiner PFA-L6sung inkubiert. Daraufhin wurden sie dreimal vorsichtig mit
PBS gewaschen.

Die nun fixierten Zellen wurden eine Stunde mit Pierce Blocking Buffer geblockt. Dieser
verhinderte das Binden der Antikorper an unspezifische Bindungsstellen. Daraufhin
wurden sie mit dem ersten Antikorper (POML1 fiir PrPC, 1:100 in Pierce Blocking Buffer)
entweder eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert, dreimal
mit PBS gewaschen und daraufhin eine Stunde mit dem zweiten Antikérper (Alexa 555
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red, 1:300 in Pierce Blocking Buffer) inkubiert und wieder dreimal mit PBS gewaschen.
Schlief3lich wurden die Deckglaschen vorsichtig abgetropft und mit einem Tropfen
DAPI Fluoromount G auf einem Objekttrager fixiert. DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
dient als Fluoreszenzfarbstoff, der die DNA der Zellen blau anfarbt. Nach dem
Trocknen konnten die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leica TCS SP5)
analysiert werden. Um ein Ausbleichen des Fluorophors zu vermeiden, wurden der
Objekttrager, der sekundare Antikdrper und DAPI Fluoromount G immer lichtgeschiitzt

gelagert.

2.2.7. Aggregationsassay (ThioflavinT-Assay)

Um die AB-Aggregation zu messen und unter verschiedenen Bedingungen zu
vergleichen, wurde das Aggregationsassay bzw. ThioflavinT-Assay neu etabliert.
ThioflavinT (ThT) bindet Amyloid-Fibrillen und gibt daraufhin ein starkes
Fluoreszenzsignal ab. Das Fluoreszenzsignal kann in einem kinetischen Assay Uber
die Zeit gemessen werden und ermdoglicht so Ruckschlisse auf die AB-Aggregation.
AB wurde in Dimethylsulfoxid (DMSQO) gel6ést und 2 mM Ausgangslosung entweder
direkt weiterverwendet oder bei -80°C eingefroren.

Die Exosomenpréaparationen wurden mit 2 yM AB und 20 pM Thioflavin T (ThT) in
einem finalen Volumen von 170 pl bei 37°C im Tecan Safire Microplate Reader unter
leichtem Schatteln inkubiert. ThT wurde mit Licht von 450+5 nm Wellenlange angeregt
(,excitation wavelength®) und die Emission wurde bei 482110 nm alle 10 min

gemessen (,emission wavelength®).
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3. Ergebnisse

Nach der Amyloid-Hypothese kommt es zur pathologischen Anreicherung und
interneuronalen Ausbreitung von AR bei Patienten mit Morbus Alzheimer??. Zudem gibt
es Hinweise dafur, dass Exosomen in der Pathogenese von Morbus Alzheimer eine
entscheidende Rolle spielen. Ziel dieser Doktorarbeit war es zu untersuchen, ob AR
an Exosomen via PrP¢ bindet und ob diese Interaktion Einfluss auf das

Aggregationsverhalten und die neuronale Toxizitat von AB hat.

3.1. Herstellen einer N2a-PrP¢-Knock-Out-Zelllinie

Um den Nachweis zu erbringen, dass AR an Exosomen via PrP¢ bindet, wurde eine
neuronale PrPC¢-Knock-Out-Zelllinie benétigt, welche mit einer korrespondierenden
PrP¢ exprimierenden Zelllinie in ausreichender Anzahl in Zellkulturen kultiviert werden
konnte und zudem ausreichende Mengen an Exosomen fur die weiteren Experimente
produzierte. Zu Beginn der Forschungsarbeit stand keine den Anforderungen
entsprechende Zelllinie zur Verfuigung, sodass wir uns flr den genetischen PrP¢-
Knock-Out der N2a-Zellen mittels TALEN-Methode entschieden.

3.1.1. TALEN-Methode

TALEN (, Transcription Activator-like Effector Nuclease®) sind Proteine, die spezifische
DNA-Sequenzen binden kénnen und Uber Kopplung an die Nuklease Fokl DNA-
Doppelstrangbriiche erzeugen kénnen.

Ursprunglich wurden die ,Transcription Activator-like* Proteine (TAL) im
phytopathogenen Bakterienstamm Xanthomonas entdeckt, welche sie dazu nutzen die
Genexpression ihrer Wirtszellen Uber Bindung an Transkriptionsfaktoren zu
beeinflussen. Als zentrale Doméane Dbesitzen sie eine Reihe von
Sequenzwiederholungen, welche jeweils ca. 33-35 Aminosauren lang sind. Die
naturlich vorkommenden Proteine besitzen zwischen 12 wund 27 solcher
Wiederholungen. Jede Sequenzkopie variiert nur in einem Aminosdurepaar an

Position 12 und 13, das sogenannte ,repeat variable di-residue“ (RVD). Die
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Zusammensetzung eines RVD’s entscheidet lber die spezifische Bindung an jeweils
eines der vier DNA-Nukleotide (s. Abbildung 3.1).2%°

LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHG

. PR NLS AD
N [l C
B 8 DNA Binding Domain \L 5

‘HD NI NG HD NN HD HD NI HD NG NI HD HD NN NG

A U N A O A A
5 CATCGCCACTACTCGT

Target DNA
HD—=-C N—=A NG—=T NN—-G

Abbildung 3.1: Représentativer Aufbau eines TALEN-Proteins

Ein TALEN-Protein setzt sich neben einer N-terminalen und einer C-terminalen
Doméne aus einem zentralen Bereich: der DNA-Bindungs-Domé&ne zusammen.
Diese Doméne baut sich aus einer Reihe von Sequenzwiederholungen auf, die
untereinander nur an Position 12 und 13 variieren. Die Zusammensetzung dieser
beiden variierenden Aminosauren (RVD, ,repeat variable di-residue®) bestimmt die
spezifische Bindung an ein Nukleotid der DNA. Fir jedes Nukleotid gibt es
mindestens eine Aminosaurekombination (HD - C, NI > A, NG - T, NN = G).
Folglich bestimmt die Sequenz der RVD’s den DNA-Locus, der von dem jeweiligen
TALEN gebunden werden kann.

(Modifiziert nach: Cermak, T., et al. (2011). "Efficient design and assembly of
custom TALEN and other TAL effector-based constructs for DNA targeting.” Nucleic
Acids Res 39(12): e82.)

Wenn man nun das Konstrukt mit der Nuklease Fokl verbindet, ist es méglich innerhalb
einer bestimmten DNA-Sequenz einen Doppelstrangbruch zu erzeugen. Da die Fokl-
Nuklease nur als Dimer aktiv wird, ist es notwendig zwei TALEN zu klonieren, welche
an gegenuberliegenden DNA-Abschnitten Uber einen Spacer binden. Dabei bindet ein
TALEN vor der zu schneidenden Stelle am 5'- und das andere weiter im Verlauf am
3‘-DNA-Strang (s.Abb. 3.2).225
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Abbildung 3.2: Erzeugen eines Doppelstrangbruchs mit Hilfe der TALEN-

Methode

Mit der Fahigkeit DNA-Sequenzen mit Hilfe der TALEN spezifisch anvisieren zu
kénnen, ergeben sich fur die Molekularbiologie viele Mdglichkeiten. So kann mit
Hilfe eines TALEN-Paars, welches mit der Nuklease Fokl verbunden ist, ein
gezielter DNA-Doppelstrangbruch erzeugt werden.

(Modifiziert nach: Cermak, T., et al. (2011). "Efficient design and assembly of
custom TALEN and other TAL effector-based constructs for DNA targeting.” Nucleic
Acids Res 39(12): e82.)

Zur Herstellung einer Prion-Knock-Out-Zelllinie wurden drei verschiedene TALEN-
Paare mit Hilfe des Golden Gate TALEN und TAL Effector Kit 1.0 und 2.0 kloniert,

welche alle im Bereich des Prion-Startcodons schneiden sollten (s. Tab. 3.1,

Startcodon rot markiert).

Tabelle 3.1: TALEN-RVD's und der dazugehdérige Prnp-Locus

mPrP- 5-TALEN NN NI NG NI HD HD NG NG NN NG NG HD HD NG HD

TALENO1 3‘-TALEN NI NN HD HD NI NI NN NN NG NG HD NN HD HD NI NG NN NI
Prnp- tGATACCTTGTTCCTC attttgcagatcagtca TCATGGCGAACCTTGGCTa
Locus

mPrP- 5-TALEN  HD NI NG NG NG NG NN HD NI NH NI NG HD NI NN

TALENO3 3’-TALEN  HD NI HD NI NI NI NN NI NH NN NH HD HD NI NH HD NI NN HD HD
Prnp- tCATTTTGCAGATCAGtcatcatggcgaaccttggctact GGCTGCTGGCCCTCT
Locus TTGTGa

mPrP- 5-TALEN NG NG NG NN HD NI NH NI NG HD NI NH NG HD NI NG HD NI NG

TALENO4 3‘-TALEN  HD NI HD NI NI NI NN NI NH NN NH HD HD NI NH HD NI NN HD HD
Prnp- tTTTGCAGATCAGTCATCATggcgaaccttggctactGGCTGCTGGCCCTCTT
Locus TGTGa
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Entsteht ein  Doppelstrangbruch, kann dieser Uber zwei wesentliche
Reparaturmechanismen der Zelle repariert werden. Zum einen Uber homologe
Rekombination, wobei mit Hilfe einer Genmatrix (normalerweise das homologe
Chromosom) die geschadigte Sequenz wiederhergestellt wird und zum anderen tber
Non-homologous end-joining (NHEJ). Dabei werden die DNA-Enden nach Entfernung
der geschadigten Nukleotide wieder verknupft. Dies fuhrt haufig zu

Genunterbrechungen oder zu Lese-Raster-Verschiebungen.?26

Im Falle der homologen Rekombination sollte eine bereits im Vorfeld klonierte
Selektionskassette als Genmatrix dienen. Diese enthielt neben den 5- und 3'-
Untranslated-Regions (5°- und 3‘-UTR) des Prnp-Gens auch DNA-Sequenzen fir ein
EGFP-Zeocin-Fusionsprotein flankiert von 2 LoxP-Enden. EGFP (,enhanced green
fluorescent protein®, verstarkt grin-fluoreszierendes Protein) sowie Zeocin sollten
nach erfolgter Transfektion der Zellen die Selektion der KnockOut-Zelllinie erleichtern,
indem die Zellen in der Fluoreszenzmikroskopie grun fluoreszieren und gegenuber
Zeocin resistent sein sollten. Die LoxP-Enden sollten, wenn noétig, die spatere
Entfernung der EGFP-Zeocin-Genmatrix aus den Zellen erleichtern.

3.1.2. Charakterisierung der N2a-PrP¢-Knock-Out-Zelllinie

Nach multiplen Zelltransfektionen mit verschiedenen Reaktionsansatzen mit
unterschiedlichen Mengen DNA (1-3 pg) und Lipofectamin (20-30 pl) konnte ein EGFP-
positiver Zellklon nach Transfektion mit jeweils 1,5 pg pcDNA3.1-mPrP-TALENO1-3*
und -mPrP-TALENO1-5' sowie 3 ug pcDNA3.1-mPrP-KO-Cas unter 30 pl Lipofectamin

selektiert werden.
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Abbildung 3.3: Immunfluoreszenzfarbung nach Transfektion mit den TALEN-
Konstrukten und Selektion eines EGFP-positiven Klons

Nach Selektion konnten griuin fluoreszierende Zellen ohne PrPC-Signal (POM 1)
nachgewiesen werden (N2a TALEN). Die N2a-Wildtyp-Zellen (N2a WT) weisen
hingegen keine grine Fluoreszenzfarbung auf und mittels POM1 konnte
membrangebundenes zellulares Prion-Protein dargestellt werden. DAPI:
Fluoreszenzfarbstoff, der die DNA blau farbt. Merge: Summiertes
Fluoreszenzsignal.

Fur eine erfolgreiche Transfektion der Zellen war eine ungewéhnlich hohe Menge an
DNA und Lipofectamin notwendig.

Der Zellklon wurde im Folgenden weiter aufgesplittet und weiter selektiert. Es zeigte
sich, dass die Zellen nicht resistent gegentber Zeocin waren. Erstaunlich war zudem,
dass die EGFP-positiven Zellen in unterschiedlichem Mafl3e weniger adharent
wuchsen.

Die folgenden Western-Blot-Analysen zeigten keine detektierbaren Level von PrPC€ in
den Klonen C2, D4 und E4.
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Abbildung 3.4: Western-Blot-Analyse der EGFP-positiven Klone
Es findet sich kein detektierbares PrPC-Signal in den weiter selektierten EGFP-
positiven Klonen C2, D4 und EA4.

Der Klon D4 wurde fir die weiteren Experimente ausgewahlt und wird im Folgenden
als N2a-PrP(-) bezeichnet. Die parentale PrPC-exprimierende Zelllinie wird im
Folgenden als N2a-PrP-WT bezeichnet.

Durch weitere qPCR und genomische Analysen durch einen Forschungskollegen

konnte der definitive genomische PrP¢-Knock-Out bestéatigt werden.

3.2. Charakterisierung der SH-SY5Y- und N2a-Exosomen

Mit Hilfe der neu generierten PrP¢-Knock-Out-Zelllinie konnten die PrPC¢-abhangigen
Effekte auf Exosomen untersucht werden. Vergleichend wurden N2a-WT-Zellen
analysiert. Erganzend wurden SH-SY5Y-Zellen, welche keine detektierbaren Level
von PrP¢ exprimieren, aber keinen genetischen Knock-Out haben, untersucht.
Verwendet wurden SH-SY5Y-Zellen, welche entweder mit leerem pIRESneo-Vektor
(SH-SY5Y-PrP(-)) oder mit pIRESneo-Vektor mit der PRNP-DNA-Sequenz (SH-SY5Y-
PrP(+)) stabil transfiziert wurden. Mit dem vergleichenden Einsatz von humanen (SH-
SY5Y-Zellen) und murinen Zelllinien (N2a-Zellen) konnten spezies-spezifische

Unterschiede ausgeschlossen werden.
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Fur Experimente an Exosomen, sollten diese in mdglichst hoher Konzentration und mit
maoglichst geringer Verunreinigung aus den Zellmedien aufgereinigt werden. Hierfr
wurden die Zellen fir mindestens 48 h in exosomen-freiem Medium kultiviert. In dieser
Zeit konnten die Zellen ausreichend Exosomen fir die weiteren Experimente in das
Medium sezernieren. Anschlieend wurden die Exosomen in einer Reihe von
Zentrifugationsschritten mit einem finalen Ultrazentrifugationsschritt zur Pelletierung
der Exosomen aus dem Medium aufgereinigt. Letztlich konnte die Konzentration und
GroRRenverteilung der aufgereinigten Exosomen mittels Nanosight-Messung bestimmt
werden. Es wurde jeweils mit dem Mittel aus funf Messungen gearbeitet. Somit wurde
sichergestellt, dass fur die weiteren Experimente gleiche Mengen an Exosomen

eingesetzt wurden.
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Abbildung 3.5: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse einer Messung mit
Nanoparticle Tracking Analyse (NTA)

Dargestellt ist jeweils die Durchschnittsgrof3e von insgesamt 5 Messungen mit rot-
markierter Standardabweichung. A: SH-SY5Y-PrP(-), B: SH-SY5Y-PrP(+), C: N2a-
PrP(-), D: N2a-PrP-WT

60



Exosomengrofe

200- ns ns
e 150 T
o
£
o 100
[
‘0
O 504
0 1 1
N N D
Q QS
r g o+ 8
& &9 R
I S S,
Qf-» =) >
=) q}z‘

Abbildung 3.6: GréRRenverteilung der Exosomen
Die Exosomen der SH-SY5Y-PrP(-)-, SH-SY5Y-PrP(+)-, N2a-PrP(-)- und N2a-PrP-
WT-Zellen unterscheiden sich nicht signifikant in ihrer GroR3e.

Aus dem Medium der N2a-Zellen konnten nach den 48 h deutlich mehr Exosomen
aufgereinigt werden als aus dem Medium der SH-SY5Y-Zellen. Fur die Western-Blot-
Untersuchungen wurden 6,6 x 10° Exosomen von den N2a-Zellen und 1,9 x 10°

Exosomen von den SH-SY5Y-Zellen verwendet.

61




c
) o & =
A & 3 B © £
(@) n & o
3 g o )
n & G S
& N N 0
PP¢C — + — + TR
v GM130 130kDa — - - s
— assee lotilin Flotillin
~ 40kDa— - 40KDa— W — —
~ 40kDa— _——— Aktin ~40kDa— R W - Aktin
~ 35kDa — ~ 35kDa—
C c
~ 25kDa — " PrP ~ 25kDa— PrP

Abbildung 3.7: PrPC auf Exosomen von A: SH-SY5Y-PrP(+)- und B: N2a-PrP-
WT-Zellen

Mittels Western-Blot-Analyse konnte die Reinheit der Exosomen-Praparationen
nachgewiesen werden. PrP¢ findet sich angereichert auf Exosomen der A: SH-
SY5Y-PrP(+)- und B: N2a-PrP-WT-Zellen.

Die Reinheit der Exosomen-Préaparationen zeichnete sich durch die Abwesenheit vom
Golgi-Marker GM130 und durch den Nachweis vom ubiquitar exprimierten und
membran-assoziierten Protein Flotillin 1 aus. PrP¢ findet sich angereichert auf
Exosomen von PrP¢ exprimierenden Zellen. Hingegen konnte kein PrP¢-Signal auf
den Exosomen der N2a-PrP(-)- und SH-SY5Y-PrP(-)-Zellen nachgewiesen werden.

3.3. AP bindet an Exosomen via PrP¢

Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit war der Nachweis der Bindung von AB an
Exosomen via PrPC. Hierfur wurden die Exosomen Uber Nacht mit AB inkubiert und
mittels Ultrazentrifugation erneut pelletiert. Die resultierenden Exosomen wurden

mittels Nanoparticle Tracking Analyse und Western Blot analysiert.
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3.3.1. AB-Bindung fuhrt zu keiner signifikanten Grofenadnderung der

Exosomen

Die Nanoparticle Tracking Analysis Software (NTA) analysiert die zuvor mittels des
Nanosight-LM1 visualisierten Partikel einzeln und kann mit Hilfe der Brown‘schen
Molekularbewegung die Grol3e der einzelnen Partikel berechnen. Da die Software
Partikel fur Partikel misst, ergibt sich eine hohe Auflésung der GroRRenvarianz der
einzelnen Exosomen. Daher folgte die Uberlegung, ob die Bindung von AB Einfluss
auf die GroRe der Exosomen haben konnte. Es konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den PrPC-exprimierenden Exosomen nach Inkubation mit AR

oder ohne AB nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.8: GrofRenvergleich der Exosomen von SH-SY5Y-PrP(+) und SH-
SY5Y-PrP(-) nach Inkubation mit AR

Im Durchschnitt zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Gré3e der Exosomen
nach Inkubation mit A (p>0,9999, n=5).
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3.3.2. PrPC-exprimierende Exosomen binden AR

Unter der These, dass AP fest an PrPC¢ bindet, sollte nach Ultrazentrifugation mehr AR
in den Pellets mit PrPC-exprimierenden Exosomen nachzuweisen sein als in den

Losungen mit Exosomen ohne PrPC.
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Abbildung 3.9: Exosomen der SH-SY5Y-PrP(+)-Zellen binden AB42

Dargestellt ist die Signalintensitat von AB42 nach Inkubation mit Exosomen von SH-
SY5Y-PrP(+)- und -PrP(-)-Zellen. Die Signalintensitat war bei PrP¢-exprimierenden
Exosomen signifikant erhoht (**p=0,0044, n=3).

Die Quantifizierung erbrachte einen signifikanten Unterschied im Amyloid-Gehalt
zwischen den verschiedenen Exosomen der SH-SY5Y-Zellen.
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Abbildung 3.10: Exosomen der N2a-PrP-WT-Zellen binden A2

Dargestellt ist die Signalintensitat von AB42 nach Inkubation mit Exosomen von N2a-
WT- und -PrP(-)-Zellen (n=1). Im weiteren Verlauf konnte ein signifikanter
Unterschied fr die N2a-Zellen bestétigt werden.

Fur die Exosomen der N2a-Zellen konnte zunéchst aufgrund der geringen Probenzahl
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Erst im Verlauf konnte nach
entsprechenden Wiederholungen des Experiments auch hier ein signifikanter

Unterschied nachgewiesen werden??’.

3.4. PrP¢ auf Exosomen fordert die AB-Aggregation

Fur den Nachweis, dass exosomales PrP¢ Einfluss auf die Aggregationsneigung von
ABa2 hat, wurde ein Thioflavin T-Assay etabliert. Thioflavin T ist ein fluoreszierender
Farbstoff, der nach Bindung mit B-faltblattreichen Strukturen wie Amyloidfibrillen seine
Fluoreszenzeigenschaften &ndert. So kommt es nach Bindung zur Verschiebung des
Anregungsspektrums auf 450 nm und der Emission auf 482 nm im Vergleich zu 385
nm (,excitation wavelength“) und 445 nm (,emission wavelength“).??® Somit war die
Hypothese, dass die Fluoreszenzintensitdt von Thioflavin T direkt mit dem

Aggregationsstatus von AB korreliert werden kann.
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Da es sich um ein bisher in der Forschungsgruppe nicht etabliertes Testverfahren
gehandelt hat, waren zunéchst einige Experimente zur Evaluation der
unterschiedlichen Konzentrationen und Reproduzierbarkeit notwendig. Verschiedene
AB-Praparationen von AB4o und AB42, sowie von unterschiedlichen Herstellern und
nach unterschiedlichen  Ldsungsvarianten des kommerziell erhaltlichen

Amyloidpulvers zeigten teilweise unterschiedliche Aggregationstendenzen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Fluoreszenzintensitat in direkter

Abhangigkeit zur Konzentration von zuvor aggregiertem Af4o steht.
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Abbildung 3.11: ThT-Fluoreszenzintensitat in Abhéangigkeit zur ARB-
Konzentration

A: Die Fluoreszenzintensitat von Thioflavin T ist abhangig von der Konzentration
des aggregiertem AB4o und zeigt Uber eine Zeitspanne von insgesamt 15 Stunden
nur geringe Schwankungen.

B: Die Fluoreszenzintensitaten stellen sich  bereits bei  geringen
Konzentrationsunterschieden von aggregiertem ABao signifikant unterschiedlich dar.
Aus Grunden der Ubersichtlichkeit wurde die graphische Darstellung vereinfacht.
So fanden sich signifikante Unterschiede zwischen allen Konzentrationen (0,15 uM
vs. 0,75 pM ****p<0,0001, n=90; 0,15 pM vs. 1,5 uM ****p<0,0001, n=90; 0,15 uM
vs. 3,0 yM ****p<0,0001, n=90; 0,75 pM vs. 1,5 pM ****p<0,0001, n=90; 0,75 puM vs.
3,0 uM ****p<0,0001, n=90; 1,5 uM vs. 3,0 uM ****p<0,0001, n=90).
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Die lineare Regression konnte eine Korrelation von 959 % zwischen Amyloid-

Konzentration und Fluoreszenzintensitat nachweisen.
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Abbildung 3.12: Die ThT-Fluoreszenzintensitat korreliert mit der AB-
Konzentration

Die lineare Regression erbrachte einen r2-Wert von 0,9587. Entsprechend zeigt
sich eine gute Korrelation zwischen Fluoreszenzintensitat und AB-Konzentration.

Ahnliche Ergebnisse konnten im Verlauf fir ABs2 nachgewiesen werden. Da sich initial
keine reproduzierbaren Ergebnisse mit AB4o und APz als Reaktionskatalysator
zeigten, wurde im Verlauf auf AP42 als Ausgangsamyloid gewechselt. Die
Exosomenpraparationen wurden mit 2 uM AB42 und 20 uM Thioflavin T (ThT) in einem
finalen Volumen von 170 ul bei 37°C im Tecan Safire Microplate Reader fur 54 h
inkubiert.

Nach Etablierung des Aggregationsassays konnte durch einen Forschungskollegen
gezeigt werden, dass es zu einer signifikanten Beschleunigung und Zunahme der ApB-
Aggregation kommt, wenn ABs2 mit PrPC¢-enthaltenden Exosomen inkubiert wird.
Exprimierten die Exosomen jedoch kein PrPC, ergab sich kein Unterschied in der
Aggregationskinetik im Vergleich zu isoliertem AB42. Diese Ergebnisse sind Teil einer
gemeinsamen Publikation (,Exosomal cellular prion protein drives fibrillization of
amyloid beta and counteracts amyloid beta-mediated neurotoxicity®) und bestatigen

einen entscheidenden Einfluss von exosomalen PrP¢ im AB-Metabolismus.??’
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Abbildung 3.13: PrPC-exprimierende Exosomen fordern die Aggregation von
ABa42

Uber einen Zeitraum von 54h fiihren PrP¢-exprimierende Exosomen der N2a-WT-
Zellen zu signifikant hoheren Fluoreszenzintensitaten im Aggregationsassay im
Vergleich zu Exosomen ohne nachweisbares PrP¢ (N2a-PrP(-) vs. ABa42, p=0,8248,
n=3; N2a-PrP-WT vs. AB42, **p=0,0076, n=3).

(Modifiziert nach: Falker, C., et al. (2016). "Exosomal cellular prion protein drives
fibrillization of amyloid beta and counteracts amyloid beta-mediated neurotoxicity."
J Neurochem 137(1): 88-100.)
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4. Diskussion

In dieser Doktorarbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass das zellulare Prion-
Protein an der Bindung von AB an neuronale Exosomen beteiligt ist und somit Einfluss
auf den AB-Metabolismus in Morbus Alzheimer nehmen kann. Vorangegangen war die
Erkenntnis, dass PrP¢ als hochaffiner Rezeptor fir AB-Oligomere dienen kann!!® und

sich angereichert auf neuronalen Exosomen findet?%,

Dartber hinaus konnten immer mehr Forschungsgruppen einen entscheidenden
Einfluss von Exosomen in AD belegen, wobei die molekulare Grundlage dessen
weitestgehend ungeklart bleibt. So resultierte die Reduktion der Exosomen-Produktion
in einem AD-Mausmodell in signifikant geringeren Plague-Mengen?2°, Zwar konnte
auch nachgewiesen werden, dass ein Teil des sezernierten AR in Assoziation mit
Exosomen freigesetzt wird®4, aber es finden sich auch Hinweise daftr, dass neuronale
Exosomen die Aggregation von AB und im Folgenden die Aufnahme durch
Mikrogliazellen fordern und somit dem Abbau dienen?'’. Die intracerebrale Injektion
neuronaler Exosomen in einem AD-Mausmodell fihrte zu reduzierter AB-Menge,

Amyloid-Ablagerungen und reduzierter AB-vermittelter Synaptotoxizit&t?16.

4.1. Vergleich der Exosomen unterschiedlicher Zelllinien

Um PrPC¢-abhangige Effekte im AB-Metabolismus zu analysieren, war es notwendig
eine zuverlassige und stabile PrP¢-Knock-Out-Zelllinie zu generieren, welche zudem
ausreichend Exosomen fur die weiteren Experimente produzierte. Als
Ursprungszelllinie wurden N2a-Zellen ausgewahlt. Diese sind kommerziell erhéltliche,
immortale, sowie adharent und schnell-wachsende Zellen, welche urspriinglich aus
einem Neuroblastom der Maus stammen. Mittels TALEN-Methode sollte ein PrP-
Knock-Out generiert werden.

Fur die erfolgreiche Transfektion waren erstaunlich grof3e Mengen Plasmid-DNA und
Lipofectamin abweichend vom Protokoll notwendig. Alle daraufhin selektierten EGFP-
positiven Klone wuchsen weniger adharent im Vergleich zu den N2a-WT-Zellen. Dies

konnte entweder ein Resultat der EGFP-Expression oder der fehlenden Expression
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von PrPC¢ sein. So wurde bereits zuvor dem Prion-Protein u.a. eine wichtige Rolle in
der Zelladhasion von N2a-Zellen zugeschrieben'?®. Fir die weiteren Experimente
wurde aus Griunden der Praktikabilitét der am meisten adharent wachsende Klon
ausgewahlt. Durch Western Blot, Immunfluoreszenz, gPCR und genomische Analysen
konnte letztlich der sichere Knock-Out festgestellt werden.

Vergleichend wurden SH-SY5Y-Zellen eingesetzt, welche aus einem menschlichen
Neuroblastom stammen. Diese exprimieren keine detektierbaren Level von PrP€, sind
aber keine sicheren Knock-Out-Zellen. Bereits zuvor wurden die Zellen entweder stabil
mit murinen PrPC¢-enthaltendem oder leerem pIRESneo-Vektor transfiziert und in
verschiedenen Experimenten von PrP¢-abhéngigen Effekten untersucht!®%.239, Sowohl
die N2a- als auch die SH-SY5Y-Zellen stammen aus einem Neuroblastom. Durch den
vergleichenden Einsatz beider Zelllinien konnten spezies-spezifische Unterschiede

unabhéangig vom PrP¢ weitestgehend ausgeschlossen werden.

Nach Aufreinigung der Exosomen wurden die Grolienzusammensetzung und
Konzentration direkt mittels Nanopartikel Tracking Analyse bestimmt. Die Software
kann anhand der Brown‘sche Molekularbewegung die Grol3e der einzelnen Partikel
errechnen. Dadurch ergibt sich eine hohe Auflésungskraft der Grél3envarianz. Die
durchschnittliche Gré3e der Exosomen lag meist etwas > 150 nm (,Mean®). Jedoch
lag die am meisten vertretene Gré3e immer zwischen 100 und 150 nm (,Mode®). Eine
entsprechende Verunreinigung der Praparationen mit groBeren extrazellularen
Vesikeln, Zellpartikeln oder apoptotischen Kérperchen erscheint daher moglich. Die
weitere Analyse mittels Western-Blot konnte jedoch durch die Abwesenheit des Golgi-
Markers GM130 und durch den Nachweis des Exosomen-Markers Flotillin die Reinheit
der Praparationen nachweisen. GM130 lasst sich nur bei Kontamination mit
intrazellularen  Zellbestandteilen nachweisen.?®®  Auch wenn eine gewisse
Verunreinigung mit groReren extrazellularen Vesikeln, Zellbestandteilen und
apoptotischen Korperchen niemals vollstandig auszuschlief3en ist, galt dies jedoch fur
die korrespondieren Zelllinien gleichermal3en und ist daher in vergleichenden
Experimenten zu vernachlassigen. Die weiteren Analysen konnten zudem eine

ausreichende Reinheit der Praparationen nachweisen.
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Die PrPC-Expression hatte keinen Einfluss auf die ExosomengroRRe und es fanden sich
keine Unterschiede in der Protein-Zusammensetzung, soweit diese analysiert wurde.
Daher ist anzunehmen, dass die Expression von PrP¢ keinen wesentlichen Einfluss

auf die Produktion oder Freisetzung von Exosomen hat.

4.2. PrP¢auf Exosomen in der Pathophysiologie von M. Alzheimer

Fur den Nachweis einer PrPC-abhangigen Bindung von AR an Exosomen wurde ein
spezielles Bindungsassay etabliert. Hierfur wurden die Exosomen Uber Nacht mit Ap
inkubiert und nach erneuter Pelletierung konnte der an PrP¢ gebundene AB-Gehalt der
Proben normalisiert zu Flotillin quantifiziert werden. Die Gesamtsignalintensitat von AR
war bei den SH-SY5Y-PrP(+)-Zellen signifikant hoher im Vergleich zu den SH-SY5Y-
PrP(-)-Zellen (**p=0,0044, n=3). Fur die N2a-Zellen konnte dies nicht bestatigt werden.
Dies ist allerdings wahrscheinlich auf die geringe Fallzahl zuriickzufiihren, denn nach
Wiederholung fanden sich @hnliche Ergebnisse wie bei den SH-SY5Y-Zellen??’.

Im gleichen Forschungsjahr konnte eine Gruppe um An et al. nachweisen, dass
Exosomen von PrPC-exprimierenden Zellen signifikant mehr AB-Oligomere binden als
Exosomen einer PrP¢-KO-Zelllinie. Diese Exosomen konnten in vivo die AB-vermittelte
LTP-Inhibition signifikant reduzieren. Allerdings wurden hierfir immortalisierte
Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs vergleichend eingesetzt, namlich HW8-1- und
Hpl3-4-Zellen. Da aber Exosomen unterschiedlicher Zelllinien in ihrer
Proteinzusammensetzung variieren?3?, ist zum einen die Quantifizierung mittels eines
kommerziell erhaltlichen Protein-Konzentrationsbestimmungs-Assays nicht verlasslich
und zum anderen eine PrP¢-unabhéngige zelltypspezifische Interaktion mit AB nicht
ausgeschlossen.?®> Im Gegensatz dazu wurden wahrend dieser Forschungsreihe
Exosomen korrespondierender Zelllinien untersucht und deren absolute Menge konnte
mittels NTA bestimmt werden. Durch den zusatzlichen Einsatz von murinen und
humanen Zellen konnten dadurch nicht nur proteinabhéangige Unterschiede
verschiedener Zelllinien, sondern auch spezies-spezifische Unterschiede und

Beeinflussungsfaktoren ausgeschlossen werden.
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Unabhangig davon hat die gleiche Forschungsgruppe auch den Effekt von
trypsinierten Exosomen der N2a-Zellen auf die AB vermittelte LTP-Inhibition
untersucht. Die Behandlung mit Trypsin sollte Oberflachenproteine, wie auch PrP¢ von
den Exosomen entfernen und so den Nachweis erbringen, dass der Effekt auf die LTP-
Inhibition von einer Proteininteraktion auf den Oberflachen der Exosomen abhangig
ist. Dies geschah leider nicht im Vergleich zu der Exposition von AR allein, sondern nur
im Vergleich zu nicht-trypsinierten Exosomen. So kommt es bei den Letzteren zu einer
signifikant geringeren Inhibition der LTP durch A als bei trypsinierten Exosomen. Aber
interessanterweise konnten auch die Exosomen der PrPC¢-KO-Zelllinie die AB-
vermittelte Inhibition der LTP teilweise blockieren, was weitere und bisher ungeklarte

Mechanismen einer Exosomen-AB-Interaktion unabhangig von PrP¢ nahelegt.?%®

So wurde beschrieben, dass Glycosphingolipide (GSL) an der Assoziation von AB an
Exosomen mit folgender Aufnahme und Degradierung in Mikrogliazellen beteiligt
sind?'®, GSL sind membranassoziierte Lipide mit einem glykosidisch gebundenen
Kohlenhydrat-Anteil. AR bindet an Glycosphingolipide, insbesondere an GM1 und
infolge der Proteininteraktion wurde eine Veranderung der sekundaren Proteinstruktur
mit erhohter Aggregationsneigung in Zusammenhang mit Lipid-Rafts beschrieben.?3%
235 S0 konnte bereits zuvor eine Exosomen-abhangige Beschleunigung der ApB-
Aggregation nachgewiesen werden?!’. Dies konnte hier bestéatigt werden und PrP¢
scheint hierbei eine entscheidende Rolle einzunehmen (s. Abb. 3.13).

Interessanterweise wurde ebenfalls eine Assoziation des zellularen Prion-Proteins mit
GM1 und Lipid-Rafts beschrieben?36. Denkbar ware daher, dass lipid-raft-assoziiertes
PrPC in Zusammenhang mit GSL als Katalysator der Amyloid-Aggregation dient. Da
insbesondere Oligomere als toxische Entitat in der Alzheimer-Pathologie gelteni®, ist
daher davon auszugehen, dass exosomales Prion-Protein eine neuroprotektive Rolle
erflllt. Durch diese Interaktion kommt es Uber eine Bildung hdéherer Aggregatzustande
von AB zur Reduktion l6slicher AB-Oligomere. Dies erklart ebenfalls die Assoziation

von Exosomen mit vermehrter Plaque-Bildung®*.

Wohlgemerkt wird die AB-Aggregation jedoch durch I6sliches PrP¢ ohne GPI-Anker
inhibiert?®”. Zudem ist membrangebundenes neuronales PrP¢ nach Bindung von
I6slichen AB-Oligomeren assoziiert mit Synaptotoxizitat und

Neurodegeneration'57:160.161,163.238.239 ' Djes impliziert eine duale Rolle des zellularen
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Prion Proteins in Zusammenhang mit den molekularen Grundlagen des ARB-

Metabolismus.

Im Gegensatz zu den neuronalen Exosomen inhibieren Mikrovesikel von
Mikrogliazellen die AB-Aggregation und fiihren zur Bildung von neurotoxischem AR2?23,
Tatsachlich ist die Produktion von Mikrovesikeln in Alzheimer-Patienten im Vergleich
zu einer gesunden Kontrollgruppe erh6ht??® und korreliert mit Neurodegeneration und

hippokampaler Atrophie?4°,

Unabhangig von diesen Mikrovesikeln wurden in weiteren Forschungsarbeiten auch
Exosomen krankheitsfordernde Eigenschaften zugeschrieben. So fand eine
Forschungsgruppe 2018, dass Exosomen von Alzheimer-Patienten ohne spezifische
Zellzuordnung angereichert AB-Oligomere enthalten und diese in weiteren in vitro
Studien auf neuronale Zellen Ubertragen konnten. Postuliert wurde daher, dass
Exosomen dem interneuronalen Transport von neurotoxischen AB-Oligomeren im
Gehirn dienen und eine Suppression der Exosomenproduktion potenziell
krankheitsmodulierende Effekte haben konnte.?*! Allerdings konzentrierte sich jene
Forschungsgruppe auf AB-Oligomere innerhalb von Exosomen, wohingegen in dieser

Forschungsarbeit Oberflacheninteraktionen untersucht wurden.

Dariiber hinaus fuhrt die genetische Unterdrickung der nSMase 2, einem
Schlisselenzym der Biogenese von Exosomen, zur Verbesserung der kognitiven
Defizite in einem Alzheimer-Maus-Modell, den 5xFAD-Mausen. Jedoch konnte in
diesen Mausen ein hoherer Anteil an l6slichem ABa2 nachgewiesen werden.?*? Unter
der Annahme, dass zu diesen auch vermehrt |6sliche AB-Oligomere gehdren, sind
weitere von Exosomen unabhangige und kognitionsfordernde Faktoren der

genetischen Modifikation nicht ausgeschlossen und sollten weiter untersucht werden.

Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass der Einfluss auf die Aggregation von
AB vom Zelltyp und Typ der extrazellularen Vesikel abhéngig ist. So scheinen EV's
Einfluss auf die Bildung, den Transport und den Abbau verschiedener A-
Aggregatzustdnde zu nehmen. Ob dies eine physiologische Funktion erfillt, im
Gesunden ein Gleichgewicht zwischen AB-Bildung und -Abbau existiert und inwieweit
das im AD-Metabolismus gestort ist, wird bisher kontrovers diskutiert und bedarf
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weiterer Forschung. Erschwert wird dies allerdings durch die technischen Grenzen
einer exakten Aufreinigung und Trennung von Exosomen, Mikrovesikeln und
apoptotischen Korperchen. So kodnnen Verunreinigungen der verschiedenen

Praparationen schnell zu widersprichlichen Ergebnissen fiihren.

Die Daten dieser Forschungsarbeit implizieren in der Zusammenschau eine
neuroprotektive Rolle von PrP¢ auf neuronalen Exosomen. Einerseits ist anzunehmen,
dass durch die Bindung mit konsekutiver vermehrter Aggregation des Amyloids zu
Amyloidfibrillen und letztlich Plaques die Menge von I6slichen AB-Oligomeren reduziert
wird und andererseits kbnnte ein weiterer Mechanismus die Menge an toxischen Ap
zusatzlich reduzieren. So wird exosomal gebundenes AP durch Mikrogliazellen
aufgenommen und lysosomal abgebaut. In vitro kam es durch diesen Mechanismus
zu einer signifikanten Reduktion des extrazellularen Amyloids.?*” Obwohl
Mikrogliazellen auch freies AR aufnehmen und abbauen, kénnte die vorhergehende
Bindung an Exosomen einen effektiveren Mechanismus darstellen?*3. Die
zunehmende Erkenntnis tber Bildung, Interaktionen und den Abbau von A liefert
weitere Ansatzpunkte zur Entwicklung einer effektiven und nebenwirkungsarmen

Therapie von Morbus Alzheimer.
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5. Zusammenfassung

Morbus Alzheimer (AD) ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung und die
haufigste Form der Demenz?!. GemaR der Amyloid-Hypothese tragt eine Stérung des
Gleichgewichts von AB-Bildung und -Abbau wesentlich zur Pathogenese der
Erkrankung bei'?. Dabei wirken insbesondere l6sliche AB-Oligomere neurotoxisch®°
und deren Menge korreliert mit der Schwere der Kognitionseinschrankung®s.
Zellulares Prion-Protein (PrP¢) konnte als hochaffiner Rezeptor fiir AB-Oligomere
identifiziert werden''®>. Wahrscheinlich kommt es (ber eine pathologische
Signalkaskade Uber die Fyn-Kinase zu ApB-vermittelter Synaptotoxizitat und
Inhibierung der Langzeit-Potenzierung'®l. Neuere Forschungsergebnisse weisen
zudem auf eine wichtige Funktion von Exosomen in der Pathogenese von AD hin.
Exosomen sind kleine extrazellulare Vesikel endosomalen Ursprungs und scheinen
eine wichtige Funktion im interzellularen Transport von Molekilen zu erfiillen. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Exosomen die Aggregation und anschliel3end die
Aufnahme und den Abbau von AB durch Mikrogliazellen férdern?'’. Der Einfluss von
Exosomen auf den AD-Metabolismus wird allerdings kontrovers diskutiert.

Da sich PrP¢ angereichert auf Exosomen findet, war Ziel dieser Doktorarbeit der
Nachweis einer PrPC¢-abhangigen Bindung von AB an Exosomen. Hierflr wurde
zunachst eine murine PrP¢-Knock-Out-Zelllinie mittels Transciption-Activator-like
Effector Nukleasen (TALEN) generiert. Unter Verwendung dieser mit ihrer parentalen
Wildtyp-Zelllinie, sowie SH-SY5Y-Zellen, welche keine detektierbaren Level von PrP¢
exprimieren mit SH-SY5Y-Zellen, welche stabil mit PrP¢ transfiziert wurden, konnte
eine PrPC¢-abhangige Bindung von AB an Exosomen nachgewiesen werden. Die
Exosomen der verschiedenen Zelllinien unterschieden sich weder in Grof3e noch in
analysierter Proteinzusammensetzung. In einem neu etablierten Aggregationsassay
konnte zudem bewiesen werden, dass PrPC-exprimierende neuronale Exosomen die
Aggregation von AR katalysieren. Postuliert wird korrespondierend zu aktuellen
Forschungsergebnissen eine neuroprotektive Funktion von exosomalen PrP¢ (ber
Foérderung der Aggregation mit Bildung nicht-toxischer Amyloid-Fibrillen. Die
Ergebnisse tragen wesentlich zum Verstandnis des AB-Metabolismus in AD bei. Zur

Klarung einer therapeutischen Konsequenz bedarf es jedoch weiterer in vivo Studien.
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6. Summary

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease and the most
common form of demential. According to the Amyloid Hypothesis AB generation and
deposition are the main reasons for developing AD*?. Especially AR oligomers seem
to have the most neurotoxic effects!® and the overall amount of soluble AB highly
correlates with disease severity%®, The cellular prion protein (PrP¢) was identified as
a high-affinity receptor for A oligomers!!® and this interaction seems to mediate the
synaptotoxicity and the suppression of long term potentiation via an activation of Fyn-
Kinase®l. Furthermore, recent findings highlight the importance of exosomes, small
extracellular vesicles of endosomal origin, in pathogenesis of AD. It was shown that
exosomes drive the fibrillization of AB and promote the uptake of AR aggregates by
microglial cells for degradation?'’. Nevertheless, the role of exosomes in AD is still
subject of a controversial debate.

Since cellular prion protein is found highly enriched on exosomes, subject of this thesis
was the proof of PrP¢-dependent binding of AR to exosomes. For this reason, a murine
N2a-PrPC¢-KnockOut-Cellline was generated using transcription activator-like effector
nucleases (TALEN). Using this cell line and their parental wildtype cell line, as well as
human SH-SY5Y-Cells, which do not express detectable amounts of PrPC in
correlation to SH-SY5Y-Cells, stably transfected with PrPC; it was possible to proof a
PrPC-dependent binding of AR to exosomes. The exosomes of the different cell lines
did not differ in size or analysed protein composition. In a newly established
aggregation assay it was shown that PrP¢-expressing neuronal exosomes catalyse the
aggregation of toxic soluble AB into non-toxic AR aggregates and therefore possibly
have a neuroprotective function in AD. To investigate possible therapeutic applications
of these results more studies on exosomal PrP¢ and its impact on AR metabolism in

vivo are required.
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9. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AD »<Alzheimer’'s Disease®, Morbus Alzheimer

AICD ~2Amyloid intracellular domain®

AK Antikorper

Amp Ampicillin

AMPA-Rez. »2a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor

Anm. Anmerkung

AP Alkalische Phosphatase

APH-1 »anterior pharynx-defective 1°

APLP »APP like Protein®

Apoe-4 Apolipoprein-E4-Genallel

APP ~<Amyloid-Precursor-Protein“, Amyloid-Vorlaufer-Protein

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure/n

ATP Adenosintriphosphat

AB Amyloidp

BACE-1 .Beta-site amyloid precursor protein-cleaving enzyme 1%, B-
Sekretase

BSA ,Bovine Serum Albumin®, Bovines Serumalbumin

BSE Bovine spongiforme Enzephalopathie

Bzw. Beziehungsweise

CJD ,Creutzfeldt-Jakob-Disease*, Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

C-Terminus Carboxy-Terminus

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium®, Zellmedium

DMEM-F12 ,Dulbecco's Modified Eagle Medium®: Nutrient Mixture F-12,
Zellmedium mit speziellen Nahrstoffzusatzen

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA / DNS ,Desoxyribonucleic acid“, Desoxyribonukleinsaure

dNTP’s Desoxynukleosidtriphosphate

DSB Doppelstrangbruch

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFP .enhanced green fluorescent protein®, verstarkt grin-
fluoreszierendes Protein

EOAD .Early-onset Alzheimer-Disease®, prasenile Form von AD

ESCRT .endosomal sorting complex required for transport"

esRNA .exosomal shuttle RNA®, RNA welche mittels Exosomen zwischen
Zellen transportiert und in der Empfangerzelle translatiert wird

EV Extrazellulare Vesikel

FAD .Familiar Alzheimer Disease®, familiare Alzheimer-Erkrankung

FBS .Fetal bovine serum®, Fetales Kalberserum

FCS .Fetal calf serum®, Fetales Kalberserum
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FFI
FTD-P 17

G418
GM130
GPI
GSS
HRP
HSP
IgG

ILV
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IRES
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KH2PO4
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LOAD
LTD
LTP
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MHC
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MVB
N2a
NazHPO4

NacCl
NHEJ
NMDA
NP-40
NTA

N-Terminus
PBS

PBST

PCR

PEN-2

PFA

PMSF
PRNP

Prpc

Prpse

PSEN 1/2
RIPA

,Fatal Familial Insomnia“, Letale Familidre Insomnie

Frontotemporale Demenz mit Parkinson-Symptomatik assoziiert
mit Chromosom 17
Geneticin

Golgi Markerprotein 130
Glukosyl-Phosphatidyl-Inositol
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom
,Horseradish peroxidase“, Meerrettichperoxidase
.Heat shock proteins®, Hitzeschockproteine
Immunglobulin G

Intraluminale Vesikel
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

.internal ribosomal entry site“, Interne ribosomale Eintrittsstelle
Kilodalton

Kaliumdihydrogenphosphat

Lysogeny broth

,Late-onset Alzheimer-Disease®, senile Form von AD
,Long-term depression“ Langzeit-Depression
,Long-term potentiation“ Langzeitpotenzierung

,Mild cognitive impairment®, milde kognitive Stérung
»-Major Histocompatibility Complex®,
Haupthistokompatibilitadtskomplex

Mikrovesikel

~Multivesicular body“, multivesikulare Kérperchen
Neuro2a, Neuroblastom-Zelllinie der Maus
Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid

Non-homologous end-joining
N-Methyl-D-Aspartat
Polyethylenglycol(40)- nonylphenolether

.,Nanoparticle Tracking Analysis Software®, Software des
Nanosight-LM10
Amino-Terminus

~,Phosphat buffered saline“, Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Phosphat gepufferte Kochsalzldsung mit Tween-20

.Polymerase chain reaction“, Polymerase-Kettenreaktion
,Presenilin enhancer 2“

Paraformaldehyd

Phenylmethylsulfonylfluorid (Proteaseinhibitor)

PrP¢ kodierender Genlocus

Zellulares Prion-Protein

Prion-Protein Scrapie

Prasenilin-Gen 1/2
»,Radioimmunoprecipitation assay"
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rpm

RT

RVD

s. Abb.

s.Tab.
sAPPa/sAPPR

SDS
SDS-PAGE

SH-SY5Y
Spec
Tab.

TAE

TAL
TALEN
TBST
TEMED
ThT
Tris-Base
TSE
Tsgl01
UTR

WB

WT
X-Gal
ZNS

,Ribonucleic acid®, Ribonukleinsaure

,Rounds per minute“, Umdrehungen die Minute
Raumtemperatur

,Repeat variable di-residue”

Siehe Abbildung

Siehe Tabelle

Sekretorische APP-Fragmente nach a- bzw. 3-Sekretase-
Spaltung
»So0dium dodecyl sulfate®, Natriumdodecylsulfat

“Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”,

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Neuroblastom-Zelllinie des Menschen

Spectinomycin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

»rranscription Activator-like*

»1ranscription Activator-like Effector Nuclease”
Tris-gepufferte Kochsalzldsung mit Tween-20
Tetramethylethylenediamine

Thioflavin T
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
,rransmissible spongiform Encephalopathy”
»rumor susceptibility 101“

Luntranslated region”

Western-Blot

Wildtyp
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galaktopyranosid
Zentrales Nervensystem
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