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Kurzfassung

Die Alzheimer-Krankheit ist die haufigste Form der Demenz, bis heute nur teilweise ver-
standen und nicht therapierbar. Mit steigender Lebenserwartung gewinnt sie zunehmend an
Bedeutung, wodurch das Aufkliaren der molekularen Abldufe immer wichtiger wird. Dabei ist
das, durch amyloidogene Prozessierung des Amyloid Precursor Proteins (APP) entstehende,
AB-Peptid sowohl durch Aggregation und Ablagerung in Amyloid Plaques als auch in 16sli-
cher Form mafigeblich an der Pathologie der Krankheit beteiligt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Bindepartner der APP-vy-Spaltstelle, eingeschlossen der
Na™-/KT-ATPase, HXK1, DNMI, MAG und 14-3-3, identifiziert und eine mégliche Funktion
bei der y-Sekretase-vermittelten Spaltung diskutiert. Des Weiteren wurde die schon bekann-
te Interaktion von APP und Calretikulin (CRT) hinsichtlich einer Beteiligung an dem Vor-
gang der AB-Produktion charakterisiert. Die iiber die C-Doméne erfolgende Bindung an APP
ist nicht Oligosaccharid-vermittelt, wie bereits publiziert, und entspricht demnach nicht der
Chaperonfunktion von CRT. Dariiber hinaus interagiert CRT P-Doménen-vermittelt auch
mit Presenilin 1 (PS1), der katalytischen Komponente des -Sekretasekomplexes, wobei eine
generelle Beteiligung des Proteins an dem Vorgang der v-Spaltung jedoch noch nicht ganz ge-
klért ist. CRT scheint jedoch substratspezifisch zu agieren. Wéhrend die Sekretase-vermittelte
Spaltung von APP durch das Chaperon wahrscheinlich inhibiert wird, fordert es moglicher-
weise die L1-Prozessierung durch den Enzymkomplex, wobei die einzelnen CRT-P-Domé&nen
einen jeweils gegensétzlichen Effekt haben. Demnach agiert CRT fiir APP als eine Art gate-
keeper mit einer, vor der amyloidogenen Proteolyse, schiitzenden Funktion, die durch einen
noch unbekannten Stimulus induziert und durch Trennung des Chaperons von dem Zelladhé-
sionsmolekiil aufgehoben wird, wie es bereits bei der nur PS1-bindenden CRT-P-Doméne der
Fall ist. Im Gegensatz dazu hat CRT hinsichtlich L1 wahrscheinlich eine y-Proteolyse fordern-
de Funktion. Das Substrat wird zuerst von dem Chaperon, nicht von der CRT-P-Domnne,
gebunden und so an das aktive Zentrum der Sekretase herangefiihrt, die nach Bindung beider
Proteine die Spaltung des Zelladh#sionsmolekiils ausfiihrt. Anschlieend kénnte CRT allein
oder, zur Stabilisation von AS, mit dem Peptid assoziiert den Komplex verlassen. Ein die
Arbeit abschliefender proteolytischer Vergleich von APP und L1 durch verschiedene Metal-
loproteasen zeigt viele Parallelen auf, die Riickschliisse iiber Gemeinsamkeiten der jeweiligen
Prozessierungen sowie entsprechenden Krankheitsverldufe zulassen.

Zusammengefasst zeigt diese Arbeit, wie komplex und noch wenig verstanden sowohl die
amyloidogene Spaltung als auch die physiologische Funktion von APP und der an das Zel-

ladhésionsmolekiil bindenden Proteine ist.






Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most frequent form of dementia, up to now only partially
understood and not curable. Its importance rises with increasing life expectancy and therefore
the elucidation of the molecular processes of AD becomes crucial. The A3-peptide, which is
produced by the amyloidogenic proteolysis of the Amyloid Precursor Protein (APP), is a
main cause of the pathology by Amyloid plaque formation as well as in soluble form. In
the context of this work several proteins binding to the APP ~-cleavage site are identified,
including Na™-/K*-ATPase, HXK1, DNMI, MAG and 14-3-3 and a possible role concerning
the ~-secretase cleavage is diskussed. Furthermore the already known interaktion of APP
and calreticulin (CRT) is characterized regarding an involvement in the production of Af.
The binding of the CRT-C-domain to APP is not mediated by oligosaccharides and thus
does not correspond to the proteins chaperon function. CRT (P-domain) also interacts with
Presenilin 1 (PS), the katalytic subunit of the y-secretase. A general attendance of the protein
in the process of v-cleavage remains unclear, but it seems to act substrate specific. On the
one hand the secretase cleavage of APP is probably inhibited by the chaperone and on the
other hand it maybe promotes the L1-proteolysis mediated by the enzyme complex. In both
cases the CRT-P-domain has opposite effects. According to this, CRT functions as a kind
of gatekeeper and protects APP against amyloidogenic processing. The protective effect is
abolished by separation of the chaperone from the cell adhesion molecule after occurrence of a
yet unknown stimulus which is also the case for the exclusively PS1-binding CRT-P-domain.
In contrast to this L1 is probably bound by CRT, not by CRT-P-domain, and introduced to
the ~-secretase which cleaves the cell adhesion molecule after association of both proteins.
CRT aterwards leaves the complex either alone or for stabilization of A in attendance of
the peptide. Finally a comparison of the proteolytic processing of APP and L1 by different
metalloproteases points out many parallels that allow conclusions concerning similarities of
the particular processing and accordant etiopathology. Consolidated this work points out how
complex and little understood the amyloidogenic APP-cleavage as well as the physiological

functions of APP and its binding partners are.






1 Einleitung

Demenzerkrankungen gewinnen aufgrund der kontinuierlich steigenden Lebenserwartung
und der immer grofler werdenden Bevolkerungsgruppe der iiber 65-Jiahrigen zunehmend an
klinischer, sozialer und auch 6konomischer Bedeutung. Dabei sind sie nach kardiovaskuldren
Erkrankungen und boésartigen Tumoren bereits die derzeit dritthéufigste Todesursache
linger et al., 2008]). Die Alzheimer-Krankheit stellt mit etwa 65% bis 70%
der Fille die haufigste Demenzform dar (Schmidtke, 2005} [Blennow et al., 2006)). Aufgrund

der steigenden Anzahl potentiell betroffener Menschen ist es von grofier Bedeutung, eine ent-

sprechende Behandlungsmoglichkeit zu finden. Eines an der Pathologie der AD hauptséchlich
beteiligten Proteine ist das Amyoid Vorlduferprotein (APP; . Durch definier-
te Proteolyse mittels Sekretasen entsteht das AS-Peptid, welches sowohl in 16slicher Form
verschiedene zytotoxische Funktionen hat als auch den Hauptbestandteil der extrazelluldren
Amyloid Plaques (Kap. 1.2, S. 3)), ein typisches Kennzeichen der Alzheimer-Krankheit, dar-
stellt. Dabei sind das Versténdnis der y-Spaltung sowie der ~y-Sekretase und moglichen, an
diesem Spaltvorgang beteiligten Proteine, wichtig fiir eine Klarung der Entstehung sowie des
Verlaufs dieser Krankheit und damit der Moglichkeit eine Therapie und/oder Prévention zu
entwickeln.

Das erste Kapitel behandelt die Pathologie und den aktuellen Forschungsstand der Alzheimer-
Krankheit im Hinblick auf den amyloiden Verlauf sowie APP, deren Bindepartner und die
an dem ~-Spaltvorgang beteiligten Proteine und schlieft mit der Zielsetzung der Arbeit.
Wihrend Kapitel zwei das verwendete Material enthélt, beschreibt das dritte Kapitel die
eingesetzten Methoden. Im Kapitel vier der Arbeit werden die Ergebnisse der biochemischen,
zell- und molekularbiologischen Untersuchungen erldutert und diese sowie ihre Relevanz fiir

die Alzheimer-Erkrankung in dem fiinften Kapitel diskutiert.

1.1 Die Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit (AD), auch Morbus Alzheimer oder “Demenz vom Alzheimer-
Typ”, wurde erstmals 1906 von dem Wiirzbuger Psychiater Alois Alzheimer (1864-1915) bei

seiner Patientin Auguste Deter beobachtet und nach Sektion des Hirns der Verstorbenen als

eine “eigenartige Krankheit der Hirnrinde” beschrieben (Alzheimer, 1907)), die hauptséichlich

dltere Menschen betrifft und mit einem fortschreitenden Verlust der mentalen Fihigkeiten

verbunden ist. (Keine Autoren angegeben, iibersetzt von Jarvik & Greenson, 1987)). Das




1 Einleitung

Gehirn der Patientin wies neben einem Verlust von Neuronen die Bildung von intrazellulé-
ren Fibrillenbiindeln und extrazelluldren Amyloid Plaques auf (Abb. 1.1, S. 2; [Kap. 1.2, S. 3)).
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Abb. 1.1: A. Alzheimer & die Originalaufnahme des Gehirns seiner Patientin Auguste D.

Wie von Alois Alzheimer (A) beschrieben sind das Gehirn seiner verstorbenen Patientin Auguste D. betrachtet
neben einer Neurodegeneration sowohl intrazellulidre Neurofibrillenbiindel (Pfeile) als auch extrazellulidre Abla-
gerungen, die Amyloid Plaques (Pfeilspitzen), zu erkennen (B). [Silberfdrbung, aus den Archiven des Zentrums
fiir Neuropathologie und Prionforschung, Miinchen. (Priller, 2006, S.2)|

1910 wird dieses Krankheitsbild von Kraepelin charakterisiert und nach seinem Entdecker

benannt (Kraepelin, 1910)). Klinisch gesehen ist Morbus Alzheimer eine progressiv fortschrei-

tende Krankheit, welche sich durch eine anfingliche Gedéchtnisschwiche auszeichnet, die im
Verlauf zunimmt und zu einem volligen Verlust der Urteilsfahigkeit sowie der Personlich-
keit fithren kann - begleitet von Ausprigungen bzw. Defiziten in einem oder mehreren der
folgenden kognitiven Bereiche: Aphasie (Sprachstérungen), Agnosie (die Unféhigkeit, Perso-
nen oder Objekte trotz intakter sensorischer Funktionen zu erkennen), Apraxie (das Fehlen

von motorischen Féhigkeiten trotz intakten motorischen Systems) oder Exekutivfunktionen

(planen, organisieren, Abldufe ausfithren oder geistesgegenwértig sein) (Brown et al., 2005}
. Auch Angstzustinde und Depressionen treten haufig auf. Vom Zeitpunkt der
Diagnose an fithrt die Krankheit in der Regel nach ca. 5-8 Jahren zum Tod des Patienten
(Bracco et al., 1994]).

Das Risiko, zwischen einem Lebensalter von 65 und 100 Jahren AD zu bekommen, belduft

sich auf 33% fiir Ménner und 45% fiir Frauen mit einem jidhrlichen Anstieg von 1-2% in der
siebten bis zu fast 60% in der zehnten Dekade (Jellinger, 2008)). Schétzungen zufolge leben
derzeit weltweit iiber 30 Millionen an Alzheimer erkrankte Menschen, wobei allein in Deutsch-
land von {iber 80.000 Patienten ausgegangen wird. Nach einer 2005 durchgefiihrten Studie
von Ferri und Kollegen steigt diese Zahl von etwa 24 Millionen Menschen im Jahr 2001 auf
ca. 81 Millionen im Jahr 2040 (Ferri et al., 2005)). Schon 2006 betrugen die jahrlichen Kosten
fiir die Behandlungen und Versorgung dementer Patienten weltweit schitzungsweise 250 Bil-
lionen US Dollar (Winblad et al., 2006]).

Betrachtet man die Verédnderungen auf der Zellebene, so sind die klinischen Auswirkungen

die Konsequenz eines massiven, fortschreitenden Verlustes an Neuronen und Synapsen. Es
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werden selektiv Gehirnregionen geschédigt und neurale Prozesse beeintrichtigt, insbesonde-
re Neuronen im Neokortex, Hippocampus, cholinergen System des basalen Vorderhirns, in
der Amygdala und den monoaminergen Kernen des Hirnstamms sind betroffen. Die choliner-
gen Nervenbahnen zwischen basalen Vorderhirnstrukturen, Grofhirnrinde und Hippocampus

spielen eine zentrale Rolle bei Lern- und Gedéchtnisfunktionen, Aufmerksamkeitsverhalten

und anderen kognitiven Prozessen (Price et al., 1998)). Neben der Neurodegeneration kommt

es zu der bereits erwdhnten Bildung extrazelluldrer Amyloid Plaques (Kap. 1.2, S. 3|) und
intrazelluldrer Fibrillenbiindel.

Die Alzheimer-Krankheit ldsst sich in zwei Gruppen klinisch und neuropathologisch &hnlicher
Krankheitsbilder einteilen: Bei den senilen, sporadischen Formen treten die ersten klinischen
Symptome meist erst nach Erreichen des 65. Lebensjahres auf. Dagegen manifestiert sich die
Symptomatik der seltener auftretenden presenilen familidren Formen (FAD), die fiir ca. 1%
aller Alzheimer Félle verantwortlich sind, schon héufig vor dem 50., in Einzelfdllen sogar schon
vor dem 30. Lebensjahr (Haass and Selkoe, 1993} [Selkoe, 1993} [Hardy, 1997)). Ein grofler Teil
der FAD tritt infolge autosomal dominanter Mutationen der Gene von APP (Chromosom 21;
|Goate et al., 1991), Presenilin 1 (Sherrington et al., 1995]) und Presenilin 2 (Levy-Lahad, 1995|)

auf. Es gibt auch genetische Verédnderungen, die mit dem Auftreten der senilen AD assoziiert

sind, wobei bis heute das Apolipoprotein E Gen (APOE), insbesondere das €4 Allel, der einzig
bestétigte genetische Risikofaktor bleibt, welcher fiir bis zu 50% der Fille verantwortlich ist
(Rebeck et al., 1993 |Waring & Rosenberg, 2008). ApoE4 bindet an A und kann demzufol-

ge auch in senilen Plaques nachgewiesen werden (Wisniewski & Frangione, 1992). Dariiber

hinaus wird in der Literatur iiber zahlreiche mdgliche Risikoallele und vielversprechende ge-

netische Variationen berichet. Neueste Publikationen individueller Studien diesbeziiglich sind

signifikant hiufig verbunden mit dem Sortilin-verwandten Rezeptor (SORL1; [Rogaeva et al. |
[2007), dem Glycin-reichen Protein-2-verbundenen Bindeprotein-2 (GAB2) auf Chromosom
11 (Li et al., 2004)), der death-associated protein kinase 1 (DAPKI; [Li et al., 2006), Ubiqui-
lin 1 (UBQLNT; [Bertram et al., 2005, dem ATP-Bindekassette Transporter 1, Gruppe A
(ABCA1), auf Chromosom 9 (Sundar et al., 2007)) und dem Low-Density Lipoprotein Recep-
tor-verwandten Protein 6 (LRP6) auf Chromosom 12 (De Ferrari et al., 2007)). Obwohl all

diesen Varianten die Bestétigung in groflen représentativen Populationen fehlt, haben sie doch

eine Relevanz in neuropathologischen Mechanismen und Signalwegen, die moéglicherweise mit
der Alzheimer Pathologie verbunden sind (Waring & Rosenberg, 2008)).

1.2 Amyloid Plaques und A{ Toxizitat

Amyloid Plaques stellen eines der charakteristischen Merkmale der Alzheimer-Krankheit
dar. Die Bezeichnung “amyloid” bedeutet Stérke-dhnlich und wurde 1851 von
Virchow aufgrund seiner Fehlidentifikation der Struktur als Kohlenhydrat geprigt. Es konnen
zwei Arten von extrazelluldren Amyloid-Ablagerungen im Parenchym von menschlichen Ge-

hirnen unterschieden werden: neuritische (senile) und nichtneuritische (diffuse) Plaques, wobei
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sie sich im Extrazellulirraum bilden und zu 90% aus dem 4kDa grofien A[3-Peptid bestehen
(Glenner & Wong, 1984]). Bereits 1987 zeigten Kang und Kollegen, dass A3 ein proteolytisches
Spaltprodukt eines hchermolekularen Vorlduferproteins, des etwa 110kDa grofien Amyloid

Precursor Proteins (APP) ist (Kang et al., 1987)). Neuritische Plaques kommen hauptséchlich

in der grauen Hirnsubstanz vor (Katzman, 1986) und bestehen im Zentrum aus einem stark

verdichteten Kern des Amyloid-Proteins. Die durch Aggregation von Af gebildeten Amyloid-
fibrillen sind von dystroph veridnderten Nervenzellfortséitzen umgeben, wobei auch reaktive
Astrozyten sowie Mikroglia innerhalb oder in ndherer Umgebung seniler Plaques zu finden
sind . Diffuse Plaques enthalten keinen Amyloid-Kern. Thre Ultrastruktur weist

im Gegensatz zu neuritischen Plaques nur einen geringen Anteil an Amyloid-Fibrillen und

wenige oder keine neuritischen Verdnderungen auf (Terry et al., 1999)). Analysen der Amylo-

id Plaques identifizierten neben der Hauptkomponente A3 weitere mit diesen Ablagerungen
assoziierte Molekiile (Roher et al., 1993), wie z.B. Laminin (Monji et al., 2000|), Glykosamino-
glykane (Diaz-Nido et al., 2002)) und Apolipoproteine (Strittmatter and Roses, 1995)). Dabei

ist bisher nicht geklart, wie sich die Zusammensetzung der Plaques definiert und welchen Ein-

fluss sie genau auf die Pathologie der Krankheit nimmt. Die Entstehung der Plaques begriin-
det sich in einer Konformationsinderung von loslichem A( zu einer §-Faltblattform, welche
anfillig fiir Aggregationen sowohl zu loslichen Oligomeren als auch zu groBeren, unloslichen

Fibrillen ist. Im Verlauf dieses Prozesses regt die fibrinogene AfB4s-Isoform die Aggregation

anderer toxisch wirkender Spezies an (Chromy et al., 2003} [Deshpande et al., 2006)). Neueste

Studien identifizieren weitere nicht-fibrillire AS-Ablagerungen (Protofibrillen) mit neuroto-
xischem Effekt und vermuten, dass die Toxizitédt dieses dynamischen Gleichgewichts beider

Formen die Funktionen von Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen verdndert sowie von

der jeweiligen Kortexregion abhingt ([rvine et al., 2008)). Neben den pathogenen Auswirkun-

gen der in den Plaques abgelagerten, aggregierten Form von AS hat dieses auch als 16sliches

Peptid neurotoxische Funktionen (Butterfield et al., 2007]). Dabei fungiert es sowohl extra-
zelluldr (Sotthibundhu et al., 2008]), eventuell Zelltyp-spezifisch (Simakova & Arispe, 2007]),
als auch intrazelluldr in Mitochondrien (Rhein & Eckert, 2007 |Chen & Yan, 2007)), im Endo-
plasmatischen Retikulum (Ferreiro et al., 2008)) und anderen Zellkompartimenten
et al., 2007)). Die beschriebene Toxizitédt sowohl der Amyloid Plaques als auch des 16slichen
Ag bildet das Ziel intensiver Forschung beziiglicher geeigneter Therapiemdg-

lichkeiten (Marcello et al., 2008)). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Immunisierung

mit gegen die Sequenz von A gerichteten Antikérpern (Gardberg et al., 2007|) zu der Ver-
ringerung der Aggregation des Peptids sowie dem Abbau der Amyloid Plaques
fithrt, eine Beseitigung diesbeziiglicher synaptischer Fehlfunktionen zur Folge hat und
demnach auch praventiv eingesetzt werden kann ([Tampellini et al., 2007|; [Klyubin et al., 2008|)
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1.3 Das Zelladhdasionsmolekiil APP

Zahlreiche Studien belegen, dass Verdnderungen der Expression sowie der Funktionen von

Zelladdsionsmolekiilen (CAMs) in Verbindung mit verschiedenen neurologischen Erkrankun-

gen, wie Hydrozephalie, Schizophrenie und der Alzheimer-Krankheit (Vawter, 2000; |(Okamoto]
let al., 2004} [Nielsen et al., 2007} [Mattson & van Praag, 2008)), stehen und geben so einen

neuen Einblick in sowohl klinische als auch grundlagenbezogene Forschung. Die CAMs stellen

eine grofle Gruppe Zellmembran-assoziierter Proteine dar, die interzelluldre Signalleitung und
Adhésion vermitteln. Dabei iibernehmen sie eine wichtige Funktion beziiglich der Migration
und Erkennung geeigneter Zellen hinsichtlich der Formation funktioneller neuronaler Verbin-
dungen sowie der Innervierung entsprechender Ziele. CAMs sind an den meisten wichtigen
Entwicklungsprozessen beteiligt, eingeschlossen Zellmigration, Neuritenwachstum, Weg- bzw.

Zielfindung wachsender Axone (azonal pathfinding), axonale Faszikulierung (azon fascicula-

tion), Synaptogenese, Synapsenstabilisation und Myelinummantelung (Cotman et al., 1998}

Mousa, 2008|).

Das Amyloid Precursor Protein (Amyloid Vorlduferprotein, APP) ist ein Typ 1 Transmembran-

Glykoprotein von 695-770 Aminosiduren Linge, bestehend aus einer grofien N-terminalen,
extrazelluliren Doméne (Ektodoméne), einer singuléren integralen Membranregion und ei-
nem kurzen C-terminalen, intrazelluldren Bereich ([Price & Sisodia, 1998; |Walsh et al., 2007}

Abb. 1.2, S. 5).
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Abb. 1.2: Strukturelle und funktionelle Domé&nen des Amyloid Precursor Proteins

APP ist ein integrales Membranprotein mit einer grofien extrazelluliren Doméine (Ektodoméne), einer
Transmembran- (TMD) und einer zytoplasmatischen Domine (CD). Weitere Bereiche: SP, Signalpep-
tid; HBD, Heparin-bindende Doméne; CuBD, Kupfer-bindende Doméne; ZnBD, Zink-bindende Doméne;
KPI, Kunitz- Serinprotease-Inhibitor; OX-2, OX-2 homologe Domiéne; GPF, wachstumsfordernder Faktor;
CBD, Kollagen-bindende Doméine; CHO, Anheftungsstelle fiir Kohlenhydrate, CS-GAG, Chondroitinsulfat-
Glycosaminoglykan.

Es wird ubiquitédr an der Zelloberfliche exprimiert, gehort, wie die Amyloid Precursor-like
Proteine APLP1 (Wasco et al., 1992) und APLP2 (Wasco et al., 1993)) zur Amyloid Pre-
cursor Superfamilie (Coulson et al., 2000) und ist sowohl zwischen den Spezies als auch
innerhalb der Familie hoch konserviert (Bush et al., 1994} [De Strooper & Annaert, 2000)).
APP wird durch ein aus 19 Exons bestehendes Gen auf Chromosom 21 kodiert, welches
sich beim Menschen iiber einen Bereich von 400 kb erstreckt (Tanzi et al., 1987} [Lamb et]
. Wihrend der Translation gelangt das Protein in das endoplasmatische Retikulum

(ER) und iiber Golgi-Vesikel zur Zellmembran. Auf diesem sogenannten sekretorischen Weg




1 Einleitung

wird APP durch N- und O-Glykosylierung (Weidemann et al., 1989)), Sulphatierung (Suzuki

et al., 1994) und Phosphorylierung (Hung and Selkoe, 1994)) posttranslational modifiziert
lckman et al., 1998)). AnschlieSend wird das Zelladhédsionsprotein wieder endozytiert, gelangt

in endosomale Kompartimente und konnte bereits in Mitochondrien nachgewiesen werden
(Anandatheerthavarada et al., 2003; 2007). Durch alternatives mRNS-Spleifien der Exone

7, 8 und 15 und durch die verschiedenen posttranslationalen Modifikationen werden eine

Reihe von Isoformen gebildet, die bei elektrophoretischer Auftrennung entsprechende Ban-
den im Bereich von 110 bis 130 kD zeigen. Im Gehirn kommen iiberwiegend drei Isoformen
vor (APP695, APP751 und APP770), wobei APP695 hauptséchlich von Neuronen
let al., 1991} |Agca et al., 2008)), die sich durch acht Exone unterscheidenden Spleififormen
APP751 und APP770 hingegen von Glia- und anderen nicht-neuronalen Zellen exprimiert
werden (Small et al., 1996; [Wilson et al., 1999)). Im Gegensatz zu der kiirzeren APP695 Form
enthalten APP751 und APP770 ein 56 Aminoséduren grofies Motiv, welches homolog zu ei-
ner Protease-Inhibitor-Doméne des Kunitz-Typs (KPI) ist und durch Exon 7 kodiert wird.
(Panegyres et al., 2000)). Die KPI-Doméne spielt eine Rolle bei der Blutkoagulation. In vitro
Versuche zeigen diesbezglich eine Inhibition des Faktors XI durch die KPI-Region von APP
(Smith et al., 1990). Durch Spleilen von Exon 15 des APP-Gens entsteht eine Bindestelle
fiir Chondroitinsulfat-Glykosaminoglykane (Pangalos et al., 1995)), was auf eine Funktion des

Proteins bei der Zelladhision hindeutet. Der Ektodoméne von APP koénnen aufgrund der

Primérsequenzen und struktureller Studien verschiedene Unterdoménen zugeordnet werden

(Reinhard et al., 2005)). Zu diesen gehoren die E1 Doméne, bestehend aus der N-terminalen
Wachstumsfaktor-dhnlichen Doméne (GFLD) und das Metall- (Kupfer und Zink) Bindemo-

tiv, ein sauer-anionischer Bereich, die bereits beschriebene KPI Doméne und die E2 Doméne,

welche die RERMS Sequenz und die extrazelluldren Matrixkomponenten (Heparin, Kollagen
und Laminin) einschliet. Die Bezeichnung des cysteinreichen Abschnittes der E1 Doméne
erfolgte aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zu bekannten Wachstumsfaktoren
al., 1999). Die APP Ektodoméne hat eine Funktion als Zelloberflichenrezeptor
[Kopan, 2003; [Park et al., 2006]) und ist iiber die E-Regionen, welche ECM-Proteine sowie He-
paransulfatproteoglykane binden (Small et al., 1999)), an der Zelladhésion beteiligt. Dariiber
hinaus ist eine MMP-2 (Kap. 1.10.1.2, S. 26)-Inhibitionsdoméne innerhalb der Metalloregion
von APP lokalisiert, mittels der das Zelladhisionsmolekiil durch Bindung der katalytischen
Doméne von MMP-2 die Enzymfunktion blockieren kann (Miyazaki et al., 1993)). Es wird

eine El-vermittelte Homo- oder auch Heterodimer-Formation der APP Familienmitglieder

vermutet, wobei die trans-Dimerisierung Zell-Zelladhésionen begiinstigt (Soba et al., 2005)).

Diese adhisiven Moglichkeiten tragen eventuell zu der neurotrophen und synaptogenen Rol-

le der APP extrazelluliren Doméne bei, die sowohl fiir das gesamte Protein als auch fiir

das durch Proteolyse entstandende 16sliche Fragment bekannt sind (Moya et al., 1994)). Die

Transmembrandoméne von APP enthélt das Dimerisierungsmotiv GxxxA (Gorman et al.,|

2008)). Bereits frithere Studien zeigen eine Sekretasespaltung eines APP-Dimers, sowohl durch

die -Sekretase (Multhaup, 2006) als auch durch den 7-Sekretasekomplex (Scheuermann et]
al., 2001)). Der hohe Konservierungsgrad der intrazelluliren Domé&ne von APP, APLP1 und
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APLP2 ldsst eine kritische Doméne vermuten, die APP Funktionen reguliert. Wie erwartet
hat der zytoplasmatische Teil viele wichtige Funktionen, vor allem beim Transport entlang
des Axons (Stokin et al., 2005) und der Signalweiterleitung (Ma et al., 2008)), aber auch bei
Protein-Protein Interaktionen (Koo, 2002 [King & Scott Turner, 2004)), Zellmigration und
Synapsenaufbau (Sabo et al., 2003|) sowie Apoptose (Bertrand et al., 2001)). Diese Domé-

ne enthélt unter anderem die NPxY-Konsensussequenz, wie sie fiir die Clathrin-vermittelte
Endozytose beschrieben wurde (Chen et al., 1990) und das YENPTY-Motiv, welches von
PTB-Doméinen-enthaltenden Proteinen gebunden werden kann (King & Scott Turner, 2004]).

Eine 2006 veroffentlichte Studie von Zheng und Koo sowie die 2007 erschienene Publikation

von Wolfe und Gunette liefern einen Uberblick der Struktur des Amyloid Precursor Proteins

und beschreiben die entsprechenden moglichen Funktionen im Detail (Zheng & Koo, 2006f
[Wolfe & Gunette, 2007)).

Der Bereich des AB-Peptides liegt zum einen Teil in der Ektodoméne und zum anderen Teil

in der Transmembrandoméne. Die proteolytische Prozessierung des vollstéindig glykosyierten
APPs erfolgt auf zwei alternativen Wegen, von denen nur einer das toxische Peptid her-
vorbringt, und ist in der einen oder anderen Richtung durch entsprechende Mutationen des
APP-Gens begiinstigt.

1.4 Prozessierung von APP

Die proteolytische Spaltung des Amyloid Precursor Proteins wird nach dem Mechanismus

der regulierten intramembranen Proteolyse (RIP, [Ebinu und Yankner, 2002|) auf dem nicht-

amyloidogenen oder dem amyloidogenen Weg von den sogenannten Sekretasen durchgefiihrt,
welche sich entsprechend des Weges teilweise unterscheiden. RIP ist ein konservierter, von drei
unterschiedlichen integralen Membranproteasen vermittelter Mechanismus, der eine wichtige
Rolle in der Zellsignalweiterleitung spielt. Dabei handelt es sich um eine regulierte Spaltung
von Typ 1 Transmembranproteinen, ausgelést durch Ligandenbindung oder Ektodomé&nen-
prozessierung, mit der Funktion, verschiedene zellulire Wege durch 16sliche Effektoren oder
Entfernen bestimmter Transmembranbereiche zu regulieren. Fiir APP bedeutet dies die -
Sekretase- bzw. Presenilin-vermittelte Spaltung in der Membran, nachdem ein definierter Teil
der Ektodoméne bereits proteolytisch prozessiert worden ist, um so die intrazelluldre Doméne
und verschiedene extrazelluldre Fragmente zur Siganlweiterleitung zu generieren
. Die stellt beide alternative APP-Prozessierungswege, die in
den folgenden Abschnitten niher erldutert werden, dar und gibt einen Uberblick iiber die

jeweiligen APP-Fragmente.

1.4.1 Der nicht-amyloidogene Weg

90% der APP-Prozessierung verlduft iiber den sekretorischen Weg (Bandyopadhyay et al.,|
2007)), bei dem a-Sekretasen (ADAM9, ADAM10, ADAM17 (TACE)) aus der ADAM (a D:-
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Abb. 1.3: Die Prozessierung von APP durch Sekretasen

Die Proteolyse von APP erfolgt zu 90% auf dem nicht-amyloidogenen Weg durch die a- und die vy-Sekretase,
wodurch zunichst das losliche a-sAPP sowie der aus 83 Aminosdure bestehende membranassoziierte APP-
Stumpf (C83) entstehen, der anschlieend aufgrund der - und e-Spaltung als Substrat zur Produktion des
kleinen extrazelluldren p3-Fragment sowie der APP intrazelluldren Domine (AICD), die weitere Signalleitung
vermittelt und wahrscheinlich in den Kern transportiert wird, fithrt. Der zu 10% stattfindende amyloidogene
Prozessierungsweg von APP verlduft iiber S-Sekretasespaltung zu dem loslichen 3-sAPP sowie dem 99 Ami-
nosdure langen membranassoziierte APP-Stumpf (C99). Darauffolgende 7- und e-Proteolyse des C99 ergibt
wieder die zur weiteren Signalleitung freiwerdende AICD sowie das amyloide A(3-Peptid, das durch Aggregation
zu den fiir die Alzheimer-Krankheit charakteristischen Amyloid Plaques fiihrt.

sintegrin And Metalloprotease; |[Kap. 1.10.1.1, S. 24)-Familie (Kojro and Fahrenholz, 2005))
das Protein zwischen Aminosédure 16 und 17 innerhalb des A(B-Bereiches spalten
et al., 1991]). Dabei entstehen ein grofies, 16sliches N-terminales APP-Fragment (a-sAPP,
~100-120kDa) und ein in der Membran verankertes 10kDa C-terminales Fragment, das die
Bezeichnung CTFa, a-Stumpf oder C83 trégt (Schubert et al., 1989 [Weidemann et al., 1989)).
Die a-Sekretase-Proteolyse erfolgt intrazelluldr, hauptséchlich nach N- und O-Glykosylierung

sowie Sulfatierung in einem spéten Kompartiment des sekretorischen Transportweges sowie
extrazelluldr an der Zellmembran. Alternativ kann membrangebundenes APP an der Zel-
loberfliche durch sein NPxY-Motiv in der zytoplasmatischen Doméne wieder internalisiert

werden. Vom ~10kDa C83 spaltet die «-Sekretase vermutlich in den frithen Endosomen ein

weiteres Peptid p3 ab, das sezerniert wird (Haass and Selkoe, 1993|).
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1.4.2 Der amyloidogene Weg

Etwa 10% der gesamten Prozessierung von APP erfolgt auf dem amyloidogenen Weg
durch den oben beschriebenen Mechanismus der regulierten Intramembrans-
paltung (RIP) und beinhaltet aufeinanderfolgende Proteolysen des Amyoid Vorlduferproteins
durch die 3-Sekretase (BACE; sowie den y-Sekretasekompex .
BACE (a Beta-site APP-cleaving enzyme) ist eine membrangebundende Aspartylprotease, die

APP im luminalen Teil bzw. innerhalb der Ektodoméne, N-terminal der A(-Region, zwolf

Aminosduren vor der Transmembranregion spaltet (Sinha et al., 1999 [Vassar et al., 1999)).

Dadurch entsteht ein analog zur ADAM-Spaltung I6sliches 3-sAPP sowie ein amyloidogenes
C-terminales Fragment von ~12kDa Grofle, das als CTFS, S-Stumpf oder C99-APP be-

zeichnet wird (Sparvero et al., 2007)). Fiir die 16slichen Fragmente a- sowie S-sAPP wurden

neuroprotektive und neuritotrophische Eigenschaften in wvitro beschrieben (Mattson et al.,|

(1993} [Mattson, 1994]). Das transmembrane 99 Aminosduren lange APP Fragment wird an-

schlieflend mittels der y-Sekretase prozessiert, was letztendlich zur Produktion des l6slichen
AB-Peptids und der ~6kDa groflen intrazellularen Doméne fiithrt (Chen et al., 2002 [Hebert|
. Der Sekretasekomplex kann sowohl nahe der zytoplasmatischen Doméne (A (349,
e-Spaltung) als auch an unterschiedlichen Stellen in der Mitte der Membran (A340/42, ~-

Spaltung) spalten und so C-Termini von Amyloid-Peptiden unterschiedlicher Lénge generieren

(Zhao et al., 2005)). Es wird vermutet, dass die Gréfie des Peptids proportional zu dessen Ag-

gregationsbereitschaft und Toxizitét ist (Selkoe et al., 2001)). Neueste Studien identifizieren
mit der (-Spaltstelle (A346) eine weitere zwischen den schon bekannten (Zhao et al., 2007)),

was zu der Annahme fithrt, dass APP innerhalb der Transmembrandoméne durch eine Serie

aneinandergereihter y-Sekretasespaltungen - zuerst e-, dann (- und zuletzt die y-Spaltung -

prozessiert wird (Zhao et al., 2005)). Die Regulation erfolgt jedoch unabhingig voneinander,

moglicherweise aufgrund einer unterschiedlichen Komplexzusammensetzung oder verédnder-
ten Enzymaktivitit (Kume & Kametani, 2006; |Grimm et al., 2008; [Kametani, 2008)). Die

amyloidogene APP-Prozessierung findet hauptséchlich endosomal und weniger an der Zell-

oberfliche statt (Pasternak et al., 2004)), wobei das jeweils produzierte Af sekretiert wird

und so in den extrazelluliren Raum gelangt. Neben den genannten Faktoren nehmen auch
definierte Mutationen des APP-Gens einen entsprechenden Einfluss auf die Prozessierung des

Proteins.

1.5 Mutationen des Amyloid Precursor Proteins

Bisher sind mehr als 160 Mutationen des PS1-, 11 des PS2- und 27 des APP-Gens identifiziert

worden, die sich fast alle gewissermaflen in einem AD-Phénotyp (http://www.molgen.ua.ac.be]

|/ ADMutations|) ausdriicken und insbesondere in Zusammenhang mit den familiiren Formen
der Erkrankung stehen (FAD) (Armstrong et al., 2004)). Bei allen bisher identifizierten Muta-

tionen handelt es sich um Punktmutationen, die innerhalb des A 3-Peptids oder in unmittelba-
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rer Ndhe der Sekretase-Schnittstellen liegen und somit die Prozessierung von APP beeinflus-

sen. (Oakley et al., 2006)). Wahrend N-terminale Mutationen zur Erhhung der Gesamtmenge

sekretierten Afs fithren, wie es z.B. bei der schwedischen Doppelmutation der Fall ist (SW;

[Mullan et al., 1992)), beeinflussen C-terminale Mutationen die «-Sekretasespaltung, wodurch
es zu einer Erhohung des relativen Anteils von A9 kommt (Florida-/London-Mutation;
. Neue Studien zeigen auflerdem einen Zusammenhang zwischen der SW-Mutation
und einer reduzierten Proteinsynthese auf (Kim et al., 2007). Die [Abb. 1.4, S. 10| gibt einen

Uberblick der verschiedenen APP-Mutationen sowie ihrer Lokalisation und Bezeichnung.

_“a' Mermbran

Amyloid Precursor Protein (APP)

H,N- -COCH

-Sekretase v-Sekretase
VKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVYIATVIVITLVML
! L 7N — 1l l !
NL swedish RN Tottori Flemish G Q Dutch N Iowa Austrian I French M P australian
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G Arctic G
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Abb. 1.4: Mutaionen des APP-Gens im Bereich des A(-Peptids
Modulére Struktur von APP, Aminosiéure(AS)-Sequenz der AB-Region (AS 1-42) und mutierte AS (rot, Nu-
merierung), die Pfeile kennzeichnen die ersetzenden AS (schwarz) sowie deren Bezeichnung.

1.6 (3-Sekretase

1999 identifizierten Vassar und Kollegen BACE (a -site cleaving enzyme) als moglichen
Kandidaten fiir die (-Sekretase (Vassar et al., 1999) und darauf folgende in vivo-Studien
bestétigten diese Vermutung. So weisen die Gehirne von BACE-1 -/- Miusen kaum Afyo
und keine Akkumulation der C-terminalen APP-Fragmente (CTF) C99/C83 auf
, withrend die Gehirne von BACE-1 transgenen Méausen charakterisiert sind durch
erhohte A 2-Konzentrationen und Ansammlungen der CTF (Bodendorf et al., 2002]).

BACE, auch als Memapsin-2 bezeichnet, ist ein 70kDa Typ 1-Transmembranprotein beste-
hend aus einer groflen Ektodoméne, einer integralen Membran- sowie einer kurzen zytoplas-
matischen Doméne (ICD) und existiert als zwei Isoformen (Abb. 1.5, S. 11]). BACE-1 gehort

zur Pepsinfamilie der Aspartylproteasen, wobei die beiden katalytisch aktiven Aspartatreste

in der extrazelluliren Doméne lokalisiert sind. Die ICD beinhaltet eine Sortierungssequenz

(DISLL), von der insbesondere das Dileuzin (LL)-Motiv an der Lokalisation sowie dem Trans-

port des Proteins beteiligt ist (Parsons et al., 2007)) und drei palmitoylierbare Cysteinreste,

welche die Membranassoziation férdern (Benjannet et al., 2001)). BACE weist zahlreiche N-
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Abb. 1.5: BACE-Dimer mit mdéglichen katayltisch aktiven Stellen

Die Aminoséduresequenz des a beta-site cleaving enzymes beinhaltet zwei katalytisch aktive Motive, die charak-
teristisch fiir Aspartylproteasen sind, weshalb das Protein das erste Beispiel einer transmembranen Aspartyl-
protease mit kurzem zytoplasmatschen Teil reprisentiert. Die Oligomerisierung von BACE findet hauptséchlich
durch die transmembrane und zytoplasmatische Doméne statt. Das C-terminal aktive Motiv ist DSGT anstelle
von DTGS innerhalb der Pepsin-Familie. Das Enzym konnte in seiner aktiven Form als Homodimer unter Ver-
wendung zweier DTGS Motive des Dimers anstelle eines DSGT- sowie eines DTGS-Motives derselben Kette
agieren. Demnach konnte der Mechanismus einen evolutionédren Link zwischen alten homodimeren Enzymen
und einzelnen Polypeptidketten eukaryotischer Aspartylproteasen, wie bei Renin und Kathepsinen, aufzeigen
(in Anlehnung an [Schmechel et al., 2004)).

Glykosylierungs- und einige Sufatierungsstellen auf (Sidera et al., 2005, gelangt auf dem

sekretorischen Weg in die Membran und wird lysosomal degradiert (Koh et al., 2005)). Das

BACE-Homodimer ist 30 mal aktiver im Vergleich zum Monomer, wobei von beiden ein
breites Substratprofil geschildert wird (Westmeyer et al., 2004)). Obwohl APP scheinbar kein
geeignetes Substrat fiir diese Aspartylprotease ist (Griininger-Leitch et al., 2002), wird es

doch als das bevorzugte vermutet (Marcinkiewicz & Seidah, 2000f). Das pH-Optimum fiir

die [-Spaltung liegt bei etwa pH 5,0 (He et al., 2003)), was wiederum eine Lokalisation im
trans-Golginetzwerk (TGN) bestétigt (Walter et al., 2001)). Dariiber hinaus kommt BACE

auch in neutralen Kompartimenten, wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) und in ge-

ringer Anzahl in Cholesterol-reichen Mikrodoménen innerhalb der Zellmembran (rafts) vor
(Kinoshita et al., 2003)).

1.7 ~-Sekretase

Die von der y-Sekretase durchgefiihrte Spaltung ist der kritische Schritt der Freigabe von A3
aus der Membran und von daher ungewohnlich, weil es sich um eine Proteolyse innerhalb ei-
ner hydrophoben Umgebung handelt. Der heterotetramere Membrankomplex wird ubiquitéar
von vielen Zelltypen exprimiert, welche wiederum zahlreiche Substrate vom Signalrezeptor
bis zu an der Zell-Kommunikation beteiligten Komplexen produzieren. Die Entstehung von
A(B-Peptiden unterschiedlicher Lange deutet auf ein gewisses Fehlen einer Sequenzspezifi-
tdt hin. Der Enzymkomplex scheint jedoch konformationsspezifisch zu agieren, da selektiv
helikale Substrate (Lichtenthaler et al., 1999|) in Abhéngigkeit der Lange ihrer Transmem-
brandoméne (TMD) (Lichtenthaler et a., 2002|) gespalten werden. Dariiber hinaus spielt auch

11
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die der Membran angrenzende (Juxtamembran-) Doméne (Ren et al., 2007)) sowie die Kon-

zentration des Substrates (Yin et al., 2007)) bei der Regulation der vy-Sekretase eine Rolle

(Beel & Sanders, 2008)). Neben der - Spaltung vermittelt der Komplex zudem die Freilas-
sung der AICD (APP intrazelluldren Doméne) durch Proteolyse des C99/C83, 40 Aminosiu-
ren C-terminal der AfByp-Stelle (e-Spaltung; [Weidemann et al., 2002). Die Prozessierung der

APP-TMD erfolgt vom C-Terminus ausgehend durch mehrere aneinandergereihte Schritte,

wobei jede Spaltung auf der gleichen Seite der Aminoséurekette (a-Helixstruktur) stattfindet.

Abb. 1.6: Komponenten und Zusammenbau der +-Sekretase
Der in der Membran eingebettete Kernenzymkomplex besteht aus vier Komponenten: Presenilin-N- und C-
terminales Fragment (NTF und CTF), Nicatrin (NCT), Anterior pharynz defective-1 (Aph-1) sowie Presenilin

enhancer-2 (Pen-2) (Wolfe, 2006))

Biochemische und genetische Studien identifizieren Presenilin (PS), Nicastrin (Nct), Anterior
pharynz defective-1 (Aph-1) und Presenilin enhancer-2 (Pen-2) als die Hauptkomponenten
des aktiven y-Sekretasekomplexes. Bisher weifl man von sechs Variationen des Komplexes, die
durch verschiedene Kombinationen von zwei PS- und drei Aph-1-Isoformen zustande kom-

men, und welche aufgrund anderer Binde- und Kupplungsstellen sowie Lokalisationen des

aktiven Zentrums eine unterschiedliche Substratspezifitit aufweisen (Wolfe et al., 2006)). In-

tensive Forschung iiber einen Zeitraum von 20 Jahren fithren zu dem gegenwértigen, den
Zusammenbau der y-Sekretase beschreibenden, Modell. Demnach bildet sich zuerst im ER
bzw. einem frithen sekretorischen Kompartiment ein Komplex aus Nct und Aph-1, der das
PS-Holoprotein stabilisiert (Shirotani et al., 2004)). Direkt nach dem Hinzukommen der letzten
Komponente Pen-2 erfolgt die Endoproteolyse von PS (Steiner et al., 1998} [Dries & Yu, 2008])

und die aktive y-Sekretase wird in die spéten sekretorischen Kompartimente, einschliellich

der Zellmembran, entlassen (Capell et al., 2005|). Es sind sowohl viele verschiedene Substrate

des Enzymkomplexes als auch bereits mehr als 30 mit PS bzw. der y-Sekretase interagieren-
der Proteine bekannt, wobei die genaue Bedeutung der jeweiligen Interaktion teilweise un-
klar ist. Dabei haben die diesbeziiglichen Bindungen der entsprechenden Proteine zahlreiche,
von der amyloidogenen Prozessierung von APP unterschiedliche Funktionen, eingeschlossen
Apoptoseregulation, endosomales Recycling, Proteasom-vermittelter Proteinabbau
, Ubiquitinylierung (Thomas et al., 2006]), Vesikeltransport (Suga et al., 2005|), und

Kalziumregulation (Jo et al., 2005)). Eines dieser weiteren Substrate des Enzymkomplexes,

das in einem APP-&hnlichen Vorgang der regulierten Intramembranspaltung (RIP) von der
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~v-Sekretase prozessiert wird, ist das Zelladhésionsmolekiil L1 (Maretzky et al., 2005)), auf das

im |[Kap. 1.8, S. 17| ndher eingegangen wird.

1.7.1 Presenilin

Die Preseniline (PS) wurden urspriinglich durch ihre genetische Verbindung zur Alzheimer-

Krankheit (Kap. 1.1, S. 1|) gefunden (Sherrington et al., 1995)). Heute weifl man, dass beide in
Sédugetieren vorkommenden Isoformen die katalytische Untereinheit des v-Sekretasekomplexes

bilden und fiir die Mehrheit der FAD (early onset familial alzheimer’s disease)-Fille verant-

wortlich sind, wobei PS1 den weitaus grofieren Anteil daran hat (http://www.molgen.ua.ac.be/
ADMutations)). In Tiermodellen ohne PS1-, jedoch nicht in solchen ohne PS2-Expression, ist

die Konzentration von Af stark verringert (Mastrangelo et al., 2005]), was auch auf die vor-

rangige Rolle der Isoform 1 beziiglich einer Regulation der y-Sekretaseaktivitit hindeutet.
Die humanen PS-Gene (PS1/PS2) sind kodierend fiir ~50kDa grofle komplexe Membran-

proteine und gehoren zu einer wachsenden Familie von Homologen verschiedener Spezies, in

welchen sie hoch konserviert sind (Annaert & De Strooper, 2002). Kurz nach ihrer Entde-

ckung wurden die Preseniline durch ihre Funktion der Membranproteolyse in Verbindung

mit Notch-Signalweiterleitung in C.elegans gebracht (Levitan & Greenwald 1995)), gefolgt

von zahlreichen Publikationen beziiglich einer PS-Beteiligung an Signalprozessen (zusam-

mengefasst in [Venezia, 2007} [Wolfe, 2008)), apoptotischen Ereignissen (Yukioka, 2008]) und

Ca?*-signaling (Nelson et al., 2007)). Trotz intensiver topologischer Studien ist man sich iiber

die genaue Struktur des Proteins nicht einig.

D257 und D385
C-Terminus
Lumen

Transmembran- "m"' ' " .
e AN

Cytoplasma

GrofBe hydrophile Schleife/
Endoproteclyse

Amino-Terminus

Abb. 1.7: Endoproteolyse von Presenilin

Das aus neun Transmembrandoménen (TMD) bestehende Presenilinl wird autokataytisch innerhalb des Exon
9 (AE9) vor der groBen hydrophilen Schleife (large hydrophilic loop) zwischen der TMD6 und TMD?7, welche
an den Stellen 257 sowie 385 je ein katalytischen Aspartatrest besitzen (D, rote Punkte)in ein aminoterminales
(NTF) und carboxyterminales (CTF) Fragment gespalten, die anschliefend in einem hetereodimeren Komplex
verbleiben (rote Pfeile)

Das 50kDa Holoprotein PS1 wird, ausgelost durch die vollstéindige Zusammensetzung des En-

zymkomplexes, durch Endoproteolyse innerhalb des Exon 9 aktiviert, resultierend in einem

13
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stabilen N- und etwas kleineren C-terminalen Fragment (Abb. 1.7, S. 13; [Massey et al., 2005]).
NTF und CTF bleiben in einem heterodimeren Komplex verbunden und beinhalten je einen
katalytisch aktiven Aspartatrest (D257/D385; [Kimberly et al., 2000). Wihrend Deletionen

dieser Aspartatreste zu einem Verlust der Proteolyseaktivitéit fiihren, demonstriert die die

Exon 9-Domiéne (delta-exon9) ausloschende FAD-Mutation, dass eine Endoproteolyse von

PS diesbeziiglich nicht notwendig ist. (Steiner et al., 1999). Der Aspartatrest der Transmem-

brandoméne (TMD) 7 liegt innerhalb eines, zwischen den Homologen konservierten, GxGD-

Motives (Steiner et al., 2000|) und definiert so Presenilin als GxGD-Aspartylproteasefamilie-
zugehorig. Geméf des Kyte-Doolittle-Graphs (Kap. 3.4.1.1, S. 89) beinhaltet diese Aspartyl-
protease zehn hydrophobe Regionen (HR;|[Annaert & De Strooper, 2002)), von denen jedoch
die Anzahl der Transmembrandoménen (TMD) unklar ist (Kim & Schekman, 2004)). Ein ak-
zeptiertes Modell schlégt ein Protein mit acht TMD (HR I bis VI, VIII, IX) vor, dessen N-
und C-Terminus sowie die hydrophile Schleife zwischen TMD6 und TMD7 im Zytosol loka-
lisiert sind (Li & Greenwald, 1998)). Alle publizierten Modelle stimmen darin iiberein, dass

es sich bei den ersten sechs HR um TMD handelt und bestéitigen somit die Topologie des
PS1-NTF (Lehmann et al., 1997 [Dewji et al., 2004)). Dariiber hinaus scheinen TMD 6 und
7 an der Ausbildung einer fiir die Proteolysefunktion wichtigen hydrophilen Pore beteiligt zu
sein (Sato et al., 2006)). Neuere Studien von PS1 und dem PS-CTF identifizieren eine weitere
TMD und dessen Lage auf der luminalen bzw. extrazelluldren Seite, jedoch in das Protein
oder den Bindepartner gefaltet (Oh & Turner, 2005 [Wolfe, 2006 [Abb. 1.8, S. 14)). Viele der

Modelle sind schwierig in Einklang zu bringen mit den verschiedenen physiologischen Funk-

tionen, die Presenilin zugeordnet werden, wie z.B. eine Lokalisation der Aspartatreste in HR
VI und VIII oder die fiir §-Catenin-Bindung notwendige zytosolisch-orientierte Schleifendo-
méne (Kang et al., 2002f |Wolfe & Kopan, 2004)).

NTF CTF
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f Y \

[\ﬁf\f\

Lumen

W

WIS

Cytoplasma

I

Abb. 1.8: Eine mogliche Struktur von Presenilinl

Die aktive Protease ist ein heterodimerer Komplex, bestehend aus N-terminalem (NTF) und C-terminlem
(CTF) Fragment, die je einen katalytische aktiven Aspartatrest beinhalten (D). Wihrend der N-Terminus im
Zytosol lokalisiert ist, reicht der C-Terminus in den luminalen bzw. extrazelluliren Raum.

Presenilin gelangt als Komponente der y-Sekretase iiber den sekretorischen Weg zur Zello-

berfliche, wo der Ezymkomplex zu einem geringen Anteil verbleibt, wihrend er hauptsich-



1.7 ~-Sekretase

lich endozytiert wird und in endosomal-lysosomalen Kompartimenten lokalisiert ist
u, 2008)). Neben APP und dem Zelladhéisionsmolekiil L1 (Kap. 1.8, S. 17)) sind, wie unter

[Kap. 1.7, S. 11| bereits erwéhnt, zahlreiche Substrate des Enzyms sowie mehr als dreiflig mit

PS-interagierender Proteine bekannt, deren Interaktionen mit dem Protein Funktionen in u.a.

der Zellfettregulation, Zell-Zell-Adhésion, Regulation der Tonenleitung sowie Transkriptions-

regulation haben (zusammengefasst in [Parks & Curtis, 2007). Dabei ist es sehr wahrschein-

lich, dass viele dieser PS-Bindepartner das Vorkommen bzw. Aktivitdt von PS sowie die damit
verbundende Stabilitdt des Enzymkomlexes regulieren. so kann z.B. das Kalzium-bindende
Protein Calsenelin die y-Sekretase-vermittelte Spaltung von Notch und APP fordern
. AuBlerdem haben einige Interaktionen dieser Proteine mit Presenilin Funktionen,

die unabhéngig der Proteolyseaktivitdt sind, eingeschlossen der Regulation des entsprechen-

den intrazelluldren Transports (zusammengefasst in [Selkoe & Wolfe, 2007} [Parks & Curtis,|

2007).

1.7.2 Nicastrin

Nicastrin (NCT) ist ein etwa 130kDa Typ 1 transmembranes Glykoprotein (Abb. 1.9, S. 15)).
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Abb. 1.9: Struktur von Nicastrin
Nicastrin Nct besteht aus einer globuldren Ektodo- und einer singuldren Transmembrandoméne sowie einem
kurzen zytoplasmatischen Teil

Es wurde als mit Presenilin interagierendes Protein in Sdugetierzellen identifiziert, welches

die APP-Prozessierung beeinflusst (Yu et al., 2000). Aulerdem zeigen genetische Studien in
C.elegans, dass NCT einen Einfluss auf Notch-Signalwege hat (Goutte et al., 2000) und SEL-
12 (suppressor and/or enhancer of lin-12), ein C.elegans PS-Homolog (Levitan et al., 2001)),

bindet. Nicastrin gelangt iiber den sekretorischen Weg zur komplex glykosylierten Form, die in
der aktiven y-Sekretase vorliegt (Tomita et al., 2002; [Yang et al., 2002|) und die mit dem PS1-
CTF durch den N-terminalen Teil der Transmembrandoméne (TMD) interagiert
2003} [Kaether et al., 2004)). Die Aufreinigung des aktiven Komplexes identifiziert Nct eindeu-
tig als eine der integralen Komponenten ([Esler et al., 2002|). Studien beziiglich der Funktion
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des Glykoproteins zeigen, dass PS und Nct einander zur vollstédndigen Reifung bendétigen

(Selkoe & Kopan, 2003)), wodurch es eine wichtige Rolle in der Aktivierung und Regulation

der ~-Sekretase einnimmt. Dariiber hinaus sind konservierte Aminoséurereste in der neben

der Ektodomine gelegenen Region essentiell fiir die Komplexformation (Walker et al., 2006]).

Shah und Mitarbeiter identifizieren die extrazellulire Doméne von Nct als Bindepartner der

bereits geschnittenen APP-Stiimpfe (Shah et al., 2005)), was auf eine mogliche Funktion des

Proteins als eine Art Substratregulator schliefen lédsst (De Strooper, 2005)). Nicastrin gelangt

nach dem Erreichen der Zelloberfliche iiber Endozytose in endosomale Kompartimente, wird
jedoch sowohl durch das Proteasom als auch lysosomal degradiert (He et al., 2007)).

1.7.3 Aph-1 und Pen-2

Aph-1 und Pen-2 wurden bei genetischen screenings von C. elegans beziiglich Mutationen,

die einen Defekt in der Notch-Signalleitung verstérken, gefunden ([Francis et al., 2002} (Goutte]
et al., 2000]). Neben ihren Funktionen hinsichtlich des v-Sekretasekomplexes scheinen die bei-
den Proteine eine anti-apoptotische Rolle in dem p53-vermittelten Zelltod zu spielen (Dunys|

Tl 2007

af)
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Abb. 1.10: Struktur des Anterior pharynx defectice-1
Aph-1 ist ein sieben-Transmembranprotein, dessen N-Terminus luminal bzw. extrazellulir und C-Terminus
zytosolisch lokalisiert ist.

Aph-1 ist ein sieben-Transmembranprotein (Fortna et al., 2004} [Abb. 1.10, S. 16| und wird

durch ein Gen kodiert, dessen Deletion in dem Fadenwurm zu einer Hypoplasie der Pharynx

anterior fithrt. In Sadugetierzellen gibt es zwei stark homologe Aph-1 Proteine, Aph-la und
Aph-1b, die sich hauptséchlich in ihren C-terminalen Enden unterscheiden, wobei von Aph-1la
mit Aph-1aS und Aph-lal. dariiber hinaus zwei, durch alternatives Spleiflen eines einzigen
Transkripts entstandene, Isoformen existieren (Wolfe et al., 1999; |Goutte et al., 2000} [Luo|
. Obwohl allein Aph-la und Aph-1b aus etwa 56% gleichen Aminoséduren aufge-
baut sind, gliedern sich die jeweiligen Homologe in unterschiedliche PS-Komplexe
ein (Hebert et al., 2004} [Shirotani et al. 2004)). Es ist jedoch noch unklar, ob es sowohl

Unterschiede in der Komplexaktivitat gibt als auch, ob die jeweiligen Komplexe Substratspe-

zifititen aufweisen. Aph-1la iibernimmt dabei eine essentielle Rolle in der Stabilisation sowie
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Formation der +-Sekretase, da es sowohl mit dem PS Holoprotein und unreifem Nicastrin
sowie dem aktiven Heterodimer als auch den anderen Komponenten des Enzymkomplexes in-
teragiert (Lee et al., 2004 [Ma et al., 2005} [Serneels et al., 2005)). Neuere Studien diskutieren

einen Abbau von Aph-1 durch Caspasen und den klassischen Ubiquitin-Proteasomweg, dem

die Proteine anscheinend in vitro und in vivo standhalten (He et al., 2006; [Dunys et al., 2007]).
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Abb. 1.11: Struktur des Presenilin enhancer-2
Pen-2 besteht aus zwei Transmembrandoménen, wobei sowohl N- als auch C-Terminus luminal bzw. extrazel-
lular lokalisiert

Pen (Presenilin enhancer)-2 ist ein kleines (10kDa) Membranprotein, bestehend aus zwei

Transmembrandoménen sowie je einem, im Lumen bzw. Zytosol gelegenen, N- und C-Terminus.

(Abb. 1.11, S. 17)). Es wurde gezeigt, dass Pen-2 eine wichtige Rolle bei der Initiation der
PS-Endoproteolyse iibernimmt (Takasugi et al., 2003)), eine essentielle Funktion bei der Sta-

bilisation des PS-Heterodimerkomplexes hat und auflerdem mit der C-terminalen Doméine an
der Reifung von Nicastrin beteiligt ist (Hasegawa et al., 2004} |Prokop et al., 2004)). Dabei

assoziiert das Protein im Endoplasmatischen Retikulum durch Bindung an die TMD 4 von

PS1 (Watanabe et al., 2005) als letzte Komponente mit der noch unreifen ~-Sekretase und

scheint sowohl deren Reifung als auch den Transport zur Zellmembran zu regulieren. Dariiber
hinaus iibt der N-terminus von Pen-2 einen direkten Einfluss auf die Presenilin-vermittelte
APP-Proteolyse und die Spezies der produzierten A(-Peptide aus (Isoo et al., 2007)). Auch
Pen-2 scheint einem Abbau durch Caspasen sowie dem Proteasom standzuhalten

R 2007).

1.8 Das Zelladhasionsmolekiil L1

L1 gehort zur Immunglobulin (Ig)-Superfamilie der Kalzium-unabhéngigen Zelladhésions-
molekiile (CAMs, [Kap. 1.3, S. 5)). Die Mitglieder dieser Familie zeichnen sich durch eine

dhnliche extrazelluldre Struktur, bestehend aus einer variablen Anzahl Ig-dhnlicher Domé&nen

und héufig vorhandener Fibronektin (Fn)-Typ-(III)-Wiederholungen (repeats), aus. Das erst-
mals 1985 im extrazelluldren Matrix (ECM)-Molekiil Fibronektin gefundene Motiv
[blihtt et al., 1985) konnte spiter jedoch auch in weiteren ECM-Molekiilen nachgewiesen
werden (Engel, 1991)). Fibronektin-Typ-(III)-repeats haben Funktionen in verschiedenen Be-

reichen eineeschlossen der Interaktionsvermittliune zwischen Zellen und der ECM (Rioslahti
& & g
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[& Pierschbacher, 1987)), Forderung des Neuritenwachstum (Dorries et al., 1996} [Xiao et al.,|
1996|) und Signalleitung (Bencharit et al., 2007]).

Das transmembrane Zellerkennungsmolekiil .1 war eines der ersten isolierten sowie charakte-

risierten CAMs (Rathjen & Schachner, 1984]), von dem Homologe in zahlreichen Spezies exis-

tieren (Hortsch, 2000|). Es ist der Begriinder einer neuronalen Subgruppe der Ig-Superfamilie
mit vier Mitgliedern innerhalb der Wirbeltiere - L1, Neurofascin, NrCAM (neural-glial cell ad-

hesion molecule related cell adhesion molecule) und CHL1 (Close Homolog of L1) sowie zwei

Vertretern der Invertebraten - Neuroglian und Tractin (Briimmendort et al., 1998)). Alle Mit-

glieder der L1-Familie zeigen grofie Ahnlichkeiten in der Struktur und der Konformation ihrer
Proteine. Sie bestehen aus sechs N-terminalen Ig-dhnlichen Doménen, vier bis fiinf Fibronek-
tin (Fn)-II1I-Wiederholungen (repeats, einer hydrophoben Transmembrandoméne und einem
kurzen, phylogenetisch hoch konservierten zytoplasmatischen Teil am C-Terminus
[S. 18} Britmmendorf & Rathjen, 1995).

Membran £
¢ Zytoplasmatischer Teil

Ig-dhnliche Doménen FM III-&hnliche Doménen

1l

FrEEEEREEE. T

Abb. 1.12: Modulire Struktur von L1
Das Mitglied der L1-Familie besteht aus sechs Ig-dhnlichen Doménen (Ig), 5 (Fibronektin-Typ-(III)-Doménen
(Fn), einer integralen Membranregion (TMD) und einem kurzen zytoplasmatischen Teil (ICD)

L1 ist ein 200-220kDa grofles phosphoryliertes Typl transmembranes Glykoprotein. Auf-
grund von Deglykosylierungsstudien, die den Gewichtsanteil der Glykane an L1 mit etwa
25% bestimmen (Lindner et al., 1983} [Rathjen & Schachner, 1984]), weifl man von den in
der Ektodoméne befindlichen, zahlreichen N- sowie O-Glykosylierungsstellen
1985)). Das Protein wird durch ein Gen auf dem ¢28 Band des menschlichen X-Chromosoms,
welches homolog zu der A-6B Region des murinen X-Chromosoms ist, kodiert
lal., 1990)). Es enthélt 29 Exons, von denen ein Exon 5‘-untranslatierte Sequenzen (Exon la)
beinhaltet und die iibrigen dem Protein entsprechen (1b-28) (Kallunki et al., 1997)) und ko-
diert fiir 1260 Aminoséuren (AS), bestehend aus einem 19 AS Signalpeptid sowie dem reifen
L1-CAM mit 1241 AS (Moos et al., 1988]). Das integrale Membranprotein L1 kann durch
verschiedene Spaltungen in verschiedene 16sliche oder membran-assoziierte Fragmente iiber-
fithrt werden (Kalus et al., 2003)). Die 140kDa sowie 80kDa Proteine resultieren aus der in

vitro Trypsin-, Plasmin- oder Proteinkonvertase PC5A- vermittelten Proteolyse innerhalb

der dritten Fn-(III)-Doméne (Kalus et al., 2003)), wobei die Plasmin-ausgefiihrte Prozessie-
rung die Multimerisierung sowie RGD-unabhéngige Integrinbindung reduziert
. Mitglieder der ADAM-Familie (Kap. 1.10.1.1, S. 24)) hydrolysieren die 200kDa- und
80kDa-Form von L1 in der Nahe der Membran und produzieren so ein 180kDa bzw. 50kDa
Fragment (Beer et al., 1999)). Dieser Vorgang wird als notwendig fiir die L1-vermittelte Zellmi-

gration vermutet (Gutwein et al., 2000)). Dariiber hinaus ist das Typl-Transmembranprotein
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ein weiteres Substrat von ADAMs (ADAM10 und ADAM17) sowie der y-Sekretase bzw. Pre-
senilin, die L1 gemifl des Mechanismus der regulierten Intramembranproteolyse (RIP) zuerst
in der Ektodoméne und anschliefSend innerhalb der Membran spalten (Maretzky et al., 2005]).

Dieses neuronale Zellerkennungsmolekiil wird ubiquitér im Nervensystem exprimiert und ist

an zahlreichen entwicklungsbezogenen Prozessen, eingeschlossen neuronaler Differenzierung,
Axon-Wachstum, -Zielsuche, axonaler Faszikulation, Myelinummantelung und synaptischer
Plastizitét beteiligt (Panicker et al., 2003|). Bisher sind ca. 140 verschiedene pathogene Muta-

tionen in fast allen Regionen des L1-Gens identifiziert worden, wobei alle Arten von Mutatio-

nen, eingeschlossen missens, nonsense und frame shift, Deletionen, Duplikationen, Insertionen
und Spleifstellen-Mutationen beim Menschen aufgetreten sind. Einige dieser Genverénderun-
gen sind verantwortlich fiir bestimmte Dysfunktionen des Nervensystems und driicken sich

durch den, unter dem Begriff CRASH (Corpus callosum hypoplasia, Retardation, Adducted

thumbs, Spasticity and Hydrocephalus; [Fransen et al., 1995))-Syndrom zusammengefassten,
Phénotyp aus(Yamasaki et al., 1997]).

Es lassen sich Parallelen zwischen der, aufgrund von Mutationen und mittels Sekretasen ver-

mittelten, Prozessierung des Amyloid Vorlauferproteins und der dhnlich begriindeten Proteo-
lyse von L1 feststellen, die sich entsprechend mit der Alzheimer-Krankheit und dem CRASH-
Syndrom in einem pathologisch-neuronalen Phéanotyp zeigen. Daher liegt die Vermutung nahe,
dass allgemeine, an den {ibergeordneten Prozessen beider Verldufe, wie die nach dem RIP-
Mechanismus durchgefiihrte Sekretasespaltung, beteiligten Molekiile sowohl mit APP als auch

mit L1 interagieren kénnen.

1.9 APP-Bindepartner

Seit der Identifikation wurde APP aufgrund seiner transmembranen Struktur eine Funktion

als Rezeptor zugedacht (Kang et al., 1987). Es liegt die Vermutung nahe, dass das Prote-

in als Notch-Analog (Mumm & Kopan, 2000) einen &hnlichen Signalweg vermittelt, wobei

durch den Mechanismus der regulierten Intramembranspaltung zuerst ein C-terminales APP-

Fragment generiert wird, dass mittels der y-Sekretase die intrazellulire Doméne fiir weitere

intrazelluldre Signalwege freigibt (Chan & Jan, 1998)). Fiir diese Theorie gibt es sowohl zu-
stimmende (Cao and Sudhof, 2001} [Kinoshita et al., 2002)) als auch widersprechende (Hebert]
Argumente. Obwohl zahlreiche zytoplasmatische APP-Bindepartner identifiziert
wurden, die mogliche downstream-Wege beschreiben, eingeschlossen Gy, APP-Bindeprotein
1 (APP-BP1), Mitglieder der X11- und Fe65- Familien sowie c-Jun N-terminal-Kinase inter-
agierendes Protein 1 (JIP-1), (Kerr & Small, 2005} [Wolfe & Kopan, 2006]), bleibt der genaue

Mechanismus der eventuellen Signalweiterleitung unklar.

Auch fiir die extrazelluldren Teile von APP wurden nach iiber einer Dekade intensiver For-
schung einige direkt oder indirekt interagierende Partner gefunden, darunter extrazellulire
Matrixkomponenten, eingeschlossen Heparansulfat, Kollagen und Fibulin 1, Zink- und Kup-

ferionen, die Lipoproteinrezeptoren Scanagerrezeptor A sowie LRP. Weitere extrazellulire
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Proteine, die eine Interaktion mit APP eingehen konnen sind F-Spondin, FASII aus Dro-
sophila, BRI2 (ITM2B), APLP1, APLP2, APP selbst, Notch Familienmitglieder, LRRTM3
und NgR (RTN4R) (referenziert in|Osterfield et al., 2008)). Eben diese Studie identifiziert eine
funktionelle Bindung von Contaktinen sowie NeCAM, dem L1CAM Homolog des Huhns, und
APP im retinotektalen System (Osterfield et al., 2008)). Die aufgezdhlten Interaktionen sind

im allgemeinen noch nicht charakterisiert hinsichtlich der Affinitdt oder Spezifitéit verwand-

ter Rezeptor-Ligand-Interaktionen, direkter Bindungen und méglicher intrazelluldrer oder der
Entwicklung des Nervensystems entsprechender Funktionen.

Die Diplombiologin Helen Strekalova identifizierte im Rahmen ihrer Doktorarbeit mittels
(- und ~-Spaltstellen reprasentierender Peptide weitere APP-bindende Proteine
. Auf die an die 8-Spaltstelle bindene Kreatinkinase und das mit der ~y-Spaltstelle

interagierende Calretikulin wird in den folgenden Abschnitten néher eingegangen.

1.9.1 Kreatinkinase

Die Kreatinkinase (CK) gehort zur Familie der Phosphagen (Guanidino)-Kinasen und kata-
lysiert die reversible Phosphoryltransfer-Reaktion zwischen ATP und Kreatin, durch die ein
ADP sowie Phosphokreatin (CK-P) produziert werden (Eppenberger et al., 1967)). Phospho-

kreatin wird im Skelettmuskel, Herz und Gehirn als Reserve von hoch-energetischem Phosphat

fiir stark energiebediirftige Prozesse gebraucht. Im Allgemeinen gibt es vier Kreatinkinase-

Isoenzyme, welche hinsichtlich der Unterschiede ihrer Gene, Aminosiuresequenz, Gewebe-
lokalisation und immunogenen Aktivitéit bereits charakterisiert worden sind
[Hemmer, 1994)). Die zwei zytosolischen CK-Isoformen, Gehirn- (B-Kette; [Bong et al., 2008))
und Muskel- (M-Kette) Typ, kénnen sowohl Homo- (CK-MM/CK-BB) als auch Heterodime-
re (CK-MB) bilden, wihrend die zwei mitochondrialen Isoformen, ubiquitdre uMtCK, (Ge-
hirn) und sarkomerspezifische uMtCKj, (Muskel), als Oktamere vorliegen (Eder et al., 2000)).

Beide in dem mitochondrialen Zwischenmembranraum lokalisierten Kreatinkinasen konnen

intramitochondrial entstandenes ATP zur Bildung von Phosphokreatin transphosphorylieren,
welches als Energiebote zwischen intrazellularer ATP-Produktionsstelle und den Orten des
ATP-Verbrauches dient. Das CK/CK-P Shuttlesystem fungiert sowohl als Energietransport

als auch als eine Art der Energiepufferung. Die CK-BB Isoform existiert hauptséchlich im

Gehirn und der Retina (Lahiri et al., 2002) und ist mit Ionentransportpumpen im Gehirn

assoziiert (Kaldis et al., 1996). CK-BB spielt eine Schliisselrolle im Energiemetabolismus,

wodurch sie eine wichtige Funktion fiir die am meisten energieverbrauchenden Prozesse in

Neuronen, die Ionentransporte der Natrium-/Kalium-ATPase (Guerrero et al., 1997) und
der ATP-gesteuerten Kaliumkanile (Crawtford et al., 2002) (~50% der Gesamtenergie), hat.
Schon frithe Studien zeigten eine Disregulation der Kreatinkinase in Verbindung mit der
Alzheimer-Krankheit (Aksenov et al., 1997 [David et al., 1998]). Spéter fand man heraus,

dass die Kreatinkinase in Gehirnen von Alzheimerpatienten durch Oxidation inaktiviert ist

und neuronale Kreatinablagerungen im Hippocampus auftreten (Biirklen et al., 2006)), wih-

rend die mitochondriale Isoform das A(B-Peptid bindet (Li et al., 2006)).
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1.9.2 Calretikulin

Calretikulin (CRT) wurde erstmals 1974 durch Ostwald und MacLennen isoliert
wald & MacLennand, 1974)), 1989 molekular kloniert (Smith & Koch, 1989)) und seitdem
ausgiebig studiert (Michlalak et al., 1992} |[Krause & Michalak, 1997} [Johnson et al., 2001}
|Gelebart et al., 2005)). CRT ist ein hoch konserviertes, 46kDa ubiquitér exprimiertes Protein,

welches im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) Kalzium mit einer hohen Kapa-
zitét und Affinitdt bindet (puffert) und zusammen mit Calnexin und Erp57 den sogenannten
Calretikulin/Calnezin-Zyklus bildet, der fiir die Qualitédtskontrolle und Faltung neu syntheti-
sierter (Glyko-) Proteine verantwortlich ist (Trombetta, 2003]).

Calretikulin besitzt eine N-terminale, abspaltbare Aminosédure-Signalsequenz (Fliegel et al. |
sowie ein C-terminales KDEL-Retentionssignal (Michalak et al., 1999)) und besteht aus

drei deutlichen strukturellen sowie funktionalen Doménen (Abb. 1.13, S. 22|). Es sind sowohl

eine N-Glykosylierungsstelle als auch drei konservierte Cysteinreste in der N-terminalen Do-

méne (Michalak et al., 1992]) identifiziert, von denen zwei Disulfidbriickenbindungen ausbilden
(Matsuoka et al., 1994)). Abbildung [Abb. 1.13, S. 22B zeigt ein von Gelebart und Kollegen
(Gelebart et al., 2005 entwickeltes Modell Calretikulins, welches aus der Rontgenstruktur
loslichen Calnexins (Schrag et al., 2001)) und NMR-Strukturanalyse der CRT-P Doméne (E1l-
lgaard et al., 2001)) abgeleitet worden ist.

Die N-Domdne von Calretikulin (AS 1-180) formt eine globulére Struktur bestehend aus ei-

ner extrem konservierten AS-Sequenz. Diese N-terminale Region bindet Zn?* und interagiert

in vitro sowohl mit anderen ER Chaperonen als auch mit der DNS-bindenden Doméne von

Kernrezeptoren sowie mit Nukleinsdauren (Michalak et al., 1999)). Eine Studie von Guo und

Kollegen zeigt, dass nur ein Histidinrest (His!®®) innerhalb der N-Domine fiir die durch die
N+P-Doménen vermittelte Chaperonfunktion von Calretikulin verantwortlich ist (Guo et al. |
2003)). Vier der Histidinreste sind an der Schwermetallbindung beteiligt (Baksh et al., 1995)).

Dartiber hinaus inhibiert die N-Doméane von CRT die Proliferation von Endothelzellen und

supprimiert Angiogenese ([Pike et al., 1998|).

Die P-Domdne (AS 181-290) beinhaltet eine Prolin-reiche Region und formt eine Arm-
ghnliche Struktur (Abb. 1.13, S. 22)), von der vermutet wird, dass sie die Substratbindung
vermittelt (Schrag et al., 2001)). Diese Region von Calretikulin bindet Kalzium mit einer ho-
hen Affinitét, an deren Vermittlung wahrscheinlich die Wiederholungen (Abb. 1.13, S. 22/A)
beteiligt sind (Vassilakos et al., 1998]) und interagiert mit PDI, Perforin sowie anderen Cha-

peronen des ER-Lumens.
Die C-Domdne (AS 291-400) ist stark sauer, bindet Ca*" mit einer hohen Kapazitit und

ist an der Kalziumeinlagerung in das Lumen des ERs beteiligt (Nakamura et al., 2001]).

Weitere Funktionen dieser C-terminalen Region von Calretikulin sind Bindung von Blutge-

rinnungsfaktoren (Kuwabara et al., 1995) und die Regulation der Interaktion mit anderen

Proteinen(Corbett et al., 1999)). Bisher sind jedoch keine strukturellen Informationen beziig-

lich dieser Doméne vorhanden. Von diesem, durch ein auf Chromosom 19 lokalisiertes Gen,

kodierten Protein existiert zudem eine weitere Isoform mit 53% bzw. 49% Homologie zum
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entsprechend huamen bzw. murinen CRT ([Persson et al., 2002)).
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(folding unit) domain
N A
- =~ N
ERpST binding
1 170 region  2gs5 400 residue #

N-domain P-domain C-domain
(A
ERp57 binding
region
(
Carbohydrate )
(substrate?) P-domain
binding pocket
Chaperone
(folding unit)
i C-domain
..._-KDEL.-COO-
_—
v
MN-domain Caleium storage
1B} domain

Abb. 1.13: Struktur von Calretikulin

(A) Lineare Darstellung der CRT-Doménen. Das Protein besitzt eine N-terminale Aminosiure (AS)-
Signalsequenz (schwarze Box) sowie ein C-terminales KDEL-ER Retentionssignal. Die Wiederholungen A
(AS-Sequenz PxxIxDPDAXxKPEDWDE) und B (AS Sequenz GxWxPPxIxNPxYx) sind jeweils durch Kreise
bzw. Quadrate angezeigt. (B) 3D-Modell der N- und P-Domiéne von CRT (Ellgaard et al., 2001) und kris-
tallographische Studien von Calnexin (1JHN) (Schrag et al., 2001)). Calretikulin besteht aus einer globuléren
N-Doméne (blau) und einer zentralen, eine charakteristische Schleife formenden, Prolin-reichen P-Doméne
(rot). Die N/P-Doménen sind verantwortlich fiir die Chaperonfunktion des Proteins, wihrend die C-terminale
C-Doméne eine grofie Anzahl negativ geladener AS enthélt und an der hochkapazitiven Kalziumbindung
beteiligt ist. Die Lokalisationen des essentiellen His'®®, der moglichen Kohlenhydratbindetasche sowie der
Erp57-Bindestelle sind angezeigt (Ellgaard et al., 2002) (aus [Gelebart et al., 2005)).

Calretikulin werden zahlreiche zellessentielle Funktionen in verschiedenen Bereichen zuge-
schrieben, eingeschlossen der Regulation der Ca?*-Homeostase und Ca?*-abhéingiger Signal-
wege (Michalak et al., 2002)), der Lektin-&hnlichen Chaperonaktivitiat (Trombetta, 2003)), Mo-
dulation der Genexpression (Michalak et al., 1999)), Modulation von Zelladhésion
, Immunabwehr und Apoptose . Neben einem Vorkommen im ER
tritt das Protein auch in vielen anderen Zellkompartimenten und an der Zelloberfliche auf,
wo es Ektocalretikulin genannt wird (Michalak et al., 1992, 1999). Die Zelloberflichenform

scheint an der Zelladhésion, Zell-Zell-Kommunikation sowie der Apoptose beteiligt zu sein.

Calretikulin kann durch Interaktion mit dem Faktor Clq den klassischen Komplementweg
inhibieren, und vermittelt, indem es an Integrin (Zhu et al., 1997)), MBL (Pagh et al., 2008]),
LRP, CD40 Ligand, TRAIL und Fas Ligand (Duus et al., 2007)) bindet, diverse Signalwege.
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So ist es z.B. direkt an der Integrin-abhéingigen Aktivierung und Sekretion der Gelatinase
A (MMP-2) beteiligt (Ito et al., 2001). Neueste Studien identifizieren Calretikulin dariiber
hinaus als Af342-bindendes Protein (Duus et al., 2008)).

1.10 Proteasen

Die Produktion des, wahrscheinlich zur Entstehung der Alzheimer-Krankheit beitragen-
den, A(-Peptides resultiert aus der, von Proteasen vermittelten, Prozessierung des Amyloid
Precursor Proteins. Ein tieferes Versténdnis dieser Krankheit im Hinblick auf eine mogliche
Prophylaxe oder Therapie erfordert die Aufklarung der APP-Proteolyse, eingeschlossen mog-
licher noch unbekannter Spaltstellen und eventueller Parallelititen zu Proteinen #hnlicher
Struktur und Funktion. Dieser und die folgenden Abschnitte beschéftigen sich mit der Fa-
milie der Proteasen, insbesondere der Metzinkine, der auch die als a-Sekretase bezeichneten
ADAMSs angehoren.

Proteasen zéhlen zu der Enzymklasse der Hydrolasen und sind demnach in der Lage, Proteine
durch Einbau eines Wassermolekiils in Peptide bzw einzelne Aminosiduren (AS) zu zerlegen.
Dieser enzymatisch katalysierte Prozess wird als Proteolyse oder Prozessierung bezeichnet.
Proteasen werden aufgrund der ihr katalytisches Zentrum bildenden, fiir die Katalysefunktion
essentiellen, AS in Serin-, Cystein-, und Aspartylproteasen unterteilt. Presenilin, die enzy-

matisch aktive Komponente des ~-Sekretasekomplexes, besitzt zwei katalytisch essentielle

Aspartatreste in den Transmembranregionen 6 und 7 (Kap. 1.7.1, S. 13) und gehort da-

her zur Familie der Aspartylproteasen. Auflerdem werden Proteasen als Metalloproteinasen
bezeichnet, wenn die von ihnen vermittelte Proteolyse ein im aktiven Zentrum des Prote-
ins koordiniertes Metall (Zink)-Ion erfordet (Bode et al., 1999). Jahrzehnte intensiver For-
schung konnten die Prozessierung von APP besonders hinsichtlich des amyloidogenen Weges
(Kap. 1.4.2, S. 9)) weitgehend aufkldren (Ling et al., 2003} [Hooper, 2005} [Menndez-Gonzlez|
let al., 2005¢ |Vetrivel & Thinakaran, 2006} [Nathalie & Jean-Nol, 2008|). Es stellt sich jedoch

die Frage nach der physiologischen, moglicherweise durch die nicht-amyloidogene Proteolyse

vermittelten, Funktion von APP sowie nach eventuell noch unentdeckten Prozessierungswe-
gen. Die durch ADAMs représentierte a-Sekretase gehort zu der im Folgenden beschriebenen

Superfamilie der Metzinkine.

1.10.1 Metzinkine

Die Metzinkine beinhalten neben den Serralysinen, den Astacinen, den Matrix Metallo-
proteinasen (Matrixine) auch die Proteinfamilie der Reprolysine (Adamalysine). Die Familie
der Reprolysine besteht ihrerseits wieder aus zwei Unterfamilien, den Metalloproteinasen aus
Schlangengiften (SVMPs, snake venom metalloproteases) und den fiir diese Arbeit relevan-

ten Disintegrin-Metalloproteinasen der ADAM-Familie (a disintegrin and metalloprotease)
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(Bode et al., 1993; [Wolfsberg und White, 1996)). Metzinkine sind zinkabhéngige Metallo-
proteinasen, die durch eine Konsensussequenz (HExxHxxGxxHZ) im katalytischen Zentrum
charakterisiert werden(Schlondorft & Blobel, 1999 [Blobel, 2000f), deren drei Histidinreste an
der Koordination des katalytisch essentiellen Zinkions beteiligt sind (Bode et al., 1999). In

den folgenden zwei Abschnitten werden die ADAMs sowie die MMPs weiter erliutert.

1.10.1.1 ADAMs

Die Familie der A Disintegrin And Metalloproteinasen (ADAMSs) umfasst etwa vierzig Typl
transmembrane Glykoproteine, die sich durch eine charakteristische Doménenstruktur aus-
zeichnen, aufgrund derer sie auch als MDCs (Metalloprotease-/ Disintegrin-/ Cystein-reiche
Proteine) bezeichnet werden (Black & White, 1998). Neben der Signalsequenz findet man

eine Pro-, eine Metalloprotease-, eine Disintegrin-dhnliche, eine Cystein-reiche, eine EGF-

dhnliche (epidermaler Wachstumsfaktor), eine Transmembran- und eine zytoplasmatische Do-
méne (Wolfsberg et al., 1993; 1995¢ |Abb. 1.14, S. 24)). Die ADAMSs sind neben physiologischen
(Fertilisation, Neurogenese, Adipogenese) auch an pathologischen Prozessen (Arteriosklerose,
Alzheimer-Krankheit, Onkogenese, Diabetes mellitus, Asthma bronchiale) beteiligt
2000} [Yang et al., 2006)). Zu den Substraten dieser Sheddasen gehdren nicht nur membrange-
bundene oder Zelloberflichen-assoziierte Proteine, sondern auch Bestandteile der EZM wie
Fibronektin und Kollagen (Primakoff & Myles, 20005 [White, 2003|). Es konnte bisher keine
iibereinstimmende Erkennungs- und Spaltsequenz fiir die Mitglieder der ADAM-Familie iden-

tifiziert werden, wobei die Substratspezifitit durch etwa 8 - 10 ungefaltete Aminoséduren um
die zu spaltende Peptidbindung sowie durch den Abstand der Spaltstelle zu der Membran
bestimmt zu werden scheint (Schlondorft & Blobel, 1999)).

_ Membran

Abb. 1.14: Doménenstruktur der ADAMs

SP = Signalpeptid, PRO = Prodoméne, MPD = Metalloprotease-Doméne, DIS = Disintegrindhnliche Doméne,
CYS = Cystein-reiche Doméne, EGF = epidermaler Wachstumsfaktordhnliche Doméne, TM = Transmembran-
Domine, CYT = cytoplasmatische Doméne

Die ADAMs werden zunéchst als inaktive Vorldufer synthetisiert (Seals & Courtneidge,|
2003) und durch Abspaltung der Prodoméne aktiviert. Neben dieser inhibitorischen Wir-

kung auf die katalytische Aktivitdt des Enzyms ist die Prodoméne auch an der Reifung und

dem intrazelluldren Transport des Proteins beteiligt (Loechel et al., 1998; [Roghani et al.)|
1999) Viele ADAMs, eingeschlossen ADAMY, besitzen am Ende ihrer Prodoméne die Furin-

Erkennungssequenz RxK/RR, was auf die Entfernung der Prodoméine durch Proprotein-
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Konvertasen, wie zum Beispiel Furin, schlieflen lésst (Roghani et al., 1999 [Lum et al., 1998]).

Bei anderen hingegen, wie ADAMS, erfolgt die Abspaltung der Prodoméne mittels Metallo-

proteinasen (Schlomann et al., 2002)). In ihrer katalytisch aktiven Metalloproteasedoméne ent-
halten die ADAMs das schon erwéhnte charakteristische Zinkbindungsmotiv HExxHxxGxxH,
welches nicht bei allen Familienmitgliedern vollstdndig und somit funktionell ist
let al., 1995; [Wolfsberg und White, 1996)). Die Mitglieder mit einer intakten Zinkbindungs-
stelle enthalten in ihrer Prodoméne einen konservierten Cystein-Rest und kénnen vermutlich
iiber einen Cystein-SwitchMechanismus aktiviert werden (Loechel et al., 1998; 1999). Uber

ihre Disintegrindoméne (disruption of integrin binding) konnen ADAMs Integrine erkennen,

binden und deren Funktion inhibieren (Gupta et al., 2000)), so dass diese Doméne eine es-
sentielle Rolle bei Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten spielen koénnte (White, 2003]). Die
Funktion der Cystein-reichen Doméne (CRD) konnte bis jetzt nicht eindeutig gekldrt wer-

den. Aufgrund der vielen Cystein-Reste liegt die Vermutung nahe, dass diese Doméne durch
die Bildung von Disulfidbriicken strukturelle sowie adhésive Funktionen iibernimmt, indem
sie die Orientierung der Doménen zueinander und damit deren Funktion beeinflusst
IBjarnason, 1996; [Seals & Courtneidge, 2003)). Ferner wire eine Wechselwirkung der CRD

mit dem Substrat denkbar, um durch diese intramolekulare Kooperation die Funktion und

Spezifitat der Metalloproteasedoméne zu verstéirken (Smith et al., 2002)). Dariiber hinaus be-

sitzen einige ADAMSs, so auch ADAMO, in dieser Doméne einen, einem viralen Fusionspeptid

ghnlichen, Bereich (Wolfsberg & White, 1996)), der bei Zellfusionsprozessen eine Rolle spielen
konnte sowie eine C-terminale EGF-dhnliche Region (Huovila et al., 1996 [Bigler et al., 1997)).
Die zytoplasmatische Doméne der ADAMs ist im Bezug auf ihre Sequenz und Léinge sehr va-
riabel (Seals & Courtneidge, 2003|). Viele der ADAMSs, einschlieflich ADAM9, ADAM10 und
ADAM17 enthalten Prolin-reiche Sequenzen, die als Bindungsstellen fiir Signalmolekiile mit
SH3-Doménen dienen kénnen . Ferner sind potentielle Phosphorylierungsstel-

len vorhanden. So kann zum Beispiel ADAM9 mit der katalytischen Doméne der Proteinkina-

se C assoziieren und durch sie in vitro phosphoryliert werden (Inzumi et al., 1998} |Seals &
[Courtneidge, 2003)). In dieser Arbeit wird mit ADAMS sowie ADAM9 gearbeitet, auf deren
spezifische Funktionen im Folgenden weiter eingegangen wird.

Die Sheddase ADAM9 (MDC9 bzw. Meltrin-v) ist fiir die Freisetzung des 16slichen Heparin-
bindenden EGF-#hnlichen Wachstumsfaktors aus seiner membrangebundenen Vorstufe ver-
antwortlich (Inzumi et al., 1998]). AuBlerdem konnte fiir dieses Mitglied der ADAM-Familie
eine, durch Phorbolester aktivierte, a-Sekretase- Aktivitéit gezeigt werden (Koike et al., 1999)),

wobei das Amyloid Precursor Protein jedoch nicht an der spezifischen a-Sekretase-Spaltstelle

gespalten wird (Roghani et al., 1999)).

ADAMS (CD 156a) wird hauptséichlich in Zellen des Immunsystems exprimiert, scheint je-

doch auch in pathologische und neurologische Prozesse verwickelt zu sein (Schlomann et al. |
2000} [King et al., 2004)). Als Sheddase kann es membrangebundene CD23 (Fourie et al., 2003))
und anscheinend auch das neuronale Protein CHL1 in die 16sliche Form {iberfiithren (Naus et

AT 2001).
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1.10.1.2 MMPs

Die auch als Matrixine bezeichneten Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie
Zink- und Kalzium-abhéngiger Metalloendopeptidasen mit charakteristischer, konservierter
Doménenstruktur (Abb. 1.15), S. 26| Die mehr als 20 Mitglieder der MMPs bestehen aus

der Propeptid-, der katalytischen und der Himopexin-dhnlichen Doméne und teilweise (MT-

MMPs) zusétzlich aus der C-terminalen membrangebundenen (membran type, MT) Doméne.
Basierend auf der jeweiligen Struktur, der Substratspezifitit sowie der zelluldren Lokalisation
der Proteasen werden sie in fiinf verschiedene Klassen unterteilt: Kollagenasen, Gelatinasen,
Stromelysine, Membran-Typ MMPs (MT-MMPs) und andere (Beaudeux et al., 2004]).

Abb. 1.15: Domé&nenstruktur der MMPs
PRO = Propeptiddoméine, KD = Katalytische Doméne, LI = Linker-Region, HLD = Hemopexin-&hnliche
Domine fithrt (Cystein-Switch-Mechanismus)

MMPs sind verantwortlich fiir die Degradierung extrazelluldrer Matrix (ECM)-Komponenten

sowie der Basalmembran verschiedener Gewebe (Khasigov et al., 2001]). Neben dieser Funktion

spielen sie eine essentielle Rolle bei zahlreichen physiologischen Vorgéngen, wie Embryonal-

entwicklung und im Bereich der Regeneration, aber auch bei pathologischen Prozessen, ein-

geschlossen der Tumorausbreitung ([Flannery, 2006; [Malemud, 2006)). Im adulten Organismus

ist die Aktivitit verhialtnisméfig niedrig, kann jedoch durch Umgestaltung von Bindegewebss-

trukturen entsprechend stimuliert werden (Johnson et al., 1998]). Die Vertreter dieser Familie

sind an der regulierten Proteolyse von Membranproteinen (RIP, [Kap. 1.4.2, S. 9) beteiligt.

Zu ihren Substraten zihlen u.a. Kollagen, Gelatin, Elastin, Fibrinogen, Vitronektin, Aggre-
can, Laminin und Tenascin C (Brinckerhoft & Matrisian, 2002} [Khasigov et al., 2001]). Die
Regulation der MMP-Aktivitét ist ein komplexer, in drei Bereichen stattfindender, Prozess:

veranderte Transkription, extrazellulire Aktivierung von Proenzymen und Inhibition der ak-

tivierten Proteasen durch TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) (Curran & Murray,|
[1999} [Visse & Nagase, 2003)). Ist dieses so geschaffene Gleichgewicht zwischen Inhibition und

Aktivierung gestort, kann es zur Entstehung verschiedener Erkrankungen, wie der Onkogene-

se, Arthritis, Periodontitis und Arteriosklerose (Johnson et al., 1998|) oder Neurodegeneration
(Rathke-Hartlieb et al., 2000) kommen. Der Einfluss der MMPs auf die Alzheimer-Krankeit
kann dementsprechend negativ (Bellucci et al., 2007)), wie auch positiv (Caragounis et al.,|
ausfallen. In dieser Arbeit wird mit den Gelatinasen (MMP-2/MMP-9) gearbeitet, fiir
die durch das Auftreten von MMP-9 im amyloiden Hirngewebe von Alzheimer-Patienten eine
Rolle in der Pathogenitéit der Krankheit vermutet wurde (Lorenzl et al., 2003)).

Gelatinasen  Die Gelatinasen besitzen im Gegensatz zu den iibrigen MMPs drei zusétzliche

Fibronektin-Typ-II-Regionen innerhalb der katalytischen Doméne mittels derer sie Kollagen,
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Laminin und, was namensgebend war, Gelatin (Murphy et al., 1989} [Patterson et al., 2001])
binden kénnen (Abb. 1.16, S. 27). Die 92kDa Gelatinase B (MMP-9) unterscheidet sich von

der ansonsten sehr homologen 72kDa Gelatinase A (MMP-2) durch eine, aus 54 Aminosduren

bestehende, Prolin-reiche Region, die eine hohe Sequenzihnlichkeit mit helikalen Kollagen-
doménen aufweist (Allan et al., 1995)).

Abb. 1.16: Doménenstruktur der Gelatinasen (MMP-2 / MMP-9)

Im Unterschied zu den anderen MMPs besitzen die beiden Gelatinasen Fibronectin-II-Regionen, die mit Col-
lagen, Gelatin und Laminin interagieren kénnen. Die Zink-Cystein Bindung zwischen dem Zink (Zn) im kata-
lytischen Zentrum und dem Cystein (Cy) im Propeptid (Pro) stabilisiert das Enzym in seiner inaktiven Form.
Die Aktivierung erfolgt durch eine Dissoziation des Cystein vom Zink, was zur Freilegung des katalytischen
Zentrums fiihrt (Cystein-Switch-Mechanismus)

MMP-2/MMP-9 sind in cerebrovaskuldren Krankheiten aktiviert (Fatar et al., 2005|), wih-
rend nur wenig {iber ihre Funktion bei der neuronalen Plastizitéit bekannt ist
et al., 2002)). Expression und Aktivitdt sowohl der Gelatinase A als auch der Gelatinase B
sind in CRT-defizienten Zellen verdndert . Neuere Studien demonstrieren die
grundlegende Wichtigkeit der MMP-9-Aktivitit bei der Modulation von synaptischer Plas-
tizitdt im Hippocampus von Ratten wahrend des Lernens und der Erinnerung
. Auflerdem zeigen Microarray-Experimente eine massive Hochregulation der MMP-9
Transkripte im Hypothalamus (Hindmarch et al., 2006|). Ebenfalls 2006 publizierten Yan und
Kollegen eine Studie, die belegt, dass MMP-9 das amyloide AS-Peptid binden und so zu einem
Abbau der, fiir die Alzheimer-Krankheit typischen, Amyloid-Plaques fithren
kann (Yan et al., 2006)). A3 erhoht integrinvermittelt die Gelatinase B-Sekretion, wéhrend
diese in der Lage ist, durch eine a-Sekretase-dhnliche Aktivitit APP695 zZu
prozessieren und so die Konzentration des produzierten APP-Peptides zu reduzieren (Tala-|
[magas et al., 2007). Im Gegensatz dazu wird MMP-2 durch das Amyoid Vorldufer Protein
in seiner Aktivitit reguliert. Die Ektodoméne von APP enthilt eine, fiir MMP-2 spezifische,
Inhibierungsregion, die mit der Gelatinase A wahrscheinlich {iber die katalytische Doméne
interagiert (Higashi & Miyazaki, 2003; 2008|).
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1.11 Aufgabenstellung

Die Aufgabenstellung der Arbeit war, nach moglicher Identifikation weiterer Bindepartner der
APP-~-Spaltstelle die Interaktion dieser sowie der bereits von Helen Strekalova entdeckten
Bindeproteine und APP hinsichtlich dessen ~-Sekretase-vermittelten Prozessierung und der
sich dadurch ergebenden Funktion zu charakterisieren. Auflerdem sollte die Metalloprotease-
vermittelte Spaltung der Zelladdsionsmolekiile und Substrate des y-Sekretasekomplexes, APP
und L1, am Beispiel von zwei ADAMs sowie der Gelatinasen verglichen werden. Das allgemei-
ne Ziel der Arbeit bestand darin, anhand der Ergebnisse das Verstéindnis der Entstehung der
Alzheimer-Krankheit und der Funktion des Amyoid Vorlduferproteins, pathologischer wie
auch physiologischer Art, zu vervollstindigen, um so einer Therapiemdoglichkeit der bisher

noch nicht behandelbaren Krankheit einen Schritt ndher zu kommen.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden folgende Arbeitsschritte geplant:

1. Identifikation neuer Bindepartner der APP-v-Spaltstelle

2. Charakterisierung der Interaktion der sowohl neu gefundenen als auch bereits entdeck-

ten Proteine und APP hinsichtlich dessen y-Sekretase-vermittelten Prozessierung

3. Eventuell: Uberpriifen einer moglichen allgemeinen Funktion der identifizierten Proteine
in der y-Spaltung von Trasmembranproteinen mittels des Substrats und Zelladhésion-
molekiils L1

4. Analyse der Proteolyse von APP und L1 mittels ADAMS8, ADAMY und der Gelatinasen
MMP-2/MMP-9
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2.1 Aligemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Chemikalien sowie deren Hersteller sind in der folgenden Tabelle (Tab. 2.1, S. 30)

aufgelistet und wurden mindestens mit analysenreiner (pro analysis, p.a.) Qualitit bezogen.

Spezielle Chemikalien, Verbrauchsmittel und verwendete Losungen werden am Anfang jeder

Methodenbeschreibung aufgefiihrt. Alle Losungen wurden mit sterilem deionisiertem Wasser

(dH20) angesetzt.

Chemikalien

Aceton

Acrylamid 30%
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau

Chloroform
Coomassie-Brilliantblue
Essigsdure

Ethanol
Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA)
Gelatine

Glyzerin

Glyzerol

Glyzin

Harnstoff

Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kalziumchlorid (CaCly * 6 H20)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgClz * 6 H20)

Magnesiumsulfat (MgSO4 * 7 H2O)

Hersteller

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)
Mallinckroth Baker (Griesheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Fluka (Neu-Ulm)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Mallinckroth Baker (Griesheim)
Merck (Darmstadt)

Fluka (Neu-Ulm)

Frema Reform (Liineburg)
Fluka (Neu-Ulm)

Roth (Karlsruhe)
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Mercaptoethanol

Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2POy)
Natriumhydrogenphosphat (NapgHPO4* H20)
Natriumhydroxid

Paraformaldehyd

Pepton aus Casein

Phosphatidylcholin

Salzsaure

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sucrose, 98%

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trizin

Tris

Zitronensdure (CgHgO7 * H20)

Roth (Karlsruhe)

Mallinckroth Baker (Griesheim)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Fluka (Neu-Ulm)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)
Fluka (Neu-Ulm)
Sigma (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)

Tabelle 2.1: Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

H#ufig verwendete Materialien wurden verwendet von:

Bio-Rad (Miinchen)
Calbiochem (La Jolla)
Eppendorf (Hamburg)

Falcon / Becton Dickinson (Heidelberg)

Greiner (Solingen)

Invitrogen (Karlsruhe)

PAA Laboratories (Colbe)
Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

2.2 Reaktionskits und Enzyme

Reaktionskits und Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen und nach Herstellerangaben

eingesetzt:

Amersham Biosciences UK Limited (Buckinghamshire, UK)

Invitrogen (Karslruhe)
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2.4 Detergenzien

NEB (Frankfurt am Main)
QIAGEN (Hilden)

Roche (Mannheim)

Invitrogen (Karlsruhe)
Mallinckroth Baker (Griesheim)
Stratagene (San Diego, USA)

2.3 Antibiotika

Die Antibiotika wurden den Nahrmedien vor Gebrauch aus sterilfiltrierten Stammlosungen

zugesetzt. Zur Herstellung von Agarplatten erfolgte die Zugabe der Antibiotika nach dem

Autoklavieren der Medien bei einer Temperatur

von 45°C oder weniger. Die folgende Tabel-

le (Tab. 2.2, S. 31)) liefert eine Ubersicht iiber die verwendeten Antibiotika, ihre eingesetzte

Konzentration und Herkunft.

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml
G418 200 - 1000 mg/ml
Hygromycin B 400 mg/ml
Zeocin 200 mg/ml

Tabelle 2.2: Verwendete Antibiotika

2.4 Detergenzien

Herkunft

Roche Diagnostics (Mannheim)
PAA (Célbe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Die verwendeten Detergenzien sind der [Tab. 2.3, S. 31| zu entnehmen.

Bezeichnung

CHAPS

CHAPSO
N-oktyl-3-D-Glukopyranosid (NoGP)
NP-40

TritonX-100

Tween20

Tabelle 2.3: Verwendete Detergenzien

Hersteller

Roth (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)
Merck (Darmstadt)
Calbiochem (La Jolla)
Fluka (Neu-Ulm)
Merck (Darmstadt)
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2.5 Inhibitoren

Die in den Experimenten eingesetzten Inhibitoren und ihre Eigenschaften sind der
zu entnehmen.

Name Endkonzentration Herkunft

Complete EDTA free eine Tablette / 50ml Roche Diagnostics (Mannheim)
Leupeptin 10pM Calbiochem (Bad Soden)
Natriumfluorid NaF 1mM Merck (Darmstadt)
Natriumvanadat NazVOg4 2mM Merck (Darmstadt)

Tabelle 2.4: Verwendete Inhibitoren

2.6 Zelllinien

2.7 Basiszelllinien

Die verwendeten Basiszelllinien und deren Eigenschaften sind in der[Tab. 2.5, S. 32|aufgefiihrt.

Zelllinie Herkunft Referenz
B103 Humane APP defiziente Neuroblastom- [Schubert et al. 1974
zelllinie

Cummins & Glover, 1978

Chinese Hamster ovary (CHO) Dehydrofolatreduktase - defiziente Hams- |Stanley & Siminovitch, 1977
terzelllinie

Human Embryonic Kidney (HEK) Transformation humaner embryonaler [Schein et al., 1962
293 Nierenzellen mit DNS-Teilen des Adeno-
virus 5, hypotriploide Epithelzelllinie

Hausen, 1967

K41 Murine embryonale Fibroblastenzelllinie [Nakamura et al., 2000]

K42 Murine embryonale Fibroblastenzelllinie, [Nakamura et al., 2000
CRT defizient

SH-SY5Y Humane Neuroblastomzelllinie Biedler et al., 1973; 1978

Tabelle 2.5: Verwendete Basiszelllinien und ihre Eigenschaften

2.8 Stabil transfizierte Zelllinien

Die folgende Tabelle (Tab. 2.6, S. 33)) liefert einen Uberblick iiber die, im Rahmen dieser

Arbeit eingesetzten, stabil transfizierten Zelllinien, ihre Beschaffenheit und Herkunft.
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2.9 Kultivierung und Langzeitlagerung von Zellen

Zelllinie Vektor Referenz

B103/APP695 pcDNA3 (Hygro) APP695 Schmidt, 2002 (unverffentl.)
B103/APP751 pcDNA3 (Hygro) APP751 Schmidt, 2002 (unverffentl.)
CHO/APP696 pcDNA3 (Hygro) APP695 Schmidt, 2002 (unverffentl.)

HEK/PS1/SW-D385N-10 pcDNA3-APP695 swedish FAD double mutation (aa |Citron et al., 1992

595/596) pcDNA3.1/Zeo-E9-D385A-PS1

'Wolfe et al., 1999

HEK/PS1/SW-WT23 pcDNA3-APP695 swedish FAD double mutation (aa [Citron et al., 1992

595/596) pcDNA3.1/Zeo-PS1

'Wolfe et al., 1999

K42/CRT pcDNA3 Kaninchen Calretikulin Nakamura et al. 2001

K42/CRT-NP pcDNA3 Kaninchen CRT-NP-Doméne Nakamura et al. 2001

Tabelle 2.6: Verwendete stabil transfizierte Zelllinien

Die HEK-Zelllinien PS1/SW-WT23 und -D385N-10 wurden freundlicherweise von Prof. Dr.
C. Haass (Stoffwechselbiochemie, LMU, Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Die K42-Zelllinien
CRT und CRT-NP, sowie die K41-Zelllinie wurden mit hilfreicher Unterstiitzung von Prof.
Dr. M. Michalak (Canadian Institutes of Health Research Group in Molecular Biology of
Membranes and the Departement of Biochemistry, University of Alberta, Edmonton, Alber-

ta, Canada) zugesendet.

2.9 Kultivierung und Langzeitlagerung von Zellen

Fiir die Kultivierung und Langzeitlagerung der Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zelllinie
wurde Ham’s F12 verwendet. Diesem Basalmedium wurden die der [Tab. 2.7, S. 33| zu ent-

nehmenden Zusétze zugegeben.

Zusatz Konzentration Herkunft

Fotales Kilberserum (hitzeinaktiviert) 10% (v/v) PAA Laboratories (Célbe)
G418 1 mg/ml PAA Laboratories (Célbe)
Ham’s F12 Medium 1x PAA Laboratories (Célbe)
L-Glutamin (200mM ) 1mM Invitrogen (Karlsruhe)
Natriumpyruvat (100mM ) 1mM PAA Laboratories (Célbe)

Tabelle 2.7: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der CHO-Zelllinie

Fiir die Kultivierung und Langzeitlagerung der B103-Zelllinie wurde Dulbeccos Modified Eagle
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(DME)-Medium (PAA Laboratories, Colbe) verwendet. Das Basalmedium wurde durch die

der [Tab. 2.8, S. 34| zu entnehmenden Zusétze supplementiert.

Zusatz

Konzentration

DME-Medium (hoher Glucosegehalt 4,5 g/1) 1x

Hygromycin B
L-Glutamin (200mM )

Natriumpyruvat (100mM )

10% (v/v)
400pg/ml x
1mM

1mM

Herkunft

PAA Laboratories (Célbe)
PAA Laboratories (Célbe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

PAA Laboratories (Célbe)

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der B103-Zelllinie

Fiir die Kultivierung und Langzeitlagerung der Human Embryonic Kidney (HEK)-Zelllinien
wurde ebenfalls das DME-Medium verwendet. Diesem Basalmedium wurden die der
zu entnehmenden Zusétze hinzugefiigt.

Zusatz

DME-Medium (hoher Glucosegehalt 4,5

g/1)

Fotales Kélberserum (hitzeinaktiviert)
G418

L-Glutamin (200mM )
Natriumpyruvat (100mM )

Zeocin

Konzentration

1x

10% (v/v)
200pg/ml x
1mM

1mM

200pg/ml

Herkunft

PAA Laboratories (Célbe)

PAA Laboratories (Célbe)
PAA Laboratories (Célbe)
Invitrogen (Karlsruhe)

PAA Laboratories (Célbe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Tabelle 2.9: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der HEK-Zelllinie

Die Kultivierung und Langzeitlagerung der untransfizierten HEK- und SY5Y-Zelllinien er-

folgte in dem oben beschriebenen Medium, jedoch ohne den Zusatz von G418 und Zeocin.

Fiir die Kultivierung und Langzeitlagerung der K41- und K42-Zelllinien wurde Dulbeccos Mo-
dified Eagle (DME)-Medium (PAA Laboratories, Colbe) verwendet. Das Basalmedium wurde
durch die der [Tab. 2.10, S. 35| zu entnehmenden Zusétze supplementiert.

Zusatz

DME-Medium

(hoher Glucosegehalt 4,5 g/1)
L-Glutamin (200mM )

Natriumpyruvat (100mM )

Konzentration
1x

10% (v/v)
1mM

1mM

Penicillin (10,000 Units/ml) / Streptomy- 1x

cin (10 mg/ml) (100 x)

Herkunft

PAA Laboratories (Célbe)
PAA Laboratories (Célbe)
Invitrogen (Karlsruhe)
PAA Laboratories (Célbe)

Invitrogen (Karlsruhe)



2.10 E.coli-Stamme

Tabelle 2.10: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der K41- und K42-Zelllinie

2.9.1 Kultivierung

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei einer Temperatur von 37°C, einem CO3-Gehalt
von 5% und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90%. Die fiir die Kultivierung der Zelllinien
verwendeten Kulturflaschen mit einer GréBe von 75cm? wurden von der Firma Greiner (So-
lingen) bezogen. Die Passage der Zellen erfolgte bei 80 - 90%-iger Konfluenz derselben. Dafiir
wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen zweimal mit HBSS (Hanks buffered
saline solution) (PAA Laboratories, Colbe) gewaschen. Das Ablosen der Zellen vom Boden
der Kulturflaschen erfolgte bei einer Temperatur von 37°C durch eine 2-5-miniitige Inku-
bation derselben mit Trypsin-EDTA (1x, PAA Laboratories, Colbe). Den abgeldsten Zellen
wurde Kulturmedium (Kap. 2.9, S. 33| hinzugefiigt und diese durch mehrmaliges Auf- und

Abpipettieren vereinzelt. Die in der Zellsuspension enthaltenen Zellen wurden durch Zentri-
fugation fiir 5min bei 100 * g und RT sedimentiert, wieder in Kulturmedium resuspendiert

und in einem Verhé&ltnis von 1:3 ausgesit.

2.9.2 Langzeitlagerung

Fir die Lagerung der Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum wurden die einer konfluenten
Kulturflasche, wie in [Kap. 2.9.1, S. 35| beschrieben, mit HBSS gewaschen, durch Inkubation
mit Trypsin-EDTA (PAA Laboratories, Colbe) vom Boden der Kulturflasche abgelost und
durch Zentrifugation sedimentiert. Im Anschluss an den Zentrifugationsschritt wurde der

Uberstand abgenommen, die Zellen in 10% DMSO-haltigem Kulturmedium (Kap. 2.9, S. 33)

resuspendiert und Proben von 1ml Volumen abgefiillt. Die Aliquots der einzufrierenden Zellen

wurden in speziellen Einfrierbehéltern in Isopropanol langsam auf eine Temperatur von -80°C
heruntergekiihlt und dann ebenfalls bei -80°C in fliissigem Stickstoff gelagert. Das Auftauen

der eingefrorenen Zellen erfolgte bei 37°C im Wasserbad oder in der Hand.

2.10 E.coli-Stamme

Die folgende Tabelle (Tab. 2.11, S. 36) liefert einen Uberblick iiber die verwendeten E.coli-

Stdmme und deren Eigenschaften.

Stamm Genotyp und relevanter Phénotyp Herkunft / Referenz
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E.coli DH5« SupE44 Dlac169 (f80 lacZ DM15) hsdR17 recAl endAl Clontech (Heidelberg)
gyrA96 thi-1 relAl

E.coli Topl0 F- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 AlacXT74 Invitrogen (Karlsruhe)
recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

Tabelle 2.11: Verwendete E.coli-Stdmme und ihre Eigenschaften

2.10.1 Stammbhaltung und Kultivierung von E.coli

Fiir die Stammbhaltung und Kultivierung wurde LB-Medium (Kap. 2.18, S. 44]) verwendet.

Bei rekombinanten F.coli-Stdmmen wurde dem LB-Medium das entsprechende Antibiotikum

zugesetzt.

2.10.1.1 Stammbhaltung

Fir die Stammhaltung von E.coli iiber einen ldngeren Zeitraum wurden Glycerin- Stocks
angelegt. Zur Herstellung von Glycerin-Stocks wurde eine, in der stationdren Phase befindliche
Ubernachtkultur im Verhiltnis 1:1 mit Glycerin (80% (w/v)) gemischt und dadurch beim
Einfrieren langsam herunter gekiihlt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.10.1.2 Kaultivierung

Zum Beimpfen von Fliissigkulturen wurden unter anderem auch Stammkulturen auf LB-

Agar (Kap. 2.18, S. 44)), der im Fall rekombinanter Stdmme mit den entsprechenden Antibio-

tika versetzt wurde, angelegt. Die beimpften Agarplatten wurden iiber Nacht (ii.N.) bei 37°C
inkubiert und bei 4°C bis zu 8 Wochen gelagert. Fiir die Anzucht von 2-5ml Fliissigkulturen
wurden Einzelkolonien von Agarplatten in Fliissigkulturen iiberimpft, die im Fall von rekom-
binanten FE.coli-Stammen ebenfalls mit den entsprechenden Antibiotika versetzt wurden. Die
Inkubation der angeimpften Fliissigkulturen erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei 37°C

und 225rpm ii.N. in einem Schiittelinkubator.

2.11 Vektoren

Die den Expressionskonstrukten (Tab. 2.13, S. 38|) und E.coli-Stdmmen zugrunde liegenden

Plasmide und ihre Eigenschaften sind der[Tab. 2.12, S. 37|zu entnehmen. Die entsprechenden

Plasmidkarten sind im Anhang aufgefiihrt.



2.12 Expressionskonstrukte

Plasmide

pcDNA3 (5446 bp)

pcDNA3.1/Flag-His A

(5493 bp)

pcDNA3.1/Hygro (+)

(5597 bp)

pcDNA3.1/Zeo (+)

(5015 bp)

pGEM-T FEasy (3015

bp)

PGEX-3X

Charakteristika

CMV-Promotor; SP6-Promotor; BGH pA; SV40-Promotor,
origin und polyA; Neomycin ORF; Ampicillin ORF; ColE1
origin

pcDNA3.1/myc-His (myc durch Flag ersetzt (ZMNH)):
CMV-Promotor; myc-Epitop; fl-origin; BGH reverse priming
site und pA; Neomycinresistenz-Gen; Ampicillinresistenz-
Gen; SV40-Promotor, origin und Polyadenylierungssignal,
pUC origin

CMV-Promotor; fl-origin; BGH reverse priming site und pA;
Hygromycinresistenz-Gen; Ampicillinresistenz-Gen; SV40-

Promotor, origin und Polyadenylierungssignal, pUC origin

CMV-Promotor; fl-origin; BGH reverse priming site
und pA; Zeocinresistenz-Gen; Ampicillinresistenz-Gen;
SV40-Promotor, origin und Polyadenylierungssignal, EM7-
Promotor, pUC origin, bla-Promotor

T7 RNA Polymerase transcription initiation site und Pro-
motor; SP6 RNA Polymerase Promotor und Transcription
initiation site; pUC/M13 Reverse und Forward Sequencing
PBS; lacZ start codon; lac operator; beta-lactamase coding
Region

Glutathione S-transferase Gen; tac-Promoter; lac-operator;
Ribosomenbindestelle fiir GST; Startcodon (ATG) fiir GST;
Coding region fiir Faktor Xa Spaltung; Beta-lactamase-Gen;
laclq Gen; PRR; Sequenzierungsprimer

Tabelle 2.12: Verwendete Plasmide und ihre Charakteristika

2.12 Expressionskonstrukte

Herkunft/Referenz

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe) (PvD Dr.
Kins, ZMBH, Heidelberg)

Promega (Mannheim)

GE Healthcare Bio-Sciences AB
(Uppsala, Sweden)

Die verwendeten Expressionskonstrukte und ihre Eigenschaften sind der [Tab. 2.13, S. 38| zu

entnehmen.

Insert

Calretikulin

Calretikulin

Calretikulin

CRT-C

Spezies

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Vektor GroBe des Inserts Klonierungs- Klonierungs- Referenz
stelle (5) stelle (3¢)

pcDNA3 401bp EcoRI Xhol
pcDNA3.1/ 401bp HindIII Stul
myc-His
pGEX-3X  401bp EcoRI EcoRI
pcDNA3.1/ 7lbp (330-401 CRT) HindIII Stul
myc-His eingeschl. CRT-

SP/KDEL, ER-

Retentionssignal

Nakamura et al., 2001

Nakamura et al., 2001

Strekalova, 2003 (unverffentl.)

Smith & Johnson, 1988

Baksh and Michalak, 1991

Nakamura et al., 2001

Strekalova, 2003 (unverffentl.)
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2 Material

CRT-C Kaninchen pGEX-3X 7lbp (330-401 CRT) BamHI BamHI Smith & Johnson, 1988
eingeschl. CRT-
SP/KDEL, ER-

Retentionssignal

Baksh & Michalak, 1991

CRT-NP Kaninchen pcDNA3 287bp (1-287 CRT), ein- EcoRI Kpnl Nakamura et al., 2001
geschl. CRT SP/KDEL,
ER-Retentionssignal

CRT-NP Kaninchen pcDNA3.1/ 290bp (1-290 CRT), ein- HindIII EcoRI Nakamura et al., 2001
myc-His geschl. CRT-SP/KDEL,
ER-Retentionssignal

Strekalova, 2003 (unverffentl.)

CRT-NP Kaninchen pGEX-3X  290bp (1-290 CRT), ein- EcoRI EcoRI Smith & Johnson, 1988
geschl. CRT-SP/KDEL,
ER-Retentionssignal

Baksh & Michalak, 1991

CRT-P Kaninchen pcDNA3.1/ 108bp (182-290 HindIII EcoRI Nakamura et al., 2001
myc-His CRT) eingeschl.
CRT-SP/KDEL,
ER-Retentionssignal

Strekalova, 2003 (unverffentl.)

CRT-P Kaninchen pGEX-3X  108bp (182-290 Bcll BamHI Smith & Johnson, 1988
CRT) eingeschl.
CRT SP/KDEL,

ER-Retentionssignal

Baksh & Michalak, 1991

L1 (Qiagen) Maus pcDNA3 3873bp EcoRI EcoRI Schnegelsberg, 1998 (unverffentl.)
L1-30kDa  Maus pcDNA3.1/ 425bp + 57bp EcoRI + Xhol + Stemmer/Wolters, 2008 (unverf-
+ SP Flag-His HindIII EcoRI fentl.)
L1-ICD Maus pcDNA3.1/ 344bp HindIII Xhol Stemmer/Wolters, 2008 (unverf-

Flag-His fentl.)
SP, myc, Kaninchen pcDNA3.1/ SP 65bp + 6bp + SP, myc Apal Dyrks et al., 1992,
APP/SPA4C Zeo(+) SPA4CT 960bp Xbal (SPA4CT)

(SPA4CT)

Tabelle 2.13: Verwendete Expressionskonstrukte und ihre Charakteristika

Sowohl die bakteriellen als auch die Calretikulin-Expressionskonstrukte wurden, z.T. in den
entsprechenden Systemen, mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. M. Michalak (Dept. of
Biochemistry, Med. Sci. Bldg., University of Alberta, Edmonton, Alberta) zur Verfiigung ge-
stellt. Der APP/SPA4CT enthaltende Vektor wurde freundlicherweise von PhD Dr. S. Kins
(ZMBH, Heidelberg) zugesendet. Die pcDNA3/L1-ICD und /L1-30kDa-Konstrukte wurden
zusammen mit Gerrit Wolters (ZMNH) durch PCR von murinem L1, Klonierung des aufge-
reinigten Fragmentes in pGEM-T Easy, Restriktion und Ligation in pcDNA3.1/myc-His A

erhalten.
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2.13 Antikorper

2.13 Antikorper

2.13.1 Primarantikorper

Die [Tab. 2.14, S. 42| gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Primirantikérper und ihre
Charakteristika.
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Bezeichnung

14-3-3 3 (H-8)

anti-D-IgG

(y-Spaltstelle APP)

Aph-1la 434G

APP 22734

APP 22C11

APP 2D8

APP B63.4

APP poly

APP W02

c-Myc (9E10)

Calregulin (C-17)

Calregulin (T-19)

CHL1

Spezies

Maus mc

Kaninchen

pc

Kaninchen
pc

Kaninchen
pc

Maus mc

Ratte mc

Kaninchen

pc

Kaninchen

pcC

Maus

Maus mc

Ziege pc

Ziege pc

Kaninchen
pc

Spezifitdt

14-3-3 8 N-Terminus (Maus, Ratte,

Mensch)

D-Peptid, APP-y-Spaltstelle

APHlaL 265 C-Terminus (21AS)

APP-ED,
sAPP«

Immunisierung

AS66-80 N-terminal

AB 1-16

Séugetiere, APP-ICD

nicht humane Sdugetiere, APP-ED

AS1-16 d. AS Petids

¢-Myc-C-Terminus (AS408-439)

Maus CRT-C-Terminus

Maus CRT N-Terminus,

CHL1-ED

Verdiinnung /
Konzentration

1:200(IB);

1-2pg/ml/100-
500g Gesamtpro-
tein(IP)

1:1000(IB)

Ipg/ml(IB);

Lng/ml(IP)
5pl/ml(IP);

1:25(DC)

1:1000-
1:10000(IB);

1:100-1:200(TH)

lpg/ml

1:1000-
1:5000[WB/IP)

1:1000-1:5000(IB)

1:1000(IB);
1:100(IP)

1:200(IB)

1:200(IB)

1:200(IB);
1:10(IH)

1:10000(1B)

Herkunft / Referenz

Santa Cruz Biotechnology;

Morrison et al., 1994

Ploger (D-Peptid);

Strekalova, Stemmer

Prokop et al., 2004

Multhaupt (ZMBH, Heidel-
berg);

Scheuermann et al., 2001

Chemicon int. (Temecula);

Hilbich et al., 1993

Monning et al., 1990

(Shirotani et al., 2007)

Cupers et al., 2001

De Strooper et al., 1995

GenWay Biotech (San Diego);

Ando et al. 2001,

Kamenetz et al., 2003]

Liu et al., 2003

AB GmbH (Heidelberg)

Santa Cruz Biotechnology;

Alitalo et al., 1983

Santa Cruz Biotechnology,

Inc.;

David et al., 1993]

Tjoelker et al., 1994

Santa Cruz Biotechnology;

David et al., 1993]

Tjoelker et al., 1994

Pineda (Berlin);

Karl (ZMNH)



2.13 Antikorper

CRT-KDEL

DNM I (D5)

GAPDH

GST

HXK1 (N-19)

His (4D11)

IgG

CK-B (C-17)

L1 555

L1 ICD 172-R

L1 poly

L1 UJ 127 (Abcam)

Nat-/Kt-ATPase
(C-16)

Nat-/Kt-ATPase
AB150

NCT N1160

ad

Kaninchen

mc

Maus mc

Kaninchen
pc

Ziege pc

Ziege pc

Maus mc

Ziege,
Kaninchen,
Maus,
Ratte

Ziege pc

Ratte mc

Maus mc

Kaninchen
pc

Maus mc

Ziege pc

Ziege pc

Kaninchen

pc

QAKDEL-Peptid, CRT-C-

Terminus

Dynamin I (AS1-750)

Glyceraldehyd-3-P-Dehydrogenase

aus Kaninchenmuskel,

Glutathion-S-Transferase

Hexokinase Typl-N-Terminus

N-terminal His-tagged und trun-
cated TRAP Protein (AS 26-248,
P.falciparum/ E. coli)

unkonjugiert, Serum

Kreatinkinase B-Kette, C-Terminus

L1-ED, 2. bis 3. Fn-Doméne

Saugetiere, bei T1172/Y1176 (L1)

Saugetier L1-ED

hL1 (Immunogen: f6t. Gehirn),

bindet
derm. /glialen Urspr.,

Tumore neuroekto-

bindet n. in kindl. /erwachs. Gehirn.

int. NatT-/KT-ATPase a3-Region

Nat-/Kt-ATPase d. Kaninchennie-

re

NCT-C-Terminus, synthet. Peptid
(AS693-709)

1:500-1:1000(IB); |Andrin et al., 1998

1:50(1H)

1:200(IB); 1- Santa Cruz Biotechnology;

2pg/ml/100-500g

GP(IP)
Sontag et al., 1994}

1:200(IB) Chemicon int. (Temecula);
Kots et al., 1992,

1:2000(1IB) Amersham Biosciences Euro-
pe GmbH (Freiburg)

1:200(IB); 1- Santa Cruz Biotechnology;

2pg/ml/100-500g IKatzen et al., 1965|
GP(IP)

1:100(IB) Upstate (New York);
Robson et al., 1995
NK, entspr. d. Jackson ImmunoResearch
eingesetzt. Menge (Suffolk, UK)
Antikérper(IP)
1:200(IB); Santa Cruz Biotechnology;
1:50(IP)
Haas et al., 1989
1:5000- Schachner ( ZMNH);

1:10000(IB)

Appel et al., 1995

1:2000(IB/IP) Hiss Diangnostics (Freiburg

i.Br.);

Kamiguchi et al., 1998

1:4000(IB); Strekalova (ZMNH)
1:500(IP)
1:100- Abcam Inc. (Cambridge);

1:200(IB/IP)

Kemshead et al., 1983

1:200(IB);
1-2pg/ml(IP)

Santa Cruz Biotechnology;

Pu et al., 2001

1:12,500 End- Chemicon int. (Temecula)
punkt gegen
lpg/ml (ELISA)
1:1000(IB);
1:100(IP)

Sigma (Missouri);

'Yu et al., 2000
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Pen-2 1638 Kaninchen Pen-2 N-Terminus (AS4-15) 1:500-1:1000(IB); |Steiner et al., 2002
pe 1:60-1:100(IP)

PS1 2953 Kaninchen MBP /Presenilinl-N-Terminus 1:500(IB); Grunberg et al., 1998
me (AS2-8) 1:300(IP);

1:200-1:500(IH)

'Walter et al., 1997

PSIN (Nixon) Kaninchen Presenilinl-N-Terminus GST- 1:1000(IB); Capell et al., 1997}
mc Fusionsprot. 1:500(IP)

Mathews et al., 1996

PS2 BIL.HF5c¢ Kaninchen PS2-Schleife, Fusionsprot. (AS297- 1:3000(IB); Steiner et al., 1999
mc 356) 1:500(IP)

Tabelle 2.14: Verwendete Priméirantikérper und ihre Charakteristika (mc, monoklonal; pc,
ployklonal; ED, Ektodoméne; ICD, interzellulire Doméne; AS, Aminosiure; GP,
Gesamtprotein; IB, Immunoblot; IP, Immunprizipitation; TH,

Immun-Histochemie)

Der anti-A@ Antikorper 2D8, die anti-PS1-Antikorper 2953 und Nixon sowie der anti-Pen-2,
der anti-Nicastrin und der anti-Aph-la Antikérper wurden mit freundlicher Unterstiitzung
von Dr. Steiner und Prof. Dr. Haass (Stoffwechselbiochemie, LMU, Miinchen) zur Verfiigung
gestellt. Der Antikorper gegen Calretikulin KDEL wurde mit hilfreicher Unterstiitzung von
Prof. Dr. M. Michalak (Canadian Institutes of Health Research Group in Molecular Biolo-
gy of Membranes and the Departement of Biochemistry, University of Alberta, Edmonton,
Alberta, Canada), der anti-APP 22C11 Antikorper ebenso von Dr. Kins (ZMBH, Heidel-
berg) zugesendet. Der anti-APP Antikérper 22734 wurde freundlicherweise von Prof. Dr.
Multhaupt (ZMBH, Heidelberg), genau wie der PS2 BL.LHF5¢ von Dr. Kostka (Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH) zur Verfiigung gestellt. Die Antikorper gegen L1, CHL1, GAPDH
und 14-3-3 waren im ZMNH vorhanden und wurden mit hilfreicher Unterstiitzung von Ar-

beitsgruppenkollegen abgegeben.

2.13.2 Sekundarantikoérper

Die fiir die Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52)), fiir Immunhistochemie (Kap. 3.3.5, S. 88))
und fiir ELISA-Experimente (Kap. 3.1.16, S. 67)) verwendeten Sekundérantikérper wurden

von Dianova (Hamburg) bzw. Jackson Immuno Research (Suffolk, UK) bezogen und sind in
der folgenden Tabelle [Tab. 2.15, S. 43| aufgefiihrt:

Bezeichnung Spezies Spezifitit Verdiinnung Herkunft / Referenz
/Kopplung
Cy2 Ziege Maus 1:100(IH) Jackson ImmunoRese-

arch (Suffolk, UK)
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2.16 GST-Proteine

Cy3 Ziege Maus 1:100(IH) Jackson ImmunoRese-
arch (Suffolk, UK)

Cy5 Ziege Maus 1:100(IH) Jackson ImmunoRese-
arch (Suffolk, UK)

Meerrettich- Ziege, Esel Ratte, Kaninchen, 1:10000-1:20000(IB); Jackson ImmunoRese-

Peroxidase Maus, Ziege 1:5000 (ELISA) arch (Suffolk, UK)

(HRP)

Tabelle 2.15: Sekundirantikdérper (IH, Immunhistochemie; IB, Immunoblot)

2.14 Metalloproteasen

Die in den Spaltexperimenten verwendeten Metalloproteasen, ihr Zustand sowie die Herkunft
gehen aus der [Tab. 2.16, S. 43| hervor.

Bezeichnung Zustand /Herkunft

ADAMS8, Maus aktiv/Prof. Frey (BCII, Uni Bielefeld)

ADAMY9, Maus aktiv/Prof. Frey (BCII, Uni Bielefeld)

Gelatinase A (MMP-2, EC 3.4.24.24), human inaktiv/Prof. Frey (BCII, Uni Bielefeld)

Gelatinase B (MMP-9, EC 3.4.24.34), human autoaktiv (mut)/ Prof. Kaczmarek (Nencki Institute, War-
schau)

Michaluk et al., 2007

Tabelle 2.16: Verwendete Metalloproteasen

2.15 Peptide

Die bei der ELISA-Studie eingesetzten Peptide und ihre Sequenz bzw. Herkunft ergeben sich
aus der [Tab. 2.17, S. 43|

Bezeichnung Sequenz/Herkunft
Adenosine 5-Triphosphatase (Na-/K-aktiviert) Sigma (Steinheim)
APP1 (APP-v-Spaltstelle) Biotin-SNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKKKC-OH
APP2 (APP-3-Spaltstelle) Biotin-TNIKTEEISEVKMDAEFGHDSGFEVRHQKC-OH

Tabelle 2.17: Verwendete Peptide

2.16 GST-Proteine

Die in den pulldown- sowie in vitro-y-Sekretase-Untersuchungen verwendeten GST-Proteine

wurden aus freundlicherweise von Prof Michalak (Uni, Alberta) zugesendeten E.coli-Kulturen
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aufgereinigt und sind in der [Tab. 2.18, S. 44| aufgelistet.

Bezeichnung Protein Konstrukt (Tab. 2.13, S. 38
GST GST-Tag pGEX-3X

GST-C CRT-C-Doméne, GST-Tag pGEX-3X,C,SP

GST-CRT CRT Gesamtprotein, GST-Tag pGEX-3X,CRT,SP
GST-NP CRT-NP-Domnne, GST-Tag pGEX-3X,NP,SP

GST-P CRT-P-Doméne, GST-Tag pGEX-3X,P,SP

Tabelle 2.18: Verwendete GST-Proteine

2.17 Molekulargewicht-Standards

Die benutzten Standards, ihre Spezifitdt und Herkunft sind in der|[Tab. 2.19, 5. 44| aufgelistet.

Bezeichnung Spezifitit Herkunft / Referenz
1kb + DNA Ladder zehn Banden (0,5kb-10kb) New Enland Biolabs (Ipswich)
100bp DNA Ladder zwolf (100bp-1517bp) New Enland Biolabs (Ipswich)
All Blue zehn Banden Bio-Rad (Miinchen)

(Precision Plus Protein™Standards) (10kDa-250kDa; 25kDa/50kDa/75kDa rot)

Bench Mark™ zehn Banden (10kDa-180kDa;
je nach Charge leicht veréndert) Invitrogen (Karlsruhe)
Dual Color zehn Banden Bio-Rad (Miinchen)

(Precision Plus Protein™Standards) (10kDa-250kDa; 25kDa/75kDa rot)
Tabelle 2.19: Molekulargewicht Standards

2.18 Haufig verwendete Lésungen und Puffer

Homogenisierungspuffer 1mM CaCly
1mM MgCly
50mM Tris, pH 7,5
0,32M Saccharose
LB-Medium 10g Bacto-Trypton
5g Hefeextrakt
10g NaCl
ad 11 dH2O
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2.18 Haufig verwendete Losungen und Puffer

LB-Agar

PBS

Probenpuffer fiir SDS-PAGE
(5x Laemmli-Puffer)

TBS

pH 7.5

Zusammensetzung s. LB-Medium,
zusitzlich 1% (w/v) Agar

8g NaCl

0,2 KCI

1,15g NaoHPO4

0,2¢ KH,PO4

ad 11 mit dH,O

pH 7,3

0.312M Tris/HCI pH 6.8

5% (w/v) SDS

20% Glycerol

0,0005% (w/v) Bromphenolblau
4% (w/v) DTT oder -Mercaptoethanol
0,1mM Tris/HCI

1,5mM NaCl

pH 7.5
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3 Methoden

3.1 Biochemische Methoden

3.1.1 Eindimensionale SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

(Cacmmli, 1970)

Lésungen
Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 30% (w/v) in dH20
APS 10% (w/v) APS in dH2O
Laufpuffer (1x) 3,0g Tris

14,4g Glycin

1g SDS

ad 11 mit dH5O
Probenpuffer fiir SDS-PAGE Kap. 2.18, S. 44
Puffer (Sammelgel) 1M Tris/HCI, pH 6,8
Puffer (Trenngel) 1M Tris/HCI, pH 8,8
SDS 20% (w/v) in dH20
N,N,N’ N’-Tetramethyl-ethan-1,2-diamin (TEMED) p.a.

Durchfithrung Zur Analyse des Vorkommens und Molekulargewichtes einzelner Proteine
wurden die Proteingemische eindimensional in reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelen, unter
Verwendung des Mini-Protean III Elektrophoresesystems (BioRad, Miinchen) nach Angaben
des Herstellers, elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die Durchfiihrung der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophoresen wurden Gele von 0,75mm bis 1,5mm Dicke mit entweder zehn oder 15
Taschen verwendet. Die Laufstrecke betrug 0,8cm im Sammelgel und 4,5cm im Trenngel. Die
Konzentration des im Gel enthaltenen Prozentsatzes an Acryamid verhélt sich antipropor-
tional zu dem Groéflenoptimum der aufzutrennenden Proteine. Es wurden 8%-ige, 10%-ige,
12%-ige, 14%-ige und 16%-ige Gele verwendet. Die genaue Zusammensetzung ist der [Tab. 3.1}
zu entnehmen.



3.1 Biochemische Methoden

Trenngel Sammelgel
Zusammensetzung 8% 10% 12% 14% 16% 5%
Hz0 [ml] 21 1,7 1,3 0,9 0,4 1,6
30%Acrylamid/0,8%Bis [ml] 1,6 2,0 2,4 2,8 3,3 0,4
10% APS [p] 15 15
10% SDS[nl] 60 30
TEMED [u]] 6 6
1M Tris/HCI pHS,8 [ml] 2,3 pH 6,8 0,3

Tabelle 3.1: Zusammensetzungen von Sammel- und Trenngellésungen, 1 SDS-PA-Gel, 1mm

Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit Probenpuffer versetzt, bei 95°C fiir 5min
oder 65°C fiir 10min erhitzt und kurz zentrifugiert. Nach dem vollstindigen Auspolymeri-
sieren des Gels wurde die Kammer geméfl des Protokolls zusammengebaut und die Taschen
entsprechend ihrer Grofie mit 15pl bis 40pl Probe beladen. Als Grofienvergleich diente ein
zusétzlich aufgetragener Proteinmarker (BenchMarkTM Pre-stained Protein Ladder (Gibco-
BRL Life Technologies, Karlsruhe)). Die Spannung der Elektrophorese fiir das Sammelgel
betrug 80V und wurde beim Ubergang der Lauffront in das Trenngel auf 130V erhoht. Nach
der elektrophoretischen Auftrennung kénnen die Proteine sowohl unspezifisch und direkt auf
dem Gel angeférbt (Coomassie- [Kap. 3.1.4.1, S. 50|oder Silberfarbung|Kap. 3.1.4.2, S. 51)) oder

mittels der Immunoblot-Analyse [Kap. 3.1.5, S. 52| unter Verwendung eines entsprechenden

Antikorpers spezifisch und indirekt nachgewiesen werden.

3.1.2 Trizin-SDS-PAGE

(Schagger, 2006])

Lésungen
Anodenpuffer 0,1M Tris/HCI, pHS8,9
Gelpuffer (3x) 3M Tris

1M HCI

0,3% SDS, pHS8,45
Kathodenpuffer 0,1M Tris/HCl

0,1M Trizine

0,1% SDS, pHS8,25
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Trizine-Probenpuffer (5x) 60pl 1M Tris/HCI pHS8,0
320pnl 80% Glycerol
200l 10% SDS
0,25% [-Mercaptoethanol
ad 11 dH2O

Durchfithrung Zum Nachweis sehr kleinen Proteinen wurden die jeweiligen Proteingemi-
sche eindimensional in reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelen unter Verwendung des Mini-
Protean III Elektrophoresesystems (BioRad, Miinchen) gemifi des Schiggerprotokolls elek-
trophoretisch aufgetrennt. Fiir die Durchfithrung der Trizin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phoresen wurden Gele von 1,0mm Dicke mit 15 Taschen verwendet. Die Laufstrecke betrug
0,8cm im Sammelgel und 4,5cm im Trenngel, wobei Acrylamid einen Anteil von 4% fiir das

Sammelgel und 14% fiir das Trenngel ausmachte. Die genaue Zusammensetzung der Gele ist

der [Tab. 3.2, S. 48| zu entnehmen.

Trenngel Sammelgel

Zusammensetzung 14% 4%
30%Acrylamid/0,8%Bis [ml] 4 0,5
Gelpuffer (3x) [ml] 5 1,5
Glycerol [ml] 1,5 -

ad HaO [ml] 15 6

10% APS [ul] 60 45
TEMED [y]] 7 45

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngellésungen, Trizin-SDS-Gel (3 Gele

1mm; 2 Gele 1,5mm)

Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit Tricin-Probenpuffer versetzt, bei 95°C fiir
5min oder 65°C fiir 10min erhitzt und kurz zentrifugiert. Nach dem vollstéindigen Auspolyme-
risieren des Gels, wurde die Kammer geméfl dem Protokoll zusammengebaut und die Taschen
entsprechend ihrer Gréfle mit 15ul oder 40ul Probe beladen. Als Grofienvergleich diente ein
zusétzlich aufgetragener Proteinmarker (BenchMarkTM Pre-stained Protein Ladder (Gibco-
BRL Life Technologies, Karlsruhe)). Die Spannung der Elektrophorese fiir das Sammelgel
betrug 80V und wurde beim Ubergang der Lauffront in das Trenngel auf 130V erhsht. Nach

der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine mittels der Immunoblot-Analyse

(Kap. 3.1.5, S. 52|) unter Verwendung eines entsprechenden Antikorpers nachgewiesen.
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3.1.3 Zymographie

(Troeberg & Nagase, 2004)

Lésungen

30% (w/v) in dH20

10% (w/v) APS in dHO
50mM Tris

200mM Na(Cl

5mM ZnCl,

5mM CaCly * 2 H,O
0,02% NaNj

ad dH20 pH7.5

mit HCl und auf 11 mit Wasser aufgefiillt
(Merck, Darmstadt)

3,0g Tris

14,4g Glycin

1g SDS

ad 11 mit dH5O

2% (w/v) SDS

0,1% Bromphenolblau
40% (w/v) Glycerol

ad 100% (w/v) Laufpuffer

Acrylamid-Bisacrylamid 29:1
APS
Entwicklungspuffer

Gelatine
Laufpuffer (1x)

Probenladepuffer

Puffer (Sammelgel)
Puffer (Trenngel)

Renaturierungspuffer

1M Tris/HCI, pH6,8
1M Tris/HCI, pHS,8
2.5% (v/v) Triton X-100 in Entwicklungspuffer

SDS 20% (w/v) in dH20
N,N,N’ N’-Tetramethy-lethan-1,2-diamin (TEMED) PA

Durchfiihrung Zum Nachweis der Aktivitdt bzw. der Form der Gelatinasen wurden die
jeweiligen Proben eindimensional in reduzierenden, Gelatine enthaltenden SDS-Polyacryl-
amidgelen, unter Verwendung des Mini-Protean III Elektrophoresesystems (BioRad, Miin-
chen) nach Angaben des Herstellers, elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieend . Fiir die
Durchfiithrung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen wurden 12%jige Gele von 0,75mm
Dicke mit 15 Taschen verwendet und die Laufstrecke betrug 0,8cm im Sammel- und 4,5cm im
Trenngel, dem 0,1% Gelatine beigeiigt wurden. Die weitere Zusammensetzung ist der[Tab. 3.1}
[S. 47 zu entnehmen. Nach dem vollstéindigen Auspolymerisieren des Gels wurde die Kammer

gemif des Protokolls zusammengebaut und die Taschen entsprechend ihrer Gréfie mit 15ul
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der mit Probenladepuffer versetzten Proben beladen. Als Groflenvergleich diente ein zusétz-
lich aufgetragener Proteinmarker (BenchMarkTM Pre-stained Protein Ladder (GibcoBRL
Life Technologies, Karlsruhe)). Die Spannung der Elektrophorese fiir das Sammelgel betrug
konstant 150V. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel viermal 15min bei
RT mit Renaturierungspuffer auf dem Schiitteler gewaschen (Gesamtzeit des Waschvorgangs
etwa 1 Stunde). Durch diesen Prozefl erfolgte ein Austausch des im Gel enthaltenden SDS
gegen das nichtionische Detergenz, wodurch eine Riickfaltung der Gelatinase erleichtert wor-
den ist. Zur Durchfithrung der Enzymreaktion wurde das Gel anschlieBend {iber Nacht bei
37°C in Entwicklungspuffer inkubiert und mittels Coomassie gefarbt (Kap. 3.1.4.1, S. 50)).

Die den aktiven Gelatinaseformen entsprechenden Banden erscheinen aufgrund der verdauten

Gelatine in hell auf dem sonst blau gefarbten Gel.

3.1.4 SDS-Gelfarbung

3.1.4.1 Coomassie-Farbung

(kolloidale Férbung Roti©-Blue (Carl Roth))

Lésungen

Fixierungslosung

Farbeldsung

Waschlésung

Stabilisierungslosung

Trocknerlésung

79ml dH50O

1ml o-Phosphorsiure 85%
20ml Methanol

60ml HoO

20ml dH,O

20ml Roti-Blue (5x Konz., kriftig geschiittelt)
25ml MeOH

75ml dH5O

20g Ammoniumsulfat

ad 100ml dH,O

10ml Glyzerin

20ml Ethanol

70ml dH2O
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Durchfithrung Nach beendeter Gelelektrophorese wurde das Gel fiir mindestens 1h in der
Roti-Blue-Farbelosung inkubiert, anschlieend in eine neue Farbeschale iiberfiihrt und iiber-
schiissige Farbe durch Schiitteln in der Waschlésung und mehrmaliges Wechseln dieser ent-
fernt. Zur Aufbewahrung konnte das Gel in der Stabilisierungslosung einige Tage gelagert
werden oder zur Langzeitlagerung nach 30miniitiger Inkubation in der Trocknerlosung zwi-
schen Cellophan getrocknet werden. Roti-Blue ist eine kolloidale Coomassie Brilliant Blue
G (CBBG)-250 Farbung fiir Proteine in Polyacrylamidgelen. Die Sensitivitit von Roti-Blue
ist mit der von Silberfirbungen vergleichbar (< 30ng/Protein) und geeignet fiir die anschlie-
ende Analyse der angefiarbten Proteinbanden mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie
(Matriz-Assisted Laser Desorption/Ionisation) (Jensen et al., 1997; [Mortz et al., 1994)).

3.1.4.2 Silberfirbung

(Heukeshoven & Dernick, 1988])

LGésungen
Aufbewahrungslosung 30% (v/v) Ethanol
2% (v/v) Glycerol
Entwicklungslésung 7,5g Kaliumcarbonat
31,31 Natriumthiosulfat-pentahydrat (10% w/v)
751 Formaldehyd (37% w/v)
ad 250ml dH,O
Fixierungslosung 300ml Ethanol
100ml Essigsdure
ad 600ml dH,O
Impréagnierungslosung 0,5g Silbernitrat
Sensibilisierunslosung 750mg Kaliumtetrathionat (3% w/v)
12,3g Kaliumacetat (0,5M)
75ml Ethanol (30%)
ad 250ml dH,O
Stop-Losung 10g Tris

5ml Fisessig
ad 250ml dH5O

Durchfithrung Nach beendeter Gelelektrophorese wurde das Gel fiir 1h bei Raumtempera-
tur oder bei 4°C iiber Nacht in der Fixierungslosung inkubiert, wobei die Losung 2 bis 4 mal
gewechselt wurde. Im Anschluss erfolgte die Sensibilisierung fiir 45min in der entsprechenden

Losung. Darauthin wurde das Gel fiir jeweils 10min sechsmal mit Wasser gewaschen und eine
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Inkubation mit der Imprégnierungslésung fiir einen Zeitraum von 1h bis 2h angeschlossen.
Nach einem kurzen Waschschritt (max. 15sec.) mit dHaO wurden die in dem Gel aufgetrenn-
ten Proteine mit Hilfe der Entwicklungslosung sichtbar gemacht, wobei die Entwicklungs-
zeit durchschnittlich 3min - 10min betridgt. Die Reaktion wurde dann durch Austausch der
Entwicklungslosung gegen die Stop-Losung und 45miniitige Inkubation darin beendet. Zur
Aufbewahrung konnte das Gel in der entsprechenden Losung einige Tage gelagert werden
oder zur Langzeitlagerung nach kurzer Inkubation in 2% (v/v) Glycerol getrocknet werden.
Diese Art der Silberfirbung wurde optimert fiir eine Proteinmenge von >/= 100pg und an-
schlieffende Analyse der aufgetrennten Proteine mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie
(Matriz-Assisted Laser Desorption/Ionisation) (Jensen et al., 1997; [Mortz et al., 1994)).

3.1.5 Immunoblot-Analyse

(Burnette, 1981} [Towbin et al., 1979)

3.1.5.1 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen

(Towbin et al., 1979))

L6sungen
Blotpuffer 3g Tris/HCI
14,4g Glycin
ad 11 mit dHO
PBST PBS (Kap. 2.18, S. 44
0,1% TWEEN 20
Blockierungslosung 4% Magermilchpulver (Tab. 2.1, S. 30) in PBS-T

Durchfiihrung Bei der Immunoblot-Analyse werden die durch SDS-Gelelektrophorese (Kap.|
13.1.1, S. 46; [Kap. 3.1.2, S. 47)) aufgetrennten Proteine vom SDS-Gel auf eine Membran (Ni-
trocellulose bzw. PVDF) transferiert. Fiir den elektrophoretischen Transfer von SDS-Gelen

auf Nitrocellulose-Membranen (Protran Nitrocellulosemembran, Schleicher & Schuell, Da-
Bel) wurden MINI TRANSBLOT-Apparaturen von BioRad (Miinchen) verwendet. Aus zwei
Whatman-Filtern (Whatman BIOMETRA, Géttingen), dem SDS-Gel, der Nitrocellulose-
Membran und nochmals zwei Whatman-Filtern wurde, nachdem die einzelnen Bestandteile
vor dem Gebrauch in Blotpuffer eingeweicht worden sind, das Transfer-Sandwich zusam-
mengesetzt und nach den Angaben des Herstellers in die Blotting-Apparatur eingesetzt. Der

Transfer dauerte in der Regel 1h 30min bis 2h 30min bei einer Stromstérke von 400mA. Nach
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dem Transfer wurde die Membran zur Absittigung unspezifischer Bindungen eine Stunde bei

RT mit 4% Blockierungslésung inkubiert.

3.1.5.2 Immunreaktion

(Ausubel et al., 1996)

Lésungen
PBST PBS (Kap. 2.18, S. 44
0,1% TWEEN 20
Blockierungslosung 4% Magermilchpulver (Tab. 2.1, S. 30) in PBST

Durchfiihrung Nach Absiittigung der Membran mit 4% Blockierungslésung wurde diese fiir
120min bei RT bzw. ii.N. bei 4°C mit dem Erstantikorper [verdiinnt in 4% Blockierungslosung)
inkubiert. Die nun folgenden Inkubationsphasen wurden bei RT durchgefiihrt. Nach vier
10miniitigen Waschschritten mit PBST wurde die Membran fiir 1h mit dem Zweitantikérper
[verdiinnt in 4% Blockierungslosung] inkubiert und wiederum vier Waschschritte 10min mit
PBST angeschlossen. Die anschlieBende Nachweisreaktion ist in dem folgenden Abschnitt
[Kap. 3.1.5.3, S. 53| beschrieben. Die verwendeten Erstantikorper und ihre Charakteristika
sind im Kapitel Material in der [Tab. 2.14, S. 42| aufgefiihrt.

3.1.5.3 ECL-Reaktion

Die Nachweisreaktion erfolgte iiber die an den Zweitantikorper kovalent gebundene Meer-

rettichperoxidase, die katalytisch chemilumineszente Substrate umsetzt.

Durchfiihrung Nach Beendigung der Waschschritte wurden die zuvor im Verhéltnis 1:1 ge-
mischten Chemilumineszenzlosungen [ECLT™ Western Blotting detection reagents, Amers-
ham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Freiburg) bzw. Super Signal West Dura Extended
Duration Substrate, Pierce (Bonn)] auf die Membran gegeben und fiir ca. 1min inkubiert.
Nach Einbetten der Membran zwischen zwei Klarsichtfolien und Positionieren in eine Film-
kassette, konnte in der Dunkelkammer mit Hilfe eines Rontgenfilms [Kodak BioMax Light
Film, Sigma-Aldrich (Taufkirchen)] durch Auflegen, Exponierung und Entwicklung ein Bild

der spezifischen Proteinbanden gemacht werden.

3.1.6 Proteinfillung
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3.1.6.1 Proteinfillung nach Wessel

(Wessel & Fligge, 1984)

LGésungen

Methanol
Chloroform
Probenpuffer fiir SDS-PAGE (Kap. 2.18, S. 44

Durchfiihrung Die zu fillende Proteinlésung wurde in der Reihenfolge mit vier Volumina
Methanol, einem Volumen Chloroform und drei Volumina dH2O versetzt und nach Zugabe
einer jeden Losung gemischt. Anschliefend wurde der Ansatz fiir 3min bei 16000 * g zentri-
fugiert und der methanollésliche Uberstand abgenommen. Zu der das Protein enthaltenden
Interphase und der chloroformléslichen Phase wurden drei Volumina Methanol gegeben, der
Ansatz wiederum gut gemischt und erneut bei 16000 * g fiir 3min zentrifugiert. Nach der Zen-
trifugation wurde das Sediment an der Luft getrocknet und anschlieend in Probenpuffer fiir
SDS-PAGE aufgenommen. Die Proben wurden mit Hilfe der SDS-PAGE und Immunoblot-
Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52)) untersucht.

3.1.6.2 Acetonfillung

LGésungen

Aceton
Probenpuffer fiir SDS-PAGE (Kap. 2.18, S. 44

Durchfiihrung Zur Fallung von Proteinlésungen wurde die Probe mit sieben Volumina eis-
kaltem Aceton vermischt und fiir mehr als 24h bei -20 C eingefroren. Die ausgefallenen Pro-
teine wurden fiir 30min bei 3000 * g und 4°C sedimentiert, der Uberstand verworfen und
das an der Luft getrocknete Sediment in Probenpuffer fiir SDS-PAGE aufgenommen. Die
Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE (Kap. 3.1.1, S. 46)) und Immunoblot-Analyse
(Kap. 3.1.5, S. 52)).
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3.1.7 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration (BCA-Test)

(Smith et al., 1985))

Lésungen

BCA-Reagent A 1% (w/v) Bicincholinsiure
di-Natriumsalz
1.7% (w/v) NagCO3 x HoO
0.16% (w/v) Natriumtartrat
0.4% (w/v) NaOH
0.95% (w/v) NaHCO3 pH11.25
BCA-Reagent B 4% (w/v) CuSOy4 x 5 HoO

Durchfithrung Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Proben wurde mit Hilfe des
BCA Protein Assay Reagent Kits der Firma Pierce (Bonn) in Mikrotiter-Streifen der Nunc
GmbH (Wiesbaden) im Vergleich mit einer selbst erstellten Standardreihe, bestehend aus
Opg/ml - 1000pg/ml BSA (0, 50, 100, 200, 400, 600, 800 und 1000pg/ml), durchgefiihrt. Zur
Herstellung der BCA-Losung wurden Reagenz A und B in dem Verhéltnis 50:1 gemischt.
Das Gesamtvolumen eines Ansatzes betrug 210ul. 10ul der zu analysierenden Probe wurden
mit 200pl BCA-Losung versetzt, der Ansatz gemischt und fiir 30min bei 37°C inkubiert.
Zur Erhohung der Genauigkeit wurden Dreifachbestimmungen durchgefiithrt. Nach der In-
kubation erfolgte die Messung der Extinktion bei 562nm (ELISA-Reader, Micronaut Skan,
Roche Diagnostics, Mannheim), anhand derer die Proteinkonzentration mit Hilfe der linearen

Regression ermittelt werden konnte.

3.1.8 Zellfraktionierung

Als Versuchstiere fiir die Zellfraktionierung wurden adulte Wildtyp-Méause des Stammes
C57BL/6J von unterschiedlichem Alter und Geschlecht verwendet. Die Tiere wurden in ei-
nem klimatisierten Tierstall bei Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Sie erhielten die Standard-
didt und Wasser ad libitum. In der folgenden sind die allgemein verwendeten

Losungen aufgefiihrt.
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Losung Sucrosepuffer = Homogenisie- 1.2M Sucrose 1M Sucrose 0,85M Sucrose 0,65M Sucrose
rungspuffer

Sucrose (80%) [ml] - 34,5 76,9 85,5 9,1 6,9

1M MgCly [nl] 100 250 150 200 25 25

1M CaCly [nl] 100 250 150 200 25 25

1M NaHCOg2 [pl] 100 250 150 200 25 25

1M Tris/HC1 pH7,5 [ml] 0,5 1,25 0,75 1 0,175 0,175

dH2O [ml] ad 100 213,8 74,4 112,9 15,7 17,9

Tabelle 3.3: Verwendete Saccharoselésungen

Die Saccharoselgsungen wurden ausgehend von einer 80%igen Saccharoselésung (2,34M Sac-
charose in dH20) hergestellt.

3.1.8.1 Herstellung eines Mausgehirn-Homogenates

LGésungen

Homogenisierungspuffer (Tab. 3.3, S. 56

Durchfiihrung Die T6tung der Tiere erfolgte durch Vergasung mit COs. Direkt im Anschluss
wurde die Schideldecke entfernt, das Gehirn entnommen und in 3ml 4°C kalten Homogeni-
sierungspuffer gegeben. Die folgenden Arbeitsschritte wuren auf Eis durchgefithrt. Mit Hilfe
eines Glashomogenisators erfolgte die Homogenisierung der Gehirne durch zwolfmaliges Auf-
und Abziehen des Teflonpistills. Das so erhaltene Gesamthomogenat wurde als Ausgangsma-
terial fiir Immunprézipitationen oder als Positivkontrolle fiir die SDS-PAGE verwendet. Um
Zellkerne und Zelltriimmer zu sedimentieren, wurde eine Zentrifugation des Homogenates fiir
15min bei 1000 * g und 4°C angeschlossen. Der so erhaltene Uberstand wurde mit dem der
17000 * g Zentrifugation zur 16slichen Fraktion S1 vereinigt und zur weiteren Analyse mittels
Immunprézipitation (Kap. 3.1.15, S. 66) oder SDS-PAGE (Kap. 3.1.1, S. 46| verwendet. Das

in Homogenisierungspuffer geloste und homogenisierte Sediment wurde zur Isolierung von

Fraktionen angereichert mit Synaptosomen von Moosfasern (Kap. 3.1.8.3, S. 57)) herangezo-

gen.
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3.1.8.2 Herstellung der 16slichen Fraktion S1 und des ,,17000 * g - Sedimentes3 aus
Mausgehirn-Homogenat

LGésungen

Homogenisierungspuffer (Tab. 3.3, S. 56

Durchfithrung Die Tétung der Tiere erfolgte durch Vergasung mit COs. Die Schidelde-
cke wurde er6ffnet und das Gehirn entnommen. Die folgenden Arbeitsschritte wurden auf
Eis durchgefiihrt. Die Praparation der einzelnen Gehirne erfolgte schrittweise. Je ein Gehirn
wurde in 3ml Homogenisierungspuffer aufgenommen und in einem Glashomogenisator durch
zwolfmaliges Auf- und Abziehen des Teflonpistills homogenisiert. Die erhaltenen Homogenate
wurden vereinigt und fiir 10min bei 1000 * g und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Sediment1
wurde in Homogenisierungspuffer resuspendiert und wieder fiir 15min bei 700 * g und 4°C
zentrifugiert, wodurch das Sediment2 gewonnen wurde. Dieses wurde fiir die Isolierung der
Membranfraktionen einschliefSlich der Fraktion Synaptosomen von Moosfasern verwendet.
Duch Vereinigung der Uberstéindel und 2 beider Zentrifugationsschritte und anschlieBende
Zentrifugation fiir 20min bei 17000 * g und 4°C ergab sich das Sediment3 und die gesamte

l6sliche Fraktion S1. Diese wurde nach Abnahme einer Kontrollprobe verworfen oder mit-

tels Immunoblot (Kap. 3.1.5, S. 52)) beziiglich des Vorkommens verschiedener Proteine hin

untersucht. Das in Homogenisierungspuffer geloste und homogenisierte 17000 * g-Sediment3
wurde zur Isolierung von Fraktionen, angereichert mit Synaptosomen, Mitochondrien und
Zellkernen (Kap. 3.1.8.3, S. 57|), verwendet.

3.1.8.3 Isolierung von Fraktionen, angereichert mit Synaptosomen, Myelin, Axolemma
und Mitochondrien

(Taupin et al., 1994)

Lésungen

Homogenisierungspuffer (Tab. 3.3, S. 56
0,66M Saccharoselosung (Tab. 3.3, S. 56
0,85M Saccharoselosung (Tab. 3.3, S. 56
1,0M Saccharoselosung (Tab. 3.3, S. 56
1,2M Saccharoselosung (Tab. 3.3, S. 56
1 x PBS (Kap. 2.18, S. 44
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Probenpuffer fiir SDS-PAGE (Kap. 2.18, S. 44

Durchfiihrung Fiir die Isolierung von Fraktionen, angereichert mit u.a. Synaptosomen und
kompaktem Myelin wurde das 17.000 * g-Sediment3 (Kap. 3.1.8.2, S. 57)) und fiir die Auf-

reinigung der Membranfraktionen einschlieflich der Synaptosomen von Moosfasern, “rohem”

Myelin sowie Ranvier’sche Schniirringen wurde das ,,700 * g“-Sediment2 (Sed2) verwendet.
Dieses wurde in Homogenisierungspuffer resuspendiert, homogenisiert und mit der 80% igen
Saccharoselosung auf eine Molaritdt von 1,0M Saccharose eingestellt. Der Ansatz wurde mit
Hilfe eines diskontinuierlichen Saccharosegradienten in Fraktionen aufgetrennt, die mit Syn-
aptosomen, Mitochondrien und Zellkernen angereichert waren. Der Gradient setzte sich wie
folgt zusammen (vom Boden zur Offnung des Zentrifugationsréhrchens,|Abb. 3.1, S. 59)): 1,2M
Saccharose-Losung, Probe in 1,0M Saccharose-Lésung und Homogenisierungspuffer. Der Gra-
dient wurde darauthin einem Zentrifugationsschritt fiir eine Zeit von 2 Stunden bei 100000 * g
und 4°C unterzogen. Die zwischen den Phasen der verschiedenen Saccharoselésungen angerei-
cherten Organellen (Sediment (Sed1): Zellkerne und Mitochondrien, SynMF: Synaptosomen
von Moosfasern, RV: Ranvier’sche Schniirringe My1: rohes Myelin) wurden von der Offnung
zum Boden des Zentrifugationsrohrchens abgenommen. Zur Anreicherung der Synaptosomen
wurde die Interphase zwischen der 1M und 1,2M Sucroselésung (Syn) in 1M Sucrose resus-
pendiert, ein gleicher Gradient hergestellt und ein Zentrifugationsschritt fiir eine Zeit von 1h
bei 100000 * g bei 4°C angeschlossen. Die erhaltenen Fraktionen wurden mit Homogenisie-
rungspuffer in einem Verhéltnis von 1:2 gemischt und die darin enthaltenen Organellen durch
Zentrifugation fiir 30min bei 100000 * g und 4°C sedimentiert. Die angereicherten Organellen
der einzelnen Sedimente wurden in 1 x PBS aufgenommen, zur Affinitétschromatographie
oder Immunprizipitation verwendet oder mit Probenpuffer fiir PAGE versetzt und mit Hilfe
der Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52|) untersucht.

Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von synaptosomalen Membranen sowie kompaktem

Myelin wurde statt dem 700 % g-Sediment das aus der Zentrifugation des Gehirnhomogenates

resultierende 17.000 % g-Sediment 3 (Kap. 3.1.8.2, S. 57)) verwendet. Nach Resuspendierung in

Homogenisierungspuffer und anschlieender Homogenisierung wurde auch dieser Ansatz mit
Hilfe eines diskontinuierlichen Saccharosegradienten in die einzelnen Fraktionen aufgetrennt,
wobei sich der Gradient wie folgt zusammensetzt (vom Boden zur Offnung des Zentrifuga-
tionsrohrchens, [Abb. 3.1, S. 59)): 1,2M Saccharose-Losung, 1,0M Saccharose-Losung, 0,85M

Saccharose-Losung, 0,65M Saccharose-Losung und Probe in Homogenisierungspuffer. Die Iso-

lierung der Fraktionen und weitere Analyse erfolgte nach dem, in diesem Kapitel beschriebe-
nen, Protokoll. Die in den verschiedenen Interphasen angereicherten Organellen setzten sich
wie folgt zusammen: Sediment (Sed2): Mitochondrien, Syn: synaptosomale Membranen, A:
Axolemma, PA: Periaxolemma, My2: kompaktes Myelin. Auch die durch diesen Gradienten
erhaltene Synaptosomenfraktion (Syn) wurde vor Resuspendierung in 1 x PBS durch erneute

Gradientenzentrifugation an Synaptosomen angereichert.
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Myelin (My1)

Homogenisierungspuffer

—R.anvier'sche Schnirringe (RW)

1,0 Sucrose +
700 x Sediment 2

Synaptosomen von
Moosfasern (Syn MF)

1,2 Sucrose

Mitochondrien (Sedz2)

17.000 x Sediment +
Homogenisierungspuffer

kompaktes Myelin (My2)
0,65 Sucrose
Periaxolemma (PA)

0,85 Sucrose

—Axolemma (&)

1,0 Sucrose

Synaptosomen (Syn)
1,2 Sucrose
Mitochondrien (Sedz2)

Abb. 3.1: Aufbau eines diskontiuierlichen Saccharosegradienten

Zur Aufreinigung von (A) synaptosomalen Moosfasern/rohem Myelin/Ranvier’sche Schniirringen und (B)
synaptosomalen Membranen/kompaktem Myelin wurden verschieden molare Saccharoselésungen sowie das
der vorangegangenen Zentrifugation von Mausgehirnen entsprechende Sediment iibereinander geschichtet. Die
Auftrennung der in dem Sediment enthaltenden Organellen erfolgte durch einem weiteren Zentrifugations-
schritt fiir 2h bei 100000 * g, worauf diese in den jeweiligen Saccharoseinterphasen angereichert waren.

3.1.9 Ldsen von Membranbestandteilen

L6sungen

PBS (Kap. 2.18, S. 44
Lysepuffer

Detergenz

Probenpuffer fiir SDS-PAGE

20mM Tris, pHS8,0
150mM NaCl
1mM EDTA
TritonX-100
CHAPS

NP40

NoGP

Kap. 2.18, S. 44

Durchfiihrung Die synaptosomalen Membranfraktionen SynMF und Syn wurden mit PBS

oder Lysepuffer in einem Verhéltnis von 1:2 verdiinnt und in der Gegenwart von 1% Detergenz
fiir 1h bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurde das Gemisch fiir eine Zeit von 20min bei 17000
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x g und 4°C zentrifugiert und das resultierende Sediment wieder in Lysepuffer aufgenom-
men. Sowohl eine Probe des resuspendierten Sedimentes als auch des Uberstandes wurden
mit Probenpuffer fiir SDS-PAGE versetzt, 5min bei 95°C inkubiert und durch SDS-PAGE
(Kap. 3.1.1, S. 46) und Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52|) die Wirksamkeit des ein-
gesetzten Detergens in Bezug auf das zu untersuchende Protein iiberpriift. Der die gelosten
Membranproteine enthaltende Uberstand wurde fiir die Immunprizipitation
oder Affinitdtschromatographie (Kap. 3.1.13, S. 64)) verwendet.

3.1.10 Aufreinigung des anti-D-Antikérpers

3.1.10.1 Isolierung des anti-D-IgG mit Hilfe des DEAE Kit (Bio-Rad)

LGésungen
Waschlésung 0.1M Essigsaure, pH3.0
1.4M Na(Cl
40% (v/v) Isopropanol
Equilibrierungslésung 0.02M Tris/HCI, pHS8.0
0.028M NaCl
0.02% NaN3s
Probenpuffer 0.02M Tris/HCI, pH8.0
0.028M NaCl
0.02% NaN3
Elutionspuffer 0.1M Zitronensédure pH3.0
Neutralisationspuffer 1M Tris, pH9.5

Durchfiihrung Fiir die Isolierung der anti-D-IgG Fraktion wurde das DEAE Affi-Gel Blue
Gel Kit (Bio-Rad) entsprechend der Gebrauchsanleitung verwendet. Nach Préparation ei-
ner Sdule mit DEAE Affi-Gel Blue Gel mit einem Bettvolumen von 7ml Gel pro Milliliter
des aufzubereitenden Serums, wurde das Gel mit fiinf Bettvolumina Waschl6sung gewaschen
und durch zwolf Bettvolumina der entspechenden Losung equilibriert. Das den anti-D IgG
enthaltende Kaninchenserum wurde gegen Probenpuffer dialysiert, auf die vorbereitete Séu-
le gegeben und ungebundenes Material durch Spiilen des Gels mit Probenpuffer entfernt.
Die Elution erfolgte mit entsprechendem Puffer und anschlieBender Neutralisation durch 1M
Tris, pH9,5. Die den aufgereinigten anti-D-IgG enthaltenden Elutionsfraktionen, wie anhand
der photometrischen Messung der Absorption bei 280nm ermittelt, wurden vereinigt und die
Proteinkonzentration unter Verwendung des BCA-Tests (Kap. 3.1.7, S. 55)) bestimmt.
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3.1.10.2 Isolierung des anti-D-1gG durch Protein A

Material und Losungen

gefriergetrocknete Protein A gekoppelte Sepharose

PBS Kap. 2.18, S. 44
Elutionspuffer 0,1M Zitronensaure, pH3,0
Neutralisationslosung 1M Tris/HCI, pH8,0

Durchfiihrung FEine definierte Menge der gefriergetrockneten Protein A gekoppelten Sepha-
rose wurde entsprechend des Volumens der verwendeten Saule und geméfl der Gebrauchsan-
leitung in PBS quellen gelassen und vorsichtig in die Sdule gegeben. Diese Protein A Saule
wurde dann mit PBS und einer Flussrate von 0,25ml/min equilibriert und anschliefend das
mit PBS in einem Verhéltnis von 1:2 verdiinnte und das anti-D-IgG enthaltende Kanin-
chenserum aufgetragen. Das Waschen erfolgte bei gleicher Geschwindigkeit mit PBS. Die
gebundenen Immunglobuline wurden mit dem Elutionspuffer eluiert, direkt neutralisiert und
entweder gegen PBS dialysiert oder unter Verwendung der Amiconréhrchen (Kap. 3.1.11)

S. 61) konzentriert.

3.1.11 Konzentration einer Probe

Material und Lésungen

Amicon Zentrifugationsrohrchen  (6ml/20ml); Ausschlussgrofie 5kDa-50kDa
(Millipore, Schwalbach)

PBS Kap. 2.18, S. 44
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Durchfithrung Entsprechend des zu konzentrierenden Proteins wurde ein passendes Ami-
conréhrchen ausgewéihlt und die Membran zweimal mit PBS durch Zentrifugation bei 3000
* g und 4°C gewaschen. Die Konzentration der Probe erfolgte bei gleicher Umdrehungszahl
und Temperatur bis ca. zu einem Volumen von 1ml. AnschlieBend wurde sie mehrmals mit
gleichem Volumen 4°C kaltem PBS gewaschen und schlieflich bis zu einem Endvolumen von
200yl einkonzentriert. Die Konzentration der Proben wurden mit Hilfe des BCA-Testes (Pier-
ce) (Kap. 3.1.7, S. 55| bestimmt.

3.1.12 Herstellung einer Saule fiir die Affinitditschromatographie

3.1.12.1 Kopplung des anti-D IgG an die Matrix einer CarboLink Saule

(http://www.piercenet.com/files /1983dh5.pdi))

Material und Losungen

CarboLink Saule (2ml) 50% Gemisch von 6% quervernetzter
Agarosekiigelchen in 0.05% NaNj
CarboLink Kopplungspuffer, 60ml 0.1M NasPOy
0.05% NaN3 (w/v) pH7.0

Waschlosung (25ml) 1M NaCl
0.05% NaNj
Oxidierungreagenz (5mg) Natrium-meta-periodat (MW = 213.89)
Zeba Desalt Spin Séule (5ml) 5,000 MW Porengrofe
BupH PBS Pack 0.1M Phosphat

0.15M NaCl pH7.2

ad 500ml dH,0
Saulenzubehor 2 Dichtungen

2 weifle Kappen

Harzseparator and Séulenextender

Durchfithrung Das Koppeln des aufgereinigten anti-D-IgGs erfolgte mittels des CarboLink

Kits (Pierce) gem#fi der Gebrauchsanleitung.



3.1 Biochemische Methoden

Probenvorbereitung Bevor der Antikérper an die Matrix der Séule gekoppelt werden konn-
te, mussten dessen Kohlenhydratgruppen oxidiert werden. Dazu wurden 5mg (1ml) des anti-
D-IgG in 1ml Kopplungspuffer resuspendiert, das Oxidierungreagenz hinzugefiigt und die
Losung fiir eine Zeit von 30min bei RT inkubiert. Nach erfolgter Equilibration der Zeba De-
salt Spin Sdule durch 2ml des Kopplungpuffers wurde die oxidierte Antikérperlosung langsam
auf die Sdule aufgetragen und mit 0,1ml des Puffers nachgespiilt. Die durch Zentrifugation
erhaltenene Fraktion enthélt den oxidierte anti-D-IgG. Es wurden 1ml Kopplungspuffer zuge-
geben, eine Probe fiir die Bestimmung der Kopplungseffizienz behalten und mit der Kopplung

fortgefahren.

Kopplung Vor dem Auftragen der vorbereiteten Antikérperlosung auf die CarboLink Sdule
wurde diese mit zweimal 2ml Kopplungspuffer equilibriert. Die Inkubation erfolgte bei mit
den Kappen verschlossenen Enden rotierend iiber Nacht bei 4°C und fiir eine weitere Zeit
von 30min bei RT und mit richtiger Orientierung. Von dem Durchfluss wurde wiederum eine

Probe zur Bestimmung der Kopplungseffizienz behalten und entweder mit der Affinitdtschro-

matographie (Kap. 3.1.13, S. 64) oder der Lagerungsvorbereitung fortgefahren.

Lagerung Zur Lagerung wurde die Séule mit dreimal 2ml Kopplungspuffer und zweimal 2ml
Waschlosung gespiilt und anschlieBend mit dreimal 2ml entgastem PBS equilibriert. Dann
wurden 2ml PBS + 0,05% NaNj aufgetragen, die Enden verschlossen und die Sidule mit
richtiger Orientierung bei 4°C gelagert.

3.1.12.2 Kopplung des anti-D-lgG an CNBr-aktivierte Sepharose-4B

L6ésungen
Quelllosung 1mM HC1
Kopplungspuffer 100mM NaHCO3
500mM NaCl pHS,3
Blockierungspuffer 200mM Glycin
500mM NaCl pHS,0
Waschpuffer A 100mM NaAc
500mM Na(Cl
pH4,0
B 100mM NaHCOs3
500mM NaCl, pH8,3 (Kopplungspuffer)
C 1 x PBS (Kap. 2.18, S. 44
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Durchfithrung

Matrixvorbereitung Fiir ein Endvolumen von 2ml Matrix wurden 600mg gefriergetrocknete
CNBr-aktivierte Sepharose-4B in 10ml Quelllésung aufgenommen und fiir eine Zeit von 15min
bei 4°C inkubiert. Nach einem 5Sminiitigen Zentrifugationsschritt von 200 * g und 4°C erfolgte
das Waschen mit 5ml Quelllésung rotierend fiir eine Zeit von 15min Dieser Vorgang wurde
dreimal wiederholt. Anschlieend wurde die Sepharoselésung ebenfalls rotierend 15min mit

5ml Kopplungspuffer inkubiert und dann abzentrifugiert.

Kopplung Zu 2ml des vorbereiteten Gels wurden 10mg in Kopplungspuffer geloster anti-D-
IgG gegeben und fiir 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt
fiir eine Zeit von 5min bei 200 * g und 4°C diente eine Probe des Uberstandes zur Bestim-
mung der Kopplungseffizienz. Das Waschen des Gels erfolgte mit 10ml Kopplungspuffer und
anschlieender Zentrifugation und das Blockieren noch aktiver Gruppen durch Inkubation
mit 10ml Blockierungspuffer iiber Nacht, rotierend und bei 4°C. Am néchsten Tag wurden
drei Waschzyklen mit wechselndem pH-Wert, d.h. abwechselndes Waschen mit Waschpuffer
A und Kopplungspuffer fiir je 15min, durchgefiihrt. Dann wurde das Gel zweimal mit PBS
gespiilt, abzentrifugiert, in PBS aufgenommen und vorsichtig in die Sidule gegeben, um das
Entstehen von Luftblasen in der Matrix zu verhindern. Das Waschen der Séule erfolgte mit

PBS und einer Flussrate von 0,5ml/min.

3.1.13 Affinitdtschromatographie

L6sungen
Detergenz TritonX-100
CHAPS
n-octyl-3-D-Glucopyranosid (Tab. 2.3, S. 31
Waschpuffer A 25mM Tris
150mM NaCl
5mM EDTA, pH8,0
B 25mM Tris
150mM NaCl

1% Detergenz
0,02% NaNg3, pH7,4



3.1 Biochemische Methoden

C 25mM Tris
500mM NaCl
0,1% Detergenz
0,02% NaNs, pH7,4

Elutionspuffer 1 0,1M Glycine, pH2,5
(CarboLink S&ule)
Elutionspuffer 2 50mM Ethanolamin
(CNBr-aktivierte Sepharose 4B Séule) 150mM NaCl
0,2%Detergenz, pH11,5
Neutralisationslosung 1 1M Tris/HCI, pH9,5
(CarboLink S&ule)
Neutralisationslosung 2 1M Tris/HCI, pH5,8
(CNBr-aktivierte Sepharose 4B Séule)
Dialysierungslosung 50mM Tris/HCI
150mM NaCl, pH7,2
Regenerationspuffer A 0,1 Tris/HCI
500mM NaCl, pHS8,5
B 0,1M NaAc
500mM NaCl, pH4.,5
C PBS, 0,02%NaN3

Durchfithrung Um die Affinitédtschromatographie (System Controller und Pumpe, Econo,
Bio-Rad (Miinchen)) besser verfolgen und die Elutionsfraktionen sammeln zu kénnen, wur-
de die jeweilige Siule an einen Schreiber (Econo UV Monitor und Recorder Model 1327,
Bio-Rad (Miinchen)) angeschlossen und so lange mit PBS gewaschen, bis die Basislinie kon-
stant blieb. Anschlieend wurde die Matrix mit 20ml des Waschpuffers A und einer Flussrate
von 0,5ml/min gespiilt. Das Auftragen der Probe erfolgte mit einer Geschwindigkeit von
0,25ml/min sowie das nachfolgende Waschen mit je 20ml des Puffers C. Dabei wurden von
jedem Durchfluss Proben aufgefangen, um diese spater durch SDS-PAGE beziiglich der Bin-
dungseflizienz verschiedener Proteine zu untersuchen. Nach erfolgter Elution mit dem entspe-
chenden Puffer und einer Flussrate von ebenfalls 0,25ml/min, wurden die Elutionsfraktionen
mit einem ca. zehnfach kleineren Volumen Neutralisationslosung neutralisiert und iiber Nacht

bei 4°C gegen die Dialysierungslosung dialysiert. Die Proben wurden anschliefend oder direkt

nach der Neutralisation mit Hilfe von Amiconréhrchen (Kap. 3.1.11, S. 61) konzentriert.
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3.1.14 Probenvorbereitung fiir die Sequenzanalyse

Durchfithrung Nachdem die zu analysierenden Proteine mittels SDS-PAGE (Kap. 3.1.1
aufgetrennt worden sind, wobei zwei identische Gele mit den gleichen Proben in dersel-
ben Anordnung laufen gelassen wurden, erfolgte einerseits das Anfiarben der Proteinbanden
durch Silber (Kap. 3.1.4.2, S. 51)) oder kolloidales Coomassie (Kap. 3.1.4.1, S. 50) und ande-
rerseits das Sichtbarmachen dieser mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52)). Das

gefarbte Gel wurde auf eine sterile Glasplatte gelegt und die entsprechenden Banden im Ver-
gleich mit dem entsprechenden Bild der Immunoblot-Analyse mit einem sterilen Skalpell aus-
geschnitten und in autoklavierte 1,5ml Gefafie iiberfiithrt. Die Analyse erfolgte unter Verwen-
dung der MALDI-Massenspektrometrie (M atrix- Assisted Laser Desorption/Ionisation)(Jensdn
let al., 1997} [Mortz et al., 1994)).

3.1.15 Immunprazipitation

LGésungen

RIPA-Puffer 50mM Tris

150mM NaCl

1% NP40, complete protese inhibitor

(Roche, Mannheim), pH7,4

z.T. zusitzlich 2mM NagVO,/1mM NaF (Tab. 2.4, S. 32
PBS Kap. 2.18, S. 44
Detergenz TritonX-100

CHAPS

CHAPSO

NP40

NoGP (Kap. 2.3, S. 31
Protein A/G-Suspension Agarosekiigelchen (Santa Cruz Biotechnology);

magnetische Kiigelchen (Pierce)
Probenpuffer fiir SDS-PAGE Kap. 2.18, S. 44))
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Durchfithrung Immunprézipitationen wurden entweder mit kultivierten Zellen oder mit Ge-
hirnhomogenat bzw. -fraktionen von WT Méusen durchgefiithrt. Im Falle der Zellen wurden
diese vorab dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und dann, wie die Gehirnfraktionen, mit
RIPA-Puffer fiir eine Zeit von 30min bei 4°C inkubiert. Anstelle des Puffers erfolgte die Inku-
bation auch mit PBS, versetzt mit einem Prozent Detergenz und Proteaseinhibitoren (Roche,
Mannheim). Anschliefend wurden die Proben bei 1000 * g zentrifugiert und der erhaltene
Uberstand mit der entsprechenden Protein A/G Suspension fiir 30min vorinkubiert. Nach
einer erneuten Zentrifugation wurde der resultierende Uberstand mit dem entsprechenden
Antikorper fiir eine Zeit von 3h rotierend bei 4°C inkubiert und die Inkubation nach Zugabe
von 50pul der Protein A/G Suspension iiber Nacht fortgesetzt. Am néchsten Tag wurden die
Kiigelchen entweder durch Zentrifugation bei 1000 * g oder durch Magneten vom Uberstand
getrennt und dreimal mit eiskaltem PBS, welches mit 0,5% des entsprechenden Detergenz
versetzt war sowie einmal nur mit PBS gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine er-
folgte durch Inkubation mit Probenpuffer fiir SDS-PAGE, entweder fiir 5min bei 95°C oder
fiir 15min bei 65°C. Die Kiigelchen wurden abgetrennt und der Uberstand mittels SDS-PAGE
(Kap. 3.1.1, S. 46| analysiert.

3.1.16 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Lésungen
TBS Kap. 2.18, S. 44
Blockierungslésung 1 1% BSA in TBS
TBST TBS + 0,05% TWEEN 20
Blockierungslésung 2 1% BSA
1mM CaCl,
1mM MgCly in TBST
ABTS-Losung 250pu1 2% ABTS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in dH2O

3,5ul HaO2 (30% w/v)
ad 4,75ml Natriumacetat, pH5,0

Durchfiihrung Fiir das Uberpriifen der Interaktion zwischen der 4-Spaltstelle von APP und
der Natrium-Kalium-ATPase, a3-Untereinheit wurden ELISA-Studien durchgefiihrt. Dafiir
wurden sowohl eine kommerziell erhéltliche Natrium-Kalium ATPase Mischung, bezogen von

der Firma Sigma (Adenosine 5-Triphosphatase, Sodium and Potassium-Activated), als auch

cin biotinvliertes Peptid  welches der ~-Spaltstelle von APP entspricht (APP2 [Tah 217
1 y=21 it
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S. 43)), verwendet. Als Kontrolle dienten BSA und ein biotinyliertes Peptid, welches die a-
Spaltstelle von APP (APP1, [Tab. 2.17, S. 43|) wiedergibt. Beide moglichen Bindungspart-
ner wurden auf der Polyvinylchlorid-beschichteten Oberflache einer 96-well Microtiter-Platte

(Nunc-Immunomodule Maxisorb, Nunc, Wiesbaden) durch Inkubation mit einer 10pg/ml ent-
haltenden Na™-/K'-ATPase-Losung und mit einer 5 mg/ml enthaltenen APP2-Lésung, bei-
des gelost in dH20, i.N bei 4°C auf einem Schiittler immobilisiert. Nicht gebundenes Protein
oder Peptid wurde durch fiinf aufeinanderfolgende Waschschritte mit TBS entfernt. Unspezi-
fische Bindungen wurden durch Inkubation mit der Blockierungslésung 1 fiir eine Stunde bei
RT auf einem Schiittler abgeséttigt. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBST wurde eine
Inkubation von immobilisierter Na®-/K*-ATPase bzw. APP2 mit den jeweils entgegengesetz-
ten potentiellen Bindungspartnern fiir 2h bei RT auf einem Schiittler angeschlossen. Diese
Proteine bzw. Peptide wurden in Blockierungslosung 2 geltst. Ein versuchter Nachweis der
spezifischen Bindung der beiden Komponenten erfolgte tiber die Inkubation mit einem Pri-
miérantikérper fiir 1,5h bei RT auf einem Schiittler. Fiir den Nachweis der Na*-/KT-ATPase
wurde der anti-Na®-/K*-ATPase-Antikorper pan (Tab. 2.14, S. 42)) in einer Verdiinnung
von 1:1000 verwendet. Fiir die Detektion des APP-Peptides wurde der anti-APP-Antikérper
B63.4 (Tab. 2.14, S. 42)) in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt. Die Primérantikoérper

wurden in Blockierungslosung verdiinnt. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBST folgte

eine einstiindige Inkubation bei RT auf einem Schiittler mit einem HRP-gekoppelten Se-
kundérantikorper. Der Sekundérantikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:5000 in der
Blockierungslosung 2 eingesetzt. Der ELISA wurde weiteren drei Waschschritten mit TBST

unterzogen und ein vierter Waschschritt mit TBS angeschlossen. Der Nachweis der Bindungs-

effizienz erfolgte mit einer, von dem an den Sekundéarantikorper (Tab. 2.15, S. 43|) gekoppelten

Nachweisenzym (HRP), katalysierten Farbreaktion. Das Enzym HRP setzt ein in der appli-
zierten ABTS-Losung enthaltenes Substrat zu einem griinen Farbniederschlag um, der nach
15min und nach 30min bei 405 nm mit Hilfe eines ELISA-Readers (Micronaut Skan, Roche

Diagnostics, Mannheim) gemessen wurde.

3.1.17 Aufreinigung der GST-Proteine

Losungen
LBamp-Agar LB-Agar (Kap. 2.18, S. 44
100 mg/ml Ampicillin
LBamp-Medium LB-Medium (Kap. 2.18, S. 44
100 mg/ml Ampicillin
IPTG Isopropyl-3-D-thiogalactosid, 100 mg/ml
GST-Sepharoseemulsion (BD Bioscience, Pharmingen)




3.1 Biochemische Methoden

PBS Kap. 2.18, S. 44
TritonX-100 Tab. 2.3, S. 31
Elutionslésung 20mM reduziertes Glutathion

Durchfiihrung Die GST-Proteine exprimierenden Bakterien wurden auf LBamp-Platten
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C wachsen gelassen. Am folgenden Tag wurde je ei-
ne isolierte Bakterienkolonie in 3ml LBamp-Medium gegeben, auch iiber Nacht bei 37°C
inkubiert und am néchsten Tag zum Animpfen von 1 1 LBamp-Medium verwendet. Das Bak-
terienwachstum erfolgte bei 37°C im Schiittler iiber einen Zeitraum von etwa 5h bis zu einer
optischen Dichte (ODggg) von 0,6-0,8. Die Expression der GST-Proteine wurde durch Zuga-
be von IPTG in einer Verdiinnung von 1:1000 induziert, fiir 3h fortgefiihrt und dann durch
20miniitige Zentrifugation bei 6000rpm und 4°C beendet. Die sedimentierten Bakterien wur-
den anschliefSend in PBS mit 1% TritonX-100 resuspendiert und mit Hilfe der French Press
aufgebrochen. Das Abtrennen der gelosten Proteine von Zelltriitmmern und Kernbestandtei-
len erfolgte durch eine Zentrifugation fiir eine Zeit von 10min bei 10000 * g und 4°C. Dem
Uberstand wurde 1ml der GST-Sepharoseemulsion zugegeben und die Losung rotierend bei
4°C iiber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Sepharosekiigelchen zweimal mit
PBS + 0,5% TritonX-100 und zweimal nur mit PBS gewaschen. Die Elution erfolgte durch je
2ml der entsprechenden Losung in drei Schritten, wobei die resultierenden Elutionsfraktionen

vereint wurden. Die enthaltenen GST-Proteine konnten dann durch die Methode der Prote-

inkonzentration (Kap. 3.1.11, S. 61)) in einem Volumen von ca. 0,5ml angereichert werden.

3.1.18 pulldown-Untersuchung

LGésungen
PBS Kap. 2.18, S. 44
Lysispuffer 50mM Tris
150mM NaCl
1% NP40, complete protease inhibitor (Roche)
1M CaClsy
1M MgCl,
GST-Proteine GST-CRT, GST-NP, GST-P, GST-C, GST
GST-Agarosekiigelchen (Santa Cruz Biotechnology)
Elutionspuffer 40mM Glutathion

Probenpuffer fiir SDS-PAGE (Kap. 2.18, S. 44
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Durchfiihrung Fiir diese Untersuchung wurden die mit APPSW und PS1 stabil transfi-
zierten Human-Embryonic-Kidney-Zellen, HEK /PS1/SW-WT23 (Tab. 2.6, S. 33), verwendet
(pro Ansatz eine 75 cm? Flasche (Greiner Bio-one, Frickenhausen)). Alle Schritte erfolgten auf
Eis. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, mit 0,5ml des entsprechenden
Puffers fiir eine Zeit von 30min lysiert und das Lysat 10min bei 1000 * g und 4°C zentrifu-
giert. Der erhaltene Uberstand wurde in ein neues Gefif iiberfithrt und auf 1mM CaCly und
1mM MgCly eingestellt. Dann erfolgte die Zugabe der GST-Proteine gleicher Mengen und
die Inkubation der rotierenden Ansétze fiir eine Zeit von 2h bei 4°C. Anschliefend wurden
100pnl der GST-Agarosekiigelchen/Gefafl zugegeben und diese iiber Nacht rotierend bei 4°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurden die jeweiligen Kiigelchen dreimal mit Lysispuffer und
einmal mit PBS fiir eine Zeit von je 10min gewaschen und wie gehabt von dem Uberstand
getrennt. Die Elution des anti-D-IgG erfolgte durch Zugabe von 40ul 5x Probenpuffer fiir
SDS-PAGE (Kap. 2.18, S. 44)) und 15miniitige Inkubation bei 65°C. Die Ansétze wurden fiir
eine Zeit von 30 sec bei 14000 * g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und zur weiteren
Analyse mittels SDS-PAGE (Kap. 3.1.1, S. 46)) verwendet.

3.1.19 ~-Sekretasekomplex Isolierung

(Haas et al., unveroffentl.)

LGésungen
PBS Kap. 2.18, S. 44
MOPS Puffer 10mM MOPS
10mM KCI, pH7.0
CHAPSO Lysepuffer 150mM Natriumzitrat
1% CHAPSO, Proteaseinhibitor Cocktail (Roche), pH6,4
Protein A/G-Agarose (Santa Cruz Biotechnology)
CHAPSO Waschpuffer 150mM Natriumcitrat
0,5% CHAPSO, pH6,4
Probenpuffer fiir SDS-PAGE Kap. 2.18, S. 44

Durchfithrung Presenilinkomplexe wurden geméfl des Protokolls aus HEK-Zellen isoliert,
welche sowohl stabil mit mutiertem oder Wildtyp PS1 als auch mit mutiertem APP SW
transfiziert sind (HEK PS1 SW WT23 und HEK/PS1/SW-D385N-10, [Tab. 2.6, S. 33). Dazu
wurden diese nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS in MOPS Puffer bei 4°C homoge-
nisiert und anschlieflend zwei Zentrifugationsschritten bei 4°C unterzogen: der erste erfolgte
fiir eine Zeit von 10min bei 1000 % g und der folgende mit dem erhaltenen Uberstand 45

Minuten lang bei 100000 * g. Die sedimentierten Membranen wurden in CHAPSO Lysepuffer
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aufgenommen, fiir eine Zeit von 30min auf Eis inkubiert und wieder fiir 30min bei 100000 *
g und 4°C zentrifugiert. Nach einer Vorinkubation mit der Protein A/G-Agarose wurde dem
Uberstand der monoklonale anti-Presenilinl Antikérper “Nixon” (Tab. 2.14, S. 42) und die

Protein A/G Emusion zugegeben und die Losung fiir 2h bei 4°C belassen. Das Gewinnen

der Immunkomplexe erfolgte durch 5miniitige Zentrifugation bei 2000 * g und 4°C sowie
viermaliges Waschen mit CHAPSO Waschpuffer. Die an die Protein A/G-Agarose gebun-
denen Presenilinkomplexe wurden in Probenpuffer fiir SDS-PAGE, z.T. mit 4M Harnstoff,
aufgenommen, fiir 10 Minuten bei 65°C inkubiert und auf ein SDS-Gel geladen, welches in
dem Fall des harnstoffenthaltenden Probenpuffers auch mit Harnstoff in einer Konzentrati-
on von 8 mol/l angesetzt worden ist. Die weitere Untersuchung erfolgte mittels SDS-PAGE
(Kap. 3.1.1, S. 46) und Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52).

3.1.20 ~-Sekretase Aktivitditsbestimmung

(v-Sekretase-Aktivitédtskit, R&D Systems)

Lésungen

PBS Kap. 2.18, S. 44

Extraktionspuffer R&D Systems

Reaktionspuffer 2x, R&D Systems

Substrate APP-Peptid GVVIATVIV, EDANS/DABCYL Reportersystem

Durchfithrung Die ~-Sekretaseaktivitit des Komplexes in HEK/PS1/SW-WT23-Zellen
(Tab. 2.6, S. 33) in Abhéngigkeit von Calretikulin wurde mit Hilfe des y-Sekretase Acti-
vity Kits von R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt) geméfl des Protokolls ermittelt. Im

Detail wurden die zuvor mit den unterschiedlichen CRT-Kontrukten sowie dem Leervektor

als Negativkontrolle transfizierten Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen, mittels ei-
nes Zellschabers abgelost, in PBS aufgenommen und durch Zentrifugation sedimentiert. Die
Lyse erfolgte durch eine der Zellzahl entsprechende Menge an Extraktionspuffer und 10mi-
niitige Inkubation. Das Lysat wurde anschliefend 1 Minute bei 10000 * g zentrifugiert und
die Proteinkonzentration des Uberstandes mit Hilfe des BCA-Testes (Kap. 3.1.7, S. 55)) er-

mittelt, um diese fiir die enzymatische Reaktion zur Bestimmung der ~y-Sekretaseaktivitit

angleichen zu kénnen. Die Reaktion erfolgte in Mikrotitergefiilen der Firma Nunc GmbH &
Co.KG (Wiesbaden) durch Mischen gleicher Volumina des Zellysates und Reaktionspuffers
sowie Substrat. Die Platten wurden vor Lichteinwirkung geschiitzt, fiir eine Zeit von 1 bis 2h
bei 37°C inkubiert und anschlieSend mittels des QuantTM Mikroplate-Spektralphotometers

von Bio-Tek bei Exitationswellenléinge von 335nm-355nm und einer Emissionwellenlénge von
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495nm-510nm gemessen. Die Berechnung erfolgte mit dem zugehorigen Programm KC Junior

unter Beriicksichtigung aller Kontrollen.

3.1.21 in vitro y-Sekretaseaktivitatsuntersuchung

(Capell et al., 2003 [Erbauer et al., 2003} [Kimberly et al., 2003])

LGésungen
PBS Kap. 2.18, S. 44
CHAPSO Lysepuffer
150mM Natriumzitrat
1% CHAPSO
complete protease inhibitor (Roche), pH6,4
Untersuchungsbedingungen 150mM Natriumzitrat

0.25% CHAPSO
0.5mg/ml Phosphatidylcholin
10mM DTT
0.1lmg/ml BSA
vollsténdiger Protease Inhibitor (Roche), pH6,4
CHAPSO Waschpuffer 150mM Natriumcitrat
0,5% CHAPSO, pH6,4
APP-C100-His6
GST-Proteine Calretikulin, NP-, P-, C- Doméne, GST
Protein A/G Sepharose (PAS) (Santa Cruz Biotechnology)
Probenpuffer fiir Tricin-SDS-PAGE (Kap. 3.1.2, S. 47

Durchfithrung Fiir die in vitro y-Sekretaseaktivititsuntersuchung wurden HEK/PS1/SW-
WT23Zellen verwendet. Ein Ansatz umfasste eine 10cm Schale. Gleich mit
welcher Variante fortgefahren wurde, musste zuerst die Membranfraktion gewonnen werden.
Dazu wurden die Zellen, nachdem sie zweimal mit kaltem PBS gewaschen worden sind, mit
dem CHAPSO Lysepuffer von den Schalen abgeltst, aufgenommen und homogenisiert. Dann
erfolgte ein 30miniitiger Zentrifugationsschritt bei 100000 * g und 4°C zum Abtrennen von
Zelldetritus und unldslichem Material. Mit dem Uberstand wurde entsprechend der Variante

fortgefahren.
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Variante A: mit Immunprézipitation Nachdem der Uberstand mit PAS, um unspezifische
Bindungen zu vermeiden, fiir eine Zeit von 30min inkubiert worden ist, wurde der PSI1-
Komplex mit dem anti-PS1 Antikérper 2953 (Tab. 2.14, S. 42) immunprézipitiert(2h und
4°C). Das Waschen des an die PAS gebundenen Komplexes erfolgte durch den Waschpuffer

in vier Schritten und einer Gesamtzeit von etwa 1h. Nachdem der Uberstand vorsichtig und
vollstéindig entfernt worden ist, wurde die Sepharose in einem Puffer mit den angegebenen
Untersuchungsbedingungen aufgenommen, ca. 0,8pg APP C100-His6 pro 20ul Ansatz sowie
die gleiche Menge an GST-Protein (je Ansatz eins) zugegeben und die Losung iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde Probenpuffer fiir Trizin-SDS-PAGE addiert, die
Proben fiir eine Zeit von 5min auf 95°C erhitzt und auf ein Trizingel geladen. Die weitere
Untersuchung erfolgte mittels Tricin-SDS-PAGE (Kap. 3.1.2, S. 47) und Immunoblotanalyse
(Kap. 3.1.5, S. 52)). Dabei musste die Nitrocellulosemembran, um eine Bindung des verwen-
deten 6E10 oder W02 Antikorpers (Tab. 2.14, S. 42)) zu ermdglichen, zuvor in PBS 5min

gekocht werden.

Variante B: ohne Immunprizipitation Der Uberstand wurde mit den entsprechenden Lo-
sungen durch Zugabe oder Verdiinnung auf die oben genannten Versuchsbedingungen einge-
stellt und wieder 0,8ng/20nl Ansatz APP-C100-His6 sowie die gleiche Menge an GST-Protein

(je Ansatz eins) addiert. Das weitere Vorgehen entspricht dem in Variante A beschriebenen.

3.1.22 Oberflachenbiotinylierung

Lésungen
PBS*t PBS (Kap. 2.18, S. 44
0,5mM CaCl,
2mM MgCl,
Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce)
Quenchinglésung 20mM Glyzin in PBS?+
RIPA-Puffer
Streptavidin Emulsion (Pierce)
Probenpuffer fiir SDS-PAGE Kap. 2.18, S. 44

Durchfiihrung Alle Schritte erfolgten auf Eis oder bei 4°C. Die verwendeten Zellen wurden
zweimal mit PBS?* gewaschen und zweimal fiir eine Zeit von 10min mit 0,5mg/ml Sulfo-
NHS-LC-Biotin in PBS?* inkubiert (Abb. 3.2, S. 74)).
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Abb. 3.2: Mechanismus der Oberflichenbiotinylierung

Der N-Hydroxysulfosuccinimide (Sulfo-NHS)-Ester von Biotin unterscheidet sich von Sulfo-NHS-LC-Biotin
nur durch die Lange der Kohlenwasserstoffkette. Das so aktivierte Biotin reagiert sehr effizient mit priméren
Aminogruppen (-NHs) unter Ausbildung stabiler Amidbindungen zu den jeweils biotinylierten Aminogruppen
und N-Hydroxysulfosuccinimide. Die noch reaktiven Molekiile werden in einer Folgereaktion durch Glyzin
deaktiviert.

Zum Abséttigen der freien Bindungen wurden die Zellen anschlieend 5min bei 20mM Gly-
zin belassen und erneut vorsichtig zweimal mit PBS?*t gewaschen. Die Lyse erfolgte mit
RIPA-Puffer fiir 30min und die folgende 10miniitige Zentrifugation bei 700 x g trennte Zell-
kerne und Detritus ab. Von dem Uberstand wurde die Proteinkonzentration mittels BCA-Test
(Kap. 3.1.7, S. 55|) ermittelt, wahrenddessen die Streptavidinkiigelchen zweimal mit RIPA-

Puffer gewaschen worden sind. Dann wurden entsprechend gleiche Proteinkonzentrationen

mit der gewaschenen Steptavidinemulsion rotierend iiber Nacht bei 4°C inkubiert und diese
am folgenden Tag dreimal mit RIPA-Puffer und einmal mit PBS gewaschen. Die Elution er-
folgte mittels Probenpuffer fiir SDS-PAGE durch eine Inkubation fiir eine Zeit von 5min bei
95°C. Die so erhaltenen Proben wurden zur Untersuchung mit Hilfe SDS-PAGE (Kap. 3.1.1 ]
S. 46) und Immunoblotanalyse (Kap. 3.1.5, S. 52)) verwendet.

3.1.23 in vitro-Spaltexperimente

In den in wvitro-Spaltexperimenten wurden mit die Fc-Proteine APP- sowie L1-Ektodoméne

eingesetzt.

3.1.23.1 ADAM-vermittelte Spaltung von Fc-Proteinen

LGésungen

ADAM-Spaltpuffer 25mM NH4HCOj3
2,5uM ZnCly pH8
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Durchfiihrung  Zum Uberpriifen einer ADAM-vermittelten Spaltung von Fc-Proteinen wur-
den 300ng ADAMS bzw. ADAMY9 (Tab. 2.16, S. 43) ADAM-Spaltpuffer mit 1pg Fc-Protein fiir
2h bei 37°C inkubiert. Der Nachweis der jeweiligen Spaltprodukte erfolgte mittels Immunoblot-

Analyse unter Verwendung des anti-Fc- sowie der entsprechend spezifischen Antikorper.

3.1.23.2 Aktivierung von MMP-2

(Nagase et al., 1992} [Troeberg & Nagase, 2004])

LGésungen
APMA 20mM 4-aminophenylmercuric acetate (ICN Biochemicals) in NaOH
Tris Kap. 2.18, S. 44

Durchfithrung Die freundlicherweise von Prof. Frey zur Verfiigung gestellte Gelatinase A
(MMP-2,|Tab. 2.16, S. 43 befand sich bei Zusendung in einem durch Zymographie
detektierten, inaktiven Zustand. Die Proform wurde durch Inkubation von 2,5ng MMP-
2 in Gegenwart von 1mM APMA /Tris fiir eine Zeit von 2,5 Stunden bei 37°C in die aktive
Form iiberfiihrt. Der Nachweis der etwa 62kDa groflen aktivierten MMP-2 erfolgte mittels
Zymographie (Kap. 3.1.3, S. 49)).

3.1.23.3 MMP-vermittelte Spaltung von Fc-Proteinen

(Kalus et al., 2005])

LGésungen

MMP-Spaltpuffer 20mM Tris/HCL pH7,5
100mM NaCl
5mM CaCly

Durchfiihrung  Zum Uberpriifen einer MMP-vermittelten Spaltung von Fc-Proteinen wur-
den 10pul der aktivierten Gelatinasen (Tab. 2.16, S. 43) in MMP-Spaltpuffer mit 1pg Fec-
Protein fiir 6h bei 37°C inkubiert. Der Nachweis der jeweiligen Spaltprodukte erfolgte mittels

Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-Fc- sowie der entsprechend spezifischen An-

tikorper.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 PCR

Losungen eingesetzte Konzentration

10x PCR-/Pfu-Puffer 5pl

dNTPs 200pmol bzw. 10mM je Nukleotid
Oligonukleotid 1 0,1-1,0 0,1-1,0pM

Oligonukleotid 2 0,1-1,0 0,1-1,0pM

DNS Matritze lpg

Polymerase 1U bzw. 1,25U

ddH>O ad 50pl

Tabelle 3.4: Verwendete PCR-Reagenzien sowie die eingesetzen Konzentrationen

LGésungen

Durchfiihrung Die Amplifikation von DNS erfolgte in 50pl Ansétzen. Dazu wurden die in
der aufgelisteten Reagenzien auf Eis zusammenpipettiert und die DNS je nach
Anwendung entweder mit Hilfe der Taq- (Life Technologies), der Pfu- (Invitrogen) oder der
PhusionTM Hot Start-Polymerase (Finnzymes Biolabs) vervielfiiltigt. Die Reaktionen wurden
in MJ Research PTC-200 Thermocyclern durchgefiihrt. Bei Verwendung von Oligonukleotiden

mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen (T,,) erfolgte die PCR bei der niedrigeren T,,.

3.2.2 Aufreinigung von PCR-Produkten

(QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen)

Lésungen

Puffer PBI gelb, pH</=7.5
Puffer PE
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Durchfiihrung Fiir die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das QIAquick PCR. Auf-
reinigungskit von Qiagen verwendet und dabei geméafl des Protokolls mittels Mikrozentrifuge
verfahren. Im Detail wurden zu einem Volumen des PCR-Ansatzes fiinf Volumina des Puf-
fers PBI gegeben, die Mischung auf die bereitgestellte Séule gegeben und diese fiir 1min bei
12000 * g und RT zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde verworfen, die Matrix mit
750ul des Puffers PE gewaschen und anschliefend durch erneute Zentrifugation getrocknet.
Die Elution erfolgte mit 10ul dH»O.

3.2.3 Restriktionsverdau

(Sambrook & Gething, 1989))

Durchfithrung Die Restriktion der DNS erfolgte unter den, von den Herstellern empfoh-
lenen, Temperatur- und Pufferbedingungen. Fiir analytische Zwecke wurde einem Reakti-
onsansatz mit einem Endvolumen von 10pl nach Angaben des Herstellers propg DNS 1U
Restriktionsendonuklease und gegebenfalls 1ul 10x BSA (New England Biolabs, Frankfurt
am Main) hinzugefiigt. Bei der Restriktion mit zwei verschiedenen Endonukleasen wurde der
Puffer verwendet, in dem beide Enzyme nach Angaben des Herstellers mindestens eine Akti-
vitit von 75% aufwiesen. Der Ansatz wurde fiir 1h bis 2h bei 37°C inkubiert und anschliefend
gelelektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 3.2.4, S. 77)) und analysiert. Verwendete Restriktions-

endonukleasen:

HindIII 10 U/nl
EcoRI 10 U/pl
Notl 10 U/nl
Xhol 10 U/pl

Die oben genannten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England Biolabs

(Frankfurt am Main) bezogen.

3.2.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNS

(Sambrook & Gething, 1989))
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LGésungen
5x DNS-Probenpuffer 50% (v/v) Glycerin

1x Spatelspitze orange G, ad dH50O
50x TAE-Puffer 2M Tris-Acetat, pHS8,0

100mM EDTA, ad dH;O

Durchfiihrung Die durch PCR-Reaktionen oder nach Restriktionsspaltungen erhaltenen
DNS-Fragmente wurden zu analytischen Zwecken durch Elektrophorese in horizontalen 1-
2%igen Agarosegelen (SubCellGT Elektrophoresekammern, BioRad, Miinchen) aufgetrennt.
Die Herstellung der Agarosegele erfolgte durch Losung von 1% (w/v) Agarose in 1x TAE-
Puffer. Die zu analysierenden Proben wurden mit 1/5 Volumen DNS-Probenpuffer versetzt
und in die Geltaschen pipettiert sowie ein zusétzlicher Groflenmarker (DNA-Leiter 1kb, Gib-
co BRL, Karlsruhe) zur Abschétzung der Molekiilgréfie. Die Elektrophorese wurde bei 100V
durchgefiihrt. Nach Beendigung des Gellaufes wurde das Gel zur Sichtbarmachung der DNS
in einer Ethidiumbromid-haltigen Losung (0,5g/ml in 1x TAE Puffer) fiir 30min gefirbt und
mittels eines Imagesystems (E.A.S.Y. RH Imager, HERoLAB, Wiesloh) unter UV-Licht ana-
lysiert.

3.2.5 Ligation von DNS

Lésungen

Plasmid-DNS xmol
Insert-DNS 3x-6xmol
Ty4-Ligase 10

10 x Ligasepuffer 1nl
ddH5O ad 10pul

Durchfithrung Fiir die Ligation wurde eine bestimmte Menge Plasmid-DNS mit einem drei-
bis fiinffachen Uberschuss an Insert-DNS versetzt und mit den in Lésungen genannten Rea-
genzien auf Eis zusammenpipettiert. Die Reaktionszeit betrug 1-4h bei RT oder iiber Nacht
bei 4°C.
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3.2.6 Transformation von Bakterien

(Sambrook & Gething, 1989))

Lésungen

LB-Medium [Kap. 2.18, S. 44
LB-Agar [Kap. 2.18, S. 44

Durchfithrung Zur chemischen Transformation von Bakterien der E.coli-Stdmme DH5« und
Top10 wurden 10ng - 100ng Plasmid-DNS mit 100ul einer Suspension der langsam aufgetauten
chemokompetenten Bakterien gemischt und fiir 20min auf Eis inkubiert. Anschlieflend wurden
die Bakterien fiir 90s auf 42°C erwarmt und nach dem Hitzeschock wiederum fiir 2min auf Eis
inkubiert. Der Ansatz wurde nach Zugabe von 800pl LB-Medium fiir 1h bei 37°C inkubiert,
kurz abzentrifugiert, 700pl des Uberstandes verworfen und die Bakterien in den verbleibenden
200pl resuspendiert. Die Losung wurde in verschiedenen Verdiinnungsstufen auf Selektivagar
ausplattiert und bei 37°C inkubiert.

3.2.7 Minipraparation von Plasmid-DNS aus E.coli-Bakterienkulturen

(PureLink™™ Quick Plasmid Miniprep Kit)

LGésungen

Resuspensionspuffer R3

Lysepuffer L7

Prézipitationspuffer N4

Waschpuffer W10
W9

dH50
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Durchfithrung Die Plasmidisolierung im analytischen Maflstab erfolgte aus 2ml iiber-Nacht-
Kulturen mit Hilfe des PureLink”™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen) nach Angaben
des Herstellers. Im Detail wurden die Bakterien der ii.N.-Kultur durch Zentrifugation fiir
1min bei 12000 * g und RT sedimentiert, in 250pl Resuspensionspuffer aufgenommen, 5min
inkubiert und dann 250pl Lysepuffer zugegeben. Nach Addition von 350p1 Préazipitationpuffer
erfolgte die Sedimentation der DNS durch 10miniitiges zentrifugieren bei 12000 * g und RT.
Der resultierende Uberstand wurde auf die bereitgestellte Siule geladen und der, nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt erhaltene, Durchlauf verworfen. In gleicher Weise wurde die
Matrix der Sdule mit den Waschpuffern W10 (500pl) und W9 (700pl) gewaschen, durch
Zentrifugation getrocknet und die DNS schlussendlich mit 10ul-50pl dH2O eluiert.

3.2.8 Maxipraparation von Plasmid-DNS aus E.coli-Bakterienkulturen

(QIAfilter Plasmid Maxi Kit, Qiagen)

LGésungen

Resuspensionspuffer P1
Lysepuffer P2
Préazipitationspuffer P3
Equilibrierungspuffer QBT
Waschpuffer QC
dH»>O

Durchfiihrung Die Plasmidisolierung im praparativen Mafistab erfolgte aus 250ml - 500ml
iiber-Nacht-Kulturen mit Hilfe des Maxipriaparationskits QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qia-
gen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Im Detail wurden die Bakterien der ii.N.-Kultur
durch 15miniitige Zentrifugation bei 6000rpm und 4°C sedimentiert, in 10ml des Puffers P1
resuspendiert, nach Zugabe von weiteren 10ml des Puffers P2 vorsichtig durch Invertieren
des GefaBes lysiert und schliellich durch Addition von 10ml des Puffers P3 prézipitiert. Das
Lysat wurde in die mitgelieferten QIAfiltereinsitze gegeben und fiir 10min bei RT inkubiert.
In dieser Zeit konnte die bereitgestellte QIAGEN-tip 500 Séule durch Zugabe von 10ml des
Puffers QBT equilibriert werden. Anschlielend wurde das Bakterienlysat durch den QIAfil-
ter von allen festen Bestandteilen befreit, die resultierende Losung auf die Sédule geladen und
die Matrix zweimal mit 30ml des Puffers QC gewaschen. Die Elution der DNS erfolgte mit
15ml des Puffers QF. Durch Zugabe von 10,5ml (0,7 Volumenanteile) Isopropanol wurde die
eluierte DNS prézipitiert, durch Zentrifugation fiir eine Zeit von 30min bei 15000 * g und
4°C sedimentiert und dann mit 5ml 70%igen Ethanol gewaschen, ohne das DNS-Pellet zu
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zerstoren. Nachdem dieses fiir 5 bis 10min an der Luft getrocknet worden ist, erfolgte die
Aufnahme der DNS in 100pl - 200p] dH5O.

3.2.9 DNS-Isolation aus Agarosegelen

(QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen)

Lésungen

Puffer QG gelb, pH< /=75
Isopropanol
Puffer PE

Durchfiihrung DNS-Fragmente aus Restriktionsansétzen oder PCR-Reaktionen wurden mit
einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mittels des QIAquick Gel Ex-
traction Kits gemafl des Protokolls aus dem Gel eluiert. Im Detail wurden drei Volumina
des Puffers QG zu einem Volumen DNS-Gelstiick gegeben (100mg entsprechen 100ul), die
Mischung bei einer Temperatur von 50°C unter Schiitteln inkubiert bis sich die Agarose kom-
plett gelost hat (ca. 10min) und dann ein Gelvolumen Isopropanol addiert. Nach Mischen
der Losung durch Invertierung des Geféfies wurde diese auf die Séule geladen und der Durch-
lauf nach einem Zentrifugationsschritt von 1min 12000 * g und RT verworfen. Dann wurde
die Matrix der Sdule mit 500ul des Puffers QG und 750ul des Puffers PE gewaschen und
anschlieBend durch Zentrifugation getrocknet. Die Elution erfolgte mit 10nl-50pl dH2O.

3.2.10 DNS-Reinheitsanalyse und -Konzentrationsbestimmung

Die Reinheit und Konzentration von DNS wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers (Ul-
trospec 3000, Amersham Pharmacia Biotech) bestimmt. DNS-Préparationen mit einer Ratio
A960/A280 zwischen 1,8 und 2,0 wurden fiir ausreichend rein befunden und fiir weitere Ver-

suche eingesetzt.

3.2.11 DNS-Sequenzierung

(Step-by-Step protocols for DNA-sequencing with Sequenase-Version 2.0, 5th ed., USB, 1990)
Die Sequenzierung von DNS erfolgte in der Sequenzierabteilung des Zentrums fiir Molekulare
Neurobiologie Hamburg (ZMNH). Hierzu wurde 1pg DNS (1pul) in 6pl dH20O geldst und mit

1ul des entsprechenden Sequenzierprimers (10pM) versetzt.
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3.3 Zellbiologische Methoden

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei einer Temperatur von 37°C, einem CO2 Gehalt
von 5% und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90%. Die fiir die Kultivierung von Zellen

verwendeten Plastikgefdfle wurden von der Firma Nunc (Wiesbaden) bezogen.

3.3.1 Transiente Transfektion

Zum zeitlich begrenzten Einbringen von Fremd-DNA in Zellen wurden sowohl verschiede-
ne Transfektionsmethoden als auch unterschiedliche Zelllinien und Vektoren verwendet. Die
verwendeten Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in einem Verhéltnis von 2:3 (v/v)
zum Kulturmedium in Platten mit sechs Vertiefungen von je 3,5cm Durchmesser (10mm? -
6-well-Platten) ausgesiit und nach ca. 18h-24h bei einer Zelldichte von 50% bis 80% (je nach
Methode) transfiziert. Die gibt einen Uberblick iiber die Transfektionsmetho-

den sowie die entsprechenden Zelllinien und Vektoren.

Zelllinie Vektor Transfektionsmethode

CHO/APP695 CRT, NP-,P-,C-Doméne/pcDNATM 3.1 /myc-His; FuGENE / Lipofektamin
PS1/pcDNA3; APP/SPA4CT

B103/APP695 CRT, NP-,P-,C-Domine/pcDNATM 3.1 /myc-His Lipofektamin

HEK L1-SP30kDa/L1-ICD MATra

Tabelle 3.5: Transfektionsmethoden in Beziehung zu Zelllinien und Vektoren

3.3.1.1 Transfektion mit Lipofektamin

L6sungen

Kulturmedium mit und ohne Serum (Kap. 2.9, S. 33

Plus Reagenz
Lipofektamin

Durchfithrung Die transiente Transfektion der Bigz/APP695 und zum Teil der CHO/APP695
Zellen wurde mit Hilfe des Transfektionskits Lipofectamine Reagent™(Invi-
trogen GmbH, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Bei dieser chemischen
Methode wird die Fremd-DNS mit Hilfe von kationischen Lipidvesikeln durch Fusion mit der

Membran in die Zelle eingebracht.
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Nach dem Erreichen einer Zelldichte von 70-80% wurde das Kulturmedium (Kap. 2.9, S. 33|
gegen serumfreies Kulturmedium ausgetauscht. Die Transfektion der Zellen erfolgte pro well
mit 1-2pg DNS. Im Detail wurde die DNS mit 100ul serumfreiem Medium vermischt, 6ul Plus
Reagenz zugegeben und 15min bei RT inkubiert. Dann wurden je 4pul Lipofectamin in 100pl

des Mediums suspendiert, diese Losung addiert, alles nach kurzem Durchmischen 30min bei
RT belassen, anschlieend auf die Zellen gegeben und 800pul serumfreies Medium zugefiigt.
Nach 5-6-stiindiger Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz wurde die Transfek-
tion durch Zugabe von serum- und antibiotikahaltigem Kulturmedium gestoppt. 24h nach
der Transfektion wurden die Zellen direkt fiir Immunprézipitationsexperimente (Kap. 3.1.15,}
oder Durchflusszytometrie-Analyse (Kap. 3.3.3, S. 85)) verwendet oder das Kulturme-
dium gegen serumfreies Kulturmedium ausgetauscht und die Zellkulturiiberstinde sowie die
Zellen nach einer Kultivierung fiir weitere 24h getrennt voneinander aufgearbeitet
[S. 84)). Die Transfektionseffizienz wurde durch Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52) er-
mittelt.

3.3.1.2 Transfektion mit FuGENE

LGésungen

Kulturmedium mit und ohne Serum (Kap. 2.9, S. 33
FuGENE 6-Transfektionsreagenz

Durchfithrung Die transiente Transfektion der CHO/APP695 Zellen (Tab. 2.6, S. 33|) mit
den Calretikulin-Konstrukten (Tab. 2.13, S. 38 wurde mit Hilfe des Transfektionsreagenz
FuGENE 6 (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Bei

dieser Methode wird die Fremd-DNS mit Hilfe des aus mehreren Komponenten bestehenden

Transfektionsreagenz auf Lipidbasis auf nicht liposomalen Wege in die Zelle eingebracht. Ein
wesentlicher Vorteil ist die geringe Zytotoxizitét.

Nach dem Erreichen einer Zelldichte von 50% bis 80% wurde das Kulturmedium
abgenommen und pro well durch 2ml frisches Medium ersetzt. Die Transfektion der
Zellen erfolgte genau wie bei der Lipofektamin-Methode (Kap. 3.3.1.1, S. 82) mit 1-2pg
DNS/well. Im Detail wurden DNS und FuGENE 6-Transfektionsreagenz in einem Verh&ltnis

von 1:3, 2:3 oder 1:6 in serumfreiem Medium mit einem Endvolumen von 100pl fiir 30min

inkubiert, wobei Reagenz und Medium zuvor 5min ohne DNS belassen worden sind. Anschlie-
Bend erfolgte die tropfenweise Zugabe des Transfektionsansatzes zu den 2ml Medium iiber
den jeweiligen Zellen. Nach kurzem Mischen des Uberstandes wurden die Zellen fiir 1-2Tage

wie gehabt kultiviert und konnten dann entweder direkt fiir Immunprézipitationsexperimen-

te (Kap. 3.1.15, S. 66| verwendet werden oder nach Austausch des Kulturmediums gegen
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serumfreies Kulturmedium und einer weiteren Inkubation von 24h getrennt von den Zellkul-

turiiberstéinden aufgearbeitet werden (Kap. 3.3.2, S. 84]).

Die Transfektionseffizienz wurde durch Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52|) ermittelt.

3.3.1.3 Magnet Assisted Transfection (MATra)

Material und Losungen

Kulturmedium mit und ohne Serum (Kap. 2.9, S. 33
MATra-A Reagenz
Magnetplatte

Durchfiihrung Die transiente Transfektion der HEK-Zellen wurde mit Hilfe
der Magnet Assisted Transfection, kurz MATra (IBA, Gottingen), nach Angaben des Herstel-
lers durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird die Fremd-DNS mit den magnetischen Kiigelchen
des MATra-A Reagenz komplexiert und dann mit Hilfe eines Magneten in die Zelle einge-
bracht. Vorteile hierbei sind eine geringe Zytotoxizitit und Zelldichte (30-60%).

Die Transfektion der Zellen erfolgte pro well mit 3pg DNS. Im Detail wurde die DNS mit
serumfreiem Medium zu einem Endvolumen von 200pl vermischt, 3ul MATra-A Reagenz zuge-
geben und 20min bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubationsphase wurde ein Mediumwechsel
vorgenommen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe des Transfektionsansatzes zu den 2ml Me-
dium auf den Zellen. Nach kurzem Mischen wurde das Ganze fiir eine Zeit von 15min auf die

Magnetplatte gestellt, nach optionalem Mediumwechsel fiir 1 bis 2 Tage wie gehabt kultiviert

und konnte dann entweder direkt fiir Immunprézipitationsexperimente (Kap. 3.1.15, S. 66|

verwendet werden oder nach Austausch des Kulturmedium gegen serumfreies Kulturmedium
und einer weiteren Inkubation von 24h getrennt von den Zellkulturiiberstdnden aufgearbei-
tet werden (Kap. 3.3.2, S. 84)). Die Transfektionseffizienz wurde durch Immunoblot-Analyse
(Kap. 3.1.5, S. 52) ermittelt.

3.3.2 Aufarbeitung von Zellen und Zellkulturiiberstanden

LGésungen

PBS (Kap. 2.18, S. 44
Probenpuffer fiir SDS-PAGE (Kap. 2.18, S. 44
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Durchfithrung Fiir die biochemische Analyse von transient transfizierten Zellen (Kap. 3.3.1
wurden die Zellkulturiiberstéinde und Zellen getrennt voneinander aufgearbeitet. Alle
Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.

Die Zellkulturiiberstinde wurden abgenommen, gesammelt und durch Zentrifugation fiir
1h bei 100000 * g und 4°C von abgestorbenen Zellen und Zelldebris getrennt. Daraufhin

wurden die in den Uberstéinden der Zentrifugation enthaltenen Proteine durch Acetonfil-

lung (Kap. 3.1.6.2, S. 54]) konzentriert und anschliefend mit Hilfe der Immunoblot-Analyse
(Kap. 3.1.5, S. 52)) untersucht. Die behandelten Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS

gewaschen, abgeschabt oder trypsiniert und homogenisiert. Zur Abtrennung der Zellkerne

wurde das Zelllysat anschlieflend fiir eine Zeit von 10min bei 1000 * g und 4°C zentrifugiert.
Die resultierenden Uberstéinde wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und ebenfalls mit Hilfe
der Immunoblot-Analyse (Kap. 3.1.5, S. 52|) untersucht.

3.3.3 Durchflusszytometrie

Lésungen

Puffer 1 PBS (Kap. 2.18, S. 44
1mM EDTA
0,05% NaN3

Puffer 2 Puffer 1 mit 5% FCS

Durchfithrung Die Durchfithrung dieser Methode erfolgte in freundlicher Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe BCII (Prof. Frey, Uni Bielefeld). Zur durchflusszytometrischen Mes-
sung wurden CHO/APP695-Zellen (Tab. 2.6, S. 33) verwendet, wobei die zuvor teilweise
mittels Lipofektamin transient transfiziert worden sind (Kap. 3.3.1.1, S. 82)). Ein Ansatz be-
stand jeweils aus einer 75 mm? Zellkulturflasche (Greiner). Die CHO/APP695-Zellen wurden

mit 2ml Puffer 1 fiir eine Zeit von 10min bei 37 °C inkubiert, 5min bei 980rpm zentrifugiert

und das resultierende Sediment in 2ml Puffer 2 zur anschlieenden Zellzédhlung aufgenommen.
Dann erfolgte die Inkubation von 2 * 105 Zellen in 100pl Puffer 2 mit dem Erstantikorper
fiir eine Stunde rotierend bei 4°C. Nach zweimaligem Waschen und jeweiligen Sedimentie-
ren durch bminiitige Zentrifugation bei 980rpm wurden die Zellen mit dem entsprechenden
Zweitantikorper (anti-Maus-Cy2) in 100pl Puffer 2 mit einer Verdiinnung von 1:200 fiir eine
Zeit von 45min rotierend bei 4°C inkubiert. Nach erneuter Sedimentation der Zellen wurden
diese in 250pl Puffer 1 aufgenommen und mittels des Durchflusszytometers analysiert. Die
Messung erfolgte unter fachkundlicher und freundlicher Anweisung von Dr. Simon Miigge

(BCII, Uni Bielefeld). Nach Bestimmung der Autofluoreszenz der verwendeten Zellen, Setzen
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eines Mefifensters, das die Population der lebenden Zellen umfasst, wihrend die der toten
Zellen nicht beriicksichtigt wird, und Abgleich der ermittelten Fluoreszenzintensitit mit dem
Nullwert, wurden die entsprechend vobehandelten Zellen hinsichtlich der von den jeweiligen
Antikorpern vermittelten Fluoreszenz der in dem Messfenster enthaltenden Zellen analysiert.
Es wurden immer 10000 Zellen ausgezihlt, wobei die Auswertung mittels des Programms
jeweils zwei Diagramme ergab. In dem einen wurden FSC (forward scatter, x-Achse) gegen
SSC (sidewards scatter, y-Achse) aufgetragen, wodurch die lebenden von toten Zellpopula-
tionen unterschieden werden kommten. Das andere Diagramm zeigt die entsprechend des
Messfensters ermittelte Verteilung der Fluoreszenzintensitit (Cy2-vermittelt, x-Achse) gegen
die jeweilge Anzahl der zugehérigen gezdhlten Zellen (counts, y-Achse) und verdeutlich so die
Konzentration Oberflichenmarkierung der eingesetzen Antikorper, die u.a. in dem berechne-

ten Mittelwert (GeoMean) ausgedriickt wurde.

3.3.4 Primarzellkultur

3.3.4.1 Beschichtung von Deckgldschen mit poly-L-Lysin (PLL)

LGésungen
PBS Kap. 2.18, S. 44
poly-L-Lysin-Lésung 0,01% PLL (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) ad PBS

Durchfiihrung Die Deckgliischen (Durchmesser: 15mm?) wurden fiir eine halbe Stunde in
einem Erlenmeyerkolben auf einem Schiittler mit Aceton gewaschen. Es wurden drei Wasch-
schritte mit entionisiertem Wasser angeschlossen, um das Aceton zu entfernen. Die Beschich-
tung der Deckglidschen mit poly-L-Lysin erfolgte iiber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler.
Dazu wurden diese in einer 0,01%igen poly-L-Lysin-Lésung iiber den ganzen Zeitraum belas-
sen. Nach der Inkubation wurden die Deckglédschen erneut dreimal mit Wasser gewaschen und
im Anschluss unter der Sterilbank in einer, zuvor mit UV-Licht bestrahlten und mit Alu-Folie
ausgelegten, Wanne fiir 1,5h bis 2h getrocknet. Nach 15-miniitiger Bestrahlung der getrock-

neten Deckgldschen mit UV-Licht wurden diese unter sterilen Bedingungen aufbewahrt.

3.3.4.2 Einzelzellkulturen von hippocampalen Neuronen

(Lochter et al., 1991} [Brewer et al., 1993)
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Lésungen
HBSS (PAA Laboratories, Colbe)
Préaparationslosung 0,72 g BSA (Boehringer, Mannheim)
0,347g MgSOy4
ad 240ml HBSS
Losung fiir Verdau 800mg NaCl

37mg KCl

99mg NagHPO4

595mg HEPES

35mg NaHCOg

ad 100ml dH-O, pH7 4
Trypsin/DNase-Losung 6mg Trypsin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

1,5mg Dnase I (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

ad 1,8ml Losung fiir Verdau

Trypsininhibitorlésung 2,4mg Trypsininhibitor (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
ad 4ml Losung fiir Verdau

Serum Pferdeserum (PAA Laboratories, Célbe)

DNase-Losung 1mg DNase I (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

ad 2,5ml Priparationslosung (2)

Trypanblau (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
Kulturmedium 500mg D-Glucose (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

100pg/ml Transferrin (Calbiochem, Bad Soden)

0,025mg/ml Insulin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

2mM Glutamax I (Life Technologies, Karlsruhe)

5mg/ml Gentamycin (Life Technologies, Karlsruhe)

Durchfithrung Kulturen von priméren Hippocampusneuronen als Einzelzellsuspension wur-
den von gerade neugeborenen bis drei Tage alten Wildtyp-Méusen (PO - P3) des Stammes
C57B1/6J durch eine Kombination von enzymatischer (Trypsin/DNase) und mechanischer
Dissoziation erhalten (Keilhauer et al., 1985 [Dityatev et al., 2000)).

Die Préparation wurde nach einer modifizierten Methode von [Banker & Cowan, 1977] erst

von G. Dityateva und spéter auch selbst, durchgefiihrt. Alle Schritte erfolgten auf Eis. Die
Méuse wurden durch Dekapitierung getotet, die Schédeldecke eroffnet und das Gehirn in
Praparationslosung iiberfithrt. Dann erfolgte die Teilung in linke und rechte Gehirnhélfte
sowie die vorsichtige, aber schnelle Praparation des jeweiligen Hippocampus. Das Gewebe
wurde in 1mm dicke Stiicke geteilt und dreimal mit Praparationslosung und im Anschluss

einmal mit HBSS-Losung gewaschen. Daraufhin wurde dem Gewebe Trypsin-DNase I-Lésung
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hinzugefiigt und eine Inkubation fiir 5min angeschlossen. Nach weiteren zwei Waschschrit-
ten mit Préparationslosung wurde der Ansatz fiir 5min mit Trypsininhibitorlésung versetzt,
das Gewebe erneut mit Priaparationslosung gewaschen und fiir 10min mit einer Mischung
aus Priparationslosung und Serum (Verhéltnis 1:5) inkubiert. Der Ansatz wurde erneut mit
Trypsininhibitorlésung versetzt und die nachfolgenden Arbeitsschritte, wie oben beschrieben,
durchgefiihrt. Daraufhin wurden zwei Waschschritte mit Préparationslésung angeschlossen,
DNase I-Losung hinzugefiigt und die Gewebestiicke mit Hilfe einer abgerundeten Glaspasteur-
pipette mit abnehmendem Durchmesser durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren zu einer
homogenen Zellsuspension verarbeitet. Der Zellsuspension wurde Préparationslésung hinzu-
gefiigt und fiir 15min bei 80 % g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und die Zellen wurden ein weiteres Mal in Préparationslosung gewaschen. Die nach der Zen-
trifugation sedimentierten Zellen wurden in Praparationslosung aufgenommen und in einer
Dichte von 1000Zellen/mm? ausgesit. In den ersten drei Tagen wurden die Zellen in Kultur-
medium mit 10% Serum kultiviert. Am dritten Tag und jeweils zwei Tage spéter wurde die
Hilfte des Mediums entfernt und durch Kulturmedium mit den Zusétzen 5% Serum, 2% B-27
supplement (Life Technologies, Karlsruhe) und 5uM AraC (Cytosine $-D-Arabinofuranosid,

Sigma-Aldrich, Taufkirchen) ersetzt. Die hippocampalen Neurone wurden anschlieBend zur

immunhistochemischen Analyse (Kap. 3.3.5, S. 88)) verwendet.

3.3.5 Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Analyse der Co-Lokalisierung von APP, Calretikulin und Pre-

senilin wurden primére Hippocampusneuronen (Kap. 3.3.4.2, S. 86| und transient transfizierte
CHO/APP695 (Kap. 3.3.1, S. 82)) Zellen verwendet.

Lésungen

Kulturmedium Kap. 2.9, S. 33

PBS Kap. 2.18, S. 44

Fixierungslosung 4% PFA (para-Formaldehyd in PBS
PBST 0,3% TritonX-100 in PBS
Blockierungslésung 0,1% BSA in PBST

Durchfithrung Zellen der Zelllinie CHO/APP695 wurden in einem Verhéltnis von 1:3 in
15mm well-Platten (Nunc, Wiesbaden) auf mit poly-L-Lysin (PLL)-beschichteten Deckglis-
chen (Kap. 3.3.4.1, S. 86) ausgesdat und in Kulturmedium kultiviert. Nach 24h wurde das

Medium durch serumfreies Kulturmedium ersetzt und die Zellen nach weiteren 24h sowie die

priméiren Hippocamusneuronen fiir 1h bei RT mit 4% para-Formaldehyd (PFA) in PBS fi-

xiert. Riickstdnde des PFA wurden im Anschluss durch drei Waschschritte von jeweils 10min
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mit PBS entfernt. Nach Abséttigung unspezifischer Bindungen durch eine 40-miniitige Inku-
bation der Zellen bei RT mit Blockierungslésung wurde eine Inkubation der Zellen mit den
Antikérpern APP 22C11, CRT (T-19) und PS1 2953 (Tab. 2.14, S. 42)) in einer Konzentrati-
on von 1:1000, 1:10 und 1:100 in PBS fiir 1,5h bei RT angeschlossen. Die Zellen wurden im
Anschluss dreimal mit PBS 10min gewaschen und fiir maximal 1h bei RT mit dem, mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Cy2, Cy3 und Cyb gekoppelten, Zweitantikorpern (Tab. 2.15, S. 43)) in
einer Verdiinnung von 1:200 in PBS inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten a 10min mit
PBS wurden die Zellen mit Aqua Poly/Mount Medium (Polysciences Inc., Warrington, USA)

eingebettet. Die Préparate wurden mit Hilfe des LSM (Laser Scanning Microscope)analysiert.

Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

3.4 Theoretische Analyse

3.4.1 Komplementare Hydropathie

Die Theorie der Komplementédren Hydropathie bildet das grundlegende Konzept des ers-
ten Teils dieser Arbeit. Dabei resultiert die Idee der Suche nach APP-Bindepartnern mittels
antisense-Peptiden aus der dem Kyte-Doolittle-Hydropathie-Profil folgenden Theorie der mo-

lekularen Grundlage komplementérer Peptidinteraktionen.

3.4.1.1 Kyte-Doolittle Hydropathie-Profil

Das Konzept der Komplentiren Hydroptahie basiert auf den grundlegenden Uberlegungen
von Kyte & Doolittle iiber den hydropathischen Charakter von Aminosiuren hinsichtlich der
Struktur von Proteinen und deren mogliche Vorhersage (Kyte & Doolittele, 1982; [http: //gcat]

| davidson.edu/rakarnik /KD.html). Demnach bestimmt die durch die jeweils variable Seiten-

kette der Aminoséure (AS) festgelegte Hydrophobizitéit bzw. Hydrophilie (Hydropathie) deren
Lokalisation in der finalen Proteinstruktur. So werden die hydrophilen AS von globuldren Pro-
teinen nach auflen gedringt, wihrend die hydrophoben im Inneren der Struktur verbleiben
und integrale Membranproteine besitzen immer eine Strecke von 18-20 wasserabweisenden

AS, die das hydrophobe Innere der Lipiddoppelschicht durchqueren kénnen.
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Aminosédure EBK HW Aminosédure EBK HwW
Isoleuzin I 45 Serin S -0,8
Valine A 4.2 Tyrosin Y -1,3
Leuzin L 3,8 Prolin P -1,6
Penylalanin F 2,8 Histidin H -3,2
Cystein C 2.5 Glutaminsdure E -3,5
Methionine M 1,9 Glutamat Q -3,5
Alanin A 1,8 Asparaginsdure D -3,5
Glyzin G -0,4 Asparagin N -3,5
Threonin T -0,7 Lysin K -3,9
Tryptophan A% -0,9 Arginin R -4,5
Tabelle 3.6: Aminoiure-Hydropathiewerte (EBK, Ein-Buchstaben-Kode; HW,

Hydropathiewert)

Zuerst haben Kyte und Doolittle den AS einen ihrer Hygrophobizitit entsprechenden Hy-
dropathiewert (Tab. 3.6, S. 90) im Bereich von 4,6 (am meisten hydrophob) bis -4,6 (am
meisten hydrophil) gegeben. Die Determination der Hydrophobizitit und nicht Hydrophilie

beruht wahrscheinlich auf der Tatsache, dass das Interesse vorrangig bei hydrophoben Pro-
teinabschnitten lag, ausgehend von denen die finale Proteinstruktur, sozusagen “von innen
nach auflen”, ermittelt wird. Zur Erstellung des Kyte-Doolittle-Profils wird anschliefflend eine
Fenstergrofle definiert, wobei diese die Anzahl der AS darstellt, deren Hydropathiewerte nach
Mittelung jeweils der ersten AS des Fensters zugeteilt werden. Das von den beiden entwi-
ckelte Computerprogramm beginnt mit dem ersten AS-Fenster und berechnet den Mittelwert
aller Hydropathiewerte darin. Dann springt es zu der darunter gelegenen AS und berechnet
den Mittelwert aller Hydrophobizititswerte des entsprechend zweiten Fensters. Nach diesem
Muster wird vom N-Terminus bis zum C-Terminus des Proteins verfahren, so dass die gemit-
telten Werte eines jeden Fensters der jeweils ersten AS darin zugeteilt worden sind.

Demnach wird ein Fenster von 7 definiert als:

2. Wert
1.Wert

“uN- MVVGGVVIATVIVITL -coo®

Abb. 3.3: Hydropathiefenster

Die graphische Darstellung der berechneten Mittelwerte erfolgt durch Auftragen der Hydro-
phathiewerte (y-Achse) gegen die Fensterzahl (x-Achse). In das Diagramm wird neben der
Kurve der einzelnen Hydropathiewerte in Abhéngigkeit zur Lokalisation der entsprechenden
AS auch der GRAVY-Wert als rote Linie aufgetragen (Abb. 3.4, S. 91)). Der GRAVY-Wert

berechnet sich aus dem durchschnittlichen Hydropathiewert aller AS des entsprechenden Pro-

teins und ist bei integralen Membranproteinen typischerweise groflier als bei globuldren Pro-
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teinen.
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Abb. 3.4: Kyte-Doolittle-Hydropathie-Profil

Dieydropathie-Diagramme von (A) APP, (B) APP C99 und (C) des synthetischen, zur Immunisierung ver-
wendeten, die APP ~-Spaltstelle repriasentierenden APP Peptides lassen die weit im Positiven liegende, hydro-
phobe Transmembranregion gut erkennen; x-Achse, Hydropathiewerte; y-Achse, Fensterzahl. Der Mittelwert
der Hydropathiewerte aller Aminoséduren (GRAVY-Wert) ist jeweils als rote Linie eingetragen.

Durch Verédndern der Parameter der Tests von Proteinen bereits bekannter Struktur konnten
Kyte und Doolittle die zur entsprechenden Proteinstruktur-Vorhersage am besten geeigneten
Parameter herausfinden. Bei der Betrachtung von Oberflichenregionen globulérer Proteine
ergibt eine Fenstergréfie von 9 die besten Ergenisse, wiahrend fiir die Strukturvorhersage
transmembraner Bereiche eines Proteins eine Fenstergrofie von 19 (Spitzen mit Werten grofier
1,6) benstigt wird. Mittels des so ermittelten Kyte-Doolittle-Profils kénnen Vorhersagen fiir

Proteinstrukturen sowie deren Funktionen erstellt werden.

3.4.1.2 Theorie der molekularen Grundlage komplementarer Peptidinteraktionen

Basierend auf den Uberlegungen von Kyte und Doolittle entwickelten Blalock und Smith zwei
Jahre spéter die Hypothese der Komplementaritéit von Aminosduren (AS) aufgrund deren ge-
netischen Kodes (Blalock & Smith, 1984f [Blalock & Bost, 1986]). Bei ihren Betrachtungen der
Interaktion von sense-Peptiden, kodiert durch 5’ —3’ gelesene mRNS, und in 3’—5’ -Richtung

kodierten antisense-Peptiden fanden sie heraus, dass diese mit einer hohen Spezifitit sowie
Effizienz aneinander binden. Genauer gesagt werden Kodons fiir hydrophobe bzw. hydrophile
AS auf dem einen Strang der DNS durch solche fiir entsprechend hydrophobe bzw. hydrophile
auf dem anderen DNS-Strang komplementiert und Kondons fiir ungeladene
(leicht hydrophile) AS haben die Tendenz durch die gleichen ergéinzt zu werden

Smith, 1984).
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Kodierender Strang Nicht kodierender Strang
Kodon Aminosiure HW Kodon Aminosiure MW MW-
Anderung

Ind. MW

AUU Isoleuzin +4.,5 AAU Aspartat -3,5

AUC Isoleuzin AAU Saparaginsdure -3,5 -2,8 -7,3

AUA Isoleuzin AAU Tyrosin -1.1

GUU Valin +4,2 AAC Aspartat -3,5

GUC Valin GAC Saparaginsdure -3,5 -2,9 -7,1

GUG Valin CAC Histidin -3,2

GUA Valin UAC Tyrosin -1,3

CUU Leuzin +3,7 AAG Lysin -3,9

CUC Leuzin GAG Glutaminsdure -3,5

uuG Leuzin AAG Glutamat -3,5 -3,6 -7,3

CUG Leuzin AAG Glutamat -3,5

Uuu Phenylalanin +2,7 AAA Lysin -3,9 -3,7 -6,4

uucC Phenylalanin GAA Glutaminsiure -3,5 -3,7 -6,4

UGU Cystein +2,5 ACA Threonin -0,7 40,6 -1,9

UGC Cystein GCA Alanin +1,8 +0,6 -1,9

AUG Methionin +1,9 CAU Hietidin -3,2 -3,2 -5,1

GCG Alanin +1,8 CGC Arginin -4,5

GCU Alanin AGC Serin -0,9

GCC Alanin GGC Glycin -0,4 -0,8 -2,6

GCA Alanin UGC Cystein +2,5

Tabelle 3.7: Hydropathiewerte der zu hydrophoben AS komplementiren AS (AS, Aminosiure;
HW, Hydropathiewert; MW, Mittelwert)

Diese Hypothese eines molekularen Erkennungskodes wurde hinsichtlich einer definierten Er-
klarung kritisch aufgenommen und auf Reproduzierbarkeit durch verschiedene Studien ge-
priift. Blalock und Kollegen selbst vermuteten, dass zwei komplementére Nukleinsduren re-
prasentierende Peptide gerade die Konformationen annehmen, die zu einer spezifischen und
hochaffinen Bindung des Paares fiihrt (Bost et al., 1985a)). Im Einklang mit dieser Idee ist

die Identifikation von Regionen sich ergénzender Nukleotide, welche spezifisch mit Rezepto-

ren und den entsprechenden Liganden assoziiert sind (Bost et al., 1985b]), wobei die jewei-

ligen Sequenzen die Kontaktstellen des Bindepaares darstellen (Weigent et al., 1986} [Kuo]
& Robb, 1986)). Diese Beobachtung lie8 die Vermutung zu, dass moglicherweise eine &hnli-

che Beziehung hinsichtlich des Immunsystems bestehen kénnte, besonders da Erlanger zeigen

konnte, dass bestimmte anti-idiotypische Antikorper gegen anti-Hormon-Immunglobuline die

Aktivitdt der Hormone mimikrieren (Erlanger, 1985} zusammengefasst in [Erlanger, 1989)).

Weitere Studien verifizieren sowohl die Ligand /Rezeptor-Beziehungen von durch komplemen-
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tédre Nukleinsduren kodierter Peptide (Blalock & Bost, 1988} [Slootstra & Roubos, 1991) als
auch die Vermutung hinsichtlich der Verbindung zum Immunsystem und der Wirkung anti-
idiotypischer Antikorper (Smith et al., 1987 [Smith & Blalock,1988; [Bost & Blalock, 1989)).

Bretani erklirt diese Komplementaritidt durch eine Art Ko-Evolution interagierender Proteine

sich entsprechend ergéinzender Exons, welche eine Beschleunigung der eigentlichen Evoluti-

on zur Folge hat (Brentani, 1988]). Dabei konnten Rezeptor und Hormon von demselben

einzelnen DNS-Molekiil abstammen, von dem ein Strang den Rezeptor und der andere das

Hormon kodiert (Slootstra & Roubos, 1991)). Trotzdem bleibt der genaue Mechanismus un-
klar und bedarf weiterer Forschung (Brentani, 1990)). Obwohl bis heute immer noch nicht alle

Grundlagen der sogenannten komplementéiren Hydropathie geklirt sind, konnten zahlreiche

Studien die molekulare Grundlage von sich erginzenden (antisense) Peptidinteraktionen be-
legen (Markus et al., 1989; |[Kohler & Murali, 2001]), diese molekulare Erkennungstheorie in in
vivo-Experimenten verifizieren (Stambuk et al., 2005)) und durch sie Rezeptoren
sowie Bindestellen ({de Souza & Bretani, 1992 Milton et al., 2001)) und Bindepartner
(Williams et al., 2005)) identifizieren.

3.4.2 Sequenzanalyse

Computer-basierte Sequenzanalysen und Vergleichsstudien von DNS- und Proteinsequenzen

wurden mit Hilfe des Lasergeneprogramms durchgefiihrt (DNASTAR, Inc., www.dnastar.coml).

Es wurden die folgenden Datenbanken benutzt: der Medline-, BLASTN- und BLASTP-Server

des National Centers fiir Biotechnologische Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.govj).
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse gliedern sich in zwei Teile. Teil A beschéftigt sich mit der Identifikation
neuer APP-Bindepartner sowie der Charakterisierung dieser und schon bekannter hinsichtich
der v-Sekretase-vermittelten Spaltung. Wahrend Studie 1 die Ergebnisse der Suche nach an
die APP-vy-Spaltstelle bindenden Proteine darstellt, zeigen Studie 2 (Kreatinkinase-B) und
Studie 3 (Calretikulin) Resultate der nidheren Beschreibung der jeweiligen Interaktion mit
APP und beziiglich des Calretikulin mit PS1 sowie anderen Komponenten der vy-Sekretase
im Vergleich mit dem Zelladhdsionsmolekiil L.1. Teil B des Ergebnisteils dieser Arbeit zeigt
die Resultate der Proteolyse von APP und L1 durch die Metalloproteinase ADAMS, ADAM9

und die Gelatinasen.

4.1 \1dentifikation APP-bindender Proteine - Charakterisierung der Interaktion
hinsichtlich der Funktionen sowie der amyloidogenen Prozessierung von APP

Das Amyloid Precursor Protein (APP) ist ein Typ 1-Transmembran-Glykoprotein von 695-
770 Aminosduren Lange bzw. ~110kDa (Price und Sisodia, 1998t |Gong et al. 2003)), wird
ubiqitdr an der Zelloberfliche exprimiert und ist zwischen den Spezies hoch konserviert

[Strooper & Annaert, 2000)). Es gelangt iiber den sekretorischen Weg in endosomale Kompar-

timente und wurde auch in Mitochondrien gefunden (Anandatheerthavarada et al., 2007)). Im

Gehirn kommen iiberwiegend drei Isoformen vor, wobei APP695 hauptséchlich von Neuronen
(Agca et al., 2008]), APP751 und APP770 hingegen von Glia- und anderen nicht-neuronalen
Zellen exprimiert werden (Small et al., 1996; [Wilson et al., 1999). APP ist funktionell am
Neuritenwachstum, der Zelladhésion, synaptosomalen Funktionen und der Apoptoseinduk-
tion beteiligt (Koo, 2002} [Zheng und Koo, 2006]). Es hat seinen Namen erhalten, da es das
Vorlauferprotein des in amyloiden Plaques enthaltenen A3 Peptids (AS)ist. AS ist maf-
geblich an der Entstehung der Alzheimer-Krankheit beteiligt (Findeis, 2007} [Spencer et al.|
2007 [Sundelof et al., 2008)). Die Prozessierung des Amyloid Vorlduferproteins erfolgt auf
zwei Wegen nach dem Mechanismus der regulierten intramembranen Proteolyse (RIP,
mu und Yankner, 2002)), wobei der eine jeweils den anderen ausschliefit. Der amyloidogene
Weg fiihrt durch (§-Sekretase-Spaltung erst zu den Produkten sGAPP (16slich) und C99 (99
Aminoséduren, Stumpf in der Membran). Die anschliefende Proteolyse des C99-APP durch

die y-Sekretase resultiert in der Bildung von A und des CTF (intrazelluldres Fragment,
AICD, [Verdile et al., 2007)). Eine Identifikation von Proteinen, die an der y-Proteolyse von
APP beteiligt sind, konnte helfen, die Alzheimer-Krankheit, deren Entstehung und Verlauf
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zu verstehen und moglicherweise eine geeignete Therapie zu entwickeln.

Konzept und Synthese des antisense(D)-Peptids und des anti-D-Antikdrpers

Mit dem Ziel, Bindepartner der APP-+-Spaltstelle zu identifizieren, und in Anlehnung an das

Konzept der Komplementiren Hydropathie (Kap. 3.4.1, S. 89)) wurde ein Antisense-Peptid
von 15 Aminosiduren Linge (Tab. 4.1, S. 95)) hergestellt, das zu der ~-Spaltstelle von APP
komplementér ist (D-Peptid). Sowohl das Konzept des D-Peptids, das zur Herstellung des

anti-D-Antikorpers verwendet worden ist, als auch die Vorarbeiten zu dessen Synthese erfolg-
ten von Dr. F. Ploger (ZMNH, Hamburg).

APP Sequenz
N M \% G G A\ Vv I A T A\ I Vv I T L (@]

5 atg gtg ggc ggt gtt gtc ata gecg aca gtg atc gtc atc acc ttg 3’
3’ tac cac ccg cca caa cag tat cgc tgt cac tag cag tag tgg aac 5

C H H A T N D Y R C H D D D G Q N
komplementére (D Peptid) Sequenz

Abb. 4.1: Aminosidure-/DNS-Sequenz der APP-v-Spaltstelle und des D-Peptids

Entsprechend des Konzeptes der Komplementéren Hydropathie (Kap. 3.4.1, S. 89)) komple-
mentiert das D-Peptid den entsprechenden APP-Bereich (Schliissel-Schlo-Prinzip) und kann

so den interagierenden Teil von funktionellen Bindepartnern der APP-v-Spaltstelle darstellen.

Erwartungsgeméaf sollten Antikorper, die durch Immunisierung von Kaninchen mit diesem
Peptid erhalten werden, Liganden oder Interaktionspartner von APP erkennen (Abb. 4.2,
S. 95)).

Serum, Reinigung durch
Affinitdtschromatographie

D-Peptid Immunisierung
_—

LI

Potenzielle Bindungspartner

von der App y-Spaltstelle ‘
Affinitdtschromatographie

- \ (Gehirnfraktionen)
APP y-Spaltstelle }f /

I antisense(D)Peptid ’

Abb. 4.2: Konzept der Identifikation von an die APP-vy-Spaltstelle bindender Proteine

Die durch Immunisierung eines Kaninchens mit dem D-Peptid erhaltenden anti-D-Antikorper repriasentie-
ren die APP-vy-Spaltstelle und kénnen daher mittels Affinitdtschromatigraphie unter Verwendung geeigneter
Mausgehirnfraktionen potentielle APP-bindende Proteine identifizieren.
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4.1.1 Studie 1: Identifizierung neuer Bindepartner der APP ~-Spaltstelle

4.1.1.1 Charakterisierung der anti-D-Antikérper

Die Immunglobulinfraktion des Serums des zuvor mit dem D-Peptid immunisierten Kanin-
chens wurde mit der Affinitdtschromatographie unter Verwendung von zwei unterschiedlichen
Séulen erhalten. Einerseits erfolgte die Aufreinigung des anti-D-IgGs mit Hilfe des Bio-Rad
DEAE Affi-Gel Blue Gel Kits durch Entfernen von Albumin und anderen Serumproteinen
(Kap. 3.1.10.1, S. 60)). Andererseits wurde die Isolierung mittels einer Protein A Sdule durch-

gefithrt (Kap. 3.1.10.2, S. 61)). Der gereinigte und konzentrierte anti-D-Antikorper wurde zur

Charakterisierung und Bestimmung der einer geeigneten Fraktion fiir die weitere Analyse
jeweils mittels SDS-PAGE und Immunoblot-Analyse gegen Mausgehirnhomogenat und ver-
schiedene mit den ensprechend unterschiedlichen Organellen angereicherten Gehirnfraktionen
getestet. Die Herstellung dieser Fraktionen erfolgte durch Zentrifugation des Gesamtgehirn-
homogenats von Wildtypméusen bei 1000 * g und anschlieSend bei 17000 * g. Die jeweiligen
Sedimente wurden durch Ultrazentrifugation mittels verschiedener Sucrosegradienten aufge-
trennt (Abb. 3.1, S. 59) und die verschiedenen Fraktionen gesammelt. Aus dem 1000 * g

Sediment konnten so Fraktionen, angereichert mit Synaptosomen von Moosfasern (SynMF),

Ranvier’sche Schniirringe (RV) sowie Myelin (My1) erhalten werden und aus dem 17000 * g

Sedimentes wurden Fraktionen mit Synaptosomen (Syn), Axolemma (A), Periaxolemma (PA)

sowie kompaktem Myelin (My2) isoliert (Taupin et al., 1994]). Dariiber hinaus ist eine Probe
des 17000 % g Uberstandes (S1) zum Testen des anti-D-IgG mit auf das SDS-Gel aufgetragen
worden (Abb. 4.3, S. 96).

A B
kDA GH RS My2 Myl synMF Sedl S1  syn Sed2 PA A  kDa 51 RS SynMF Myl My2 Syn
150 — 150 —
— - —
100 — — p— —
75 — . 80 — — -—
- e8] —
50— - WS - - — pr—
-— - - 48 —
37 - ” — —
36 —

Abb. 4.3: Spezifitidt des anti-D-Antikérpers

Immunoblot-Analyse verschiedener Mausgehirnfraktionen nach Sucrosegradientenzentrifugation unter Verwen-
dung des anti-D-IgGs nach Aufreinigung mittels des Bio-Rad DEAE Affi-Gel Blue Gel Kits (A) und nach
Protein A-Aufreinigung (B)

Die Immunoblot-Analyse des gesamten Gehirnhomogenates (GH), SynMF und Syn zeigen

unter Verwendung des mittels des Kits aufgereinigten anti-D-IgGs mindestens vier Banden
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im Bereich von 40kDa bis 100kDa, von denen nur je zwei Banden in der Spur RV und
My2 (40kDa/50kDa) und in der Spur S1 (40kDa/100kDa) auftreten (Abb. 4.3, S. 96/A). Die

Immunoblot-Analyse unter Verwendung des mit Hilfe der Protein A-Saule erhaltenen Anti-

korpers zeigt fiinf Banden in dem gleichen Groéflenbereich (40kDa-100kDa), die jedoch aus-
schliefflich in den Spuren der Synaptosomen-Fraktionen (SynMF/Syn) auftreten
S. 96B). Helen Strekalova konnte im Rahmen ihrer Doktorarbeit bereits an die v-Spaltstelle-
bindende Proteine mit einem Molekulargewicht von 50kDa-60kDa identifizieren
, weshalb besonders auf das Vorhandensein von anti-D-IgG-erkannten Proteinen
auferhalb dieses Bereichs (30kDa/40kDa/100kDa) geachtet wurde. Deshalb, und weil der
die APP-~v-Spaltstelle repriasentierende Antikorper nach beiden Aufreinigungsmethoden die
meisten Proteine in den Fraktionen SynMF und Syn erkannt hat, wurden diese zur weiteren

Verwendung ausgewéhlt.

4.1.1.2 Expression von APP in den verschieden Gehirnfraktionen

Um zu Uberpriifen, ob diese Fraktionen (SynMF /Syn) eine ausreichende Menge APP enthal-
ten und demnach zur Identifizierung von APP-Bindepartners geeignet ist, wurde die Expres-
sion des Amyloid Vorlduferproteins ebenfalls in den entsprechenden Gehirnfraktionen mittels

Immunoblot-Analyse untersucht.

kDa RY A Myl SynMFSedl Syn My2 S1 PA Sedz2

150 — .
5- M T L

Abb. 4.4: Expression von APP in verschiedenen Mausgehirnfraktionen
Immunoblot-Analyse der Fraktionen nach Sucrosegradientenzentrifugation unter Verwendung des 22C11 anti-
APP Antikorpers

Die fiir APP typische Doppelbande im Bereich von 110kDa, die dem nicht komplett (un-
reifen) und dem vollsténdig (reifen) glykosylierten Protein entspricht, ist fiir alle Fraktionen
erkennbar. Die Immunfdrbung in der Spur des Gesamthomogenates hat erwartungsgeméf
die hochste Signalintensitéit. Im Vergleich mit den anderen Fraktionen ist die der Spuren
SynMF /Syn neben RV und Myl/My2 am stirksten. Das ldsst auf eine der von anti-D-IgG
erkannten Proteinen &hnliche Verteilung der APP-Expression schlieen. Fiir alle weiteren

Versuche werden daher die Synaptosomen-Fraktionen SynMF sowie Syn verwendet.

4.1.1.3 Charakterisierung der vom anti-D-IgG erkannten Proteine

Es stellte sich nun die Frage, ob die vom anti-D-IgG erkannten Proteine 16slich oder membran-

gebunden sind. Da es sich um mégliche Bindepartner der APP ~-Spaltstelle handelt, liegt die
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Vermutung nahe, dass es zumindest membranassoziierte Proteine sind. Um diese Frage zu kl&-
ren, wurden die Synaptosomen-Fraktionen vereinigt und in Gegenwart von 10mM Tris/HCI,
pHS,0 sowie 2,5mM EDTA inkubiert und anschliefend durch Zentrifugation bei 17000 * g in

Sediment und Uberstand getrennt.

kDa Sed §]

116 — gy

80 —
—
61_-—-
—

48 —
—
-

36 —

Abb. 4.5: Charakterisierung der vom anti-D-IgG erkannten Proteine (L&slichkeit)
Immunoblot-Analyse der .synaptosom?ulen Fraktionen nach Inkubation mit 10mM Tris/HCI, pH8,0 und 2,5mM
EDTA; Sediment (Sed); Uberstand (U)

Die Immunoblot-Analyse der resultierenden Proben lisst klar erkennen, dass die charakte-

ristischen vom anti-D-IgG erkannten Banden ausschlieflich dem Sediment zuzuordnen sind

(Abb. 4.5, S. 98|). Demnach sind alle vom a-antisense-Antikorper erkannten, moglicherweise

APP-bindenden Proteine membranassoziiert oder -gebunden.

Um diese Proteine in Losung zu iiberfiithren, wurden Detergenzien verwendet
und ihr entsprechendes Losungsverhalten beziiglich der Proteine miteinander verglichen. In
PBS aufgenommene Synaptosomen-Fraktionen wurden mit je 1% TritonX-100, NoGP oder
CHAPS versetzt und nach einer Inkubation von 1Stunde bei 4°C bei 17000 * g zentrifugiert.
(Kap. 3.1.9, S. 59). Die resultierenden Uberstinde sowie Sedimente wurden mittels SDS-
PAGE und Immunoblot unter Verwendung des anti-D-IgGs analysiert. TritonX-100 ist ein

nichtionisches Tensid aus der Gruppe der Octylphenolethoxylate, schwer dialysierbar, aber
gut geeignet, um Membranproteine in ihrer nativen Konformation aus Membranen herauszu-
16sen. Auch NoGP ist nichtionisch, unterscheidet sich aber von TritonX-100 durch seine Milde
und gute Dialysierbarkeit. Bei CHAPS handelt es sich um ein zwitterionisches, gut dialysier-

bares Detergenz, welches die Membranproteine mittels Denaturierung in Lésung bringt.

Die Analyse des Losungsverhaltens der vom anti-D-IgG erkannten Proteine zeigt bei einer
Verwendung von TritonX-100 im Vergleich mit NoGP und CHAPS die meisten Banden in der
Spur des Uberstands (Abb. 4.6, S. 99A-C). TritonX-100 ist in der Lage, die entsprechenden

Proteine zu l6sen, wobei jedoch etwa die Hélfte davon im Sediment verbleibt. Sowohl NoGP

als auch CHAPS konnen die moglichen APP-Bindepartner nicht ausreichend in die 16sli-

che Fraktion tiberfithren. In beiden Fillen 16sen sich hauptséchlich die Proteine um 60kDa,

mit welchem Molekulargwicht bereits Proteine identifiziert worden sind (Helen Strekalova,|
2004)). Da die fiir diese Studie interessanten, unbekannten Proteine um 40kDa und 100kDa

von TritonX-100 zu einem groflen Teil von den Membranen abgeldst werden konnten, wurde
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Abb. 4.6: Losungsverhalten der méglichen APP-Bindepartner
Verwendung von 1% TritonX-100 (A), n-octyl3-D-Glucopyranosid (NoGP) (B), CHAPS (C) und des modifi-
zierten Lysepuffers mit 1% CHAPS (D)

dieses Detergenz fiir erste Affinitdtschromatographievesuche eingesetzt. Allerdings stellte die
nicht durchfithrbare Dialysierbarkeit von TritonX-100 ein nicht zu iiberwindendes Problem
dar. Das Volumen der die moglichen APP-Bindepartner enthaltenden Elutionsfraktionen der
Affinitdtschromatographie musste zur Anreicherung der entsprechenden Proteinmengen nach
Austausch des Elutionspuffers gegen PBS eingeengt werden, damit die anti-D-IgG-erkannten
Proteine in ausreichender Konzentration in den Proben vorhanden waren und so mittels
Coomassie sichtbar gemacht und zur weiteren Analyse aus den jeweiligen SDS-Gelen aus-
geschnitten werden konnten. TritonX-100 konnte aber weder dialysiert werden noch war es
moglich, die das Detergenz enthaltenden Proben einzuengen. Zudem erschwert TritonX-100
eine Regeneration der Sdule und 16ste vermehrt Antikérper von der Matrix. Daher wurde
ein CHAPS enthaltender Lysepuffer (20mM Tris/HCl, pHS8,0, 150mM NaCl, 5mM EDTA)
eingesetzt, durch den sowohl die interessanten Proteine im Bereich von 40kDa und 100kDa
in Losung tiberfiihrt, als auch die Sdulen nicht geschédigt wurden (Abb. 4.6, S. 99D).

4.1.1.4 Affinitatschromatographie

Es wurden zwei verschiedene Sdulen mit dem isolierten und gereinigten anti-D-IgG prapa-
riert. Die Kopplung der Antikérper an CNBr-aktivierte Sepharose 4B erfolgt kovalent und

ungerichtet und wird aufgrund einer geringen Stabilitét bei mehrfachem Gebrauch der Saule

wieder gebrochen (Kap. 3.1.12.2, S. 63)). Im Gegensatz dazu werden die Antikorper mittels

des CarboLink Kits tiber oxidierte Zuckerreste des Fc-Teils in gerichteter Orientierung an
die Matrix gebunden, wodurch deren Epitope zur Bindung freibleiben. (Kap. 3.1.12.1, S. 62]).

Die synaptosomalen Gehirnfraktionen wurden nach Lyse durch den entsprechenden Puffer

auf die Séulen geladen. Die Sdulen wurden mit den durch den entsprechenden Puffer ly-
sierten, Synaptosomen-Fraktionen von WT-Mausgehirnen beladen und mindestens zweimal
mit Waschpuffer steigender Salzkonzentration und/oder unterschiedlichem pH-Wert gewa-
schen. Die Elution der gebunden Proteine erfolgte im Fall der CNBr-aktivierten Matrix mit

einer Elutionslésung von 20mM Ethanolamin, 150mM NaCl, 0,2% Detergenz und einem pH-
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Wert von 11,5. Bei der CarboLink Siule wurden die moglichen APP-Bindepartner mittels
0,1M Glycin, pH2,5 durch einen pH-Shift eluiert. Die aufgefangenen Elutionsfraktionen wur-

den direkt mit der entsprechenden Losung neutralisiert (Kap. 3.1.13, S. 64]), konzentriert
(Kap. 3.1.11, S. 61)) und unter Verwendung von SDS-PAGE (Kap. 3.1.1, S. 46) in die ein-

zelnen Proteine aufgetrennt. Im Vergleich mit dem Muster der Immunoblot-Analyse war es

moglich, einzelne, von dem anti-D-Antikorper erkannte Banden aus den Coomassie- und sil-
bergefarbten Gelen (Kap. 3.1.4, S. 50) auszuschneiden (Abb. 4.7, S. 100))
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Abb. 4.7: Affinitidtschromatographie der Synaptosomen von WT-Méiusen

Die mit immobilisiertem anti-D-Antikérper priparierten Sdulen (A:CNBr-aktivierte Sepharose-4B;
B/C:CarboLink) wurden mit den lysierten Synaptosomen-Fraktionen von Mausgehirnhomogenat beladen,
mehrfach gewaschen und gebundene Proteine mit der entsprechenden Losung eluiert. Nach direkter Neutra-
lisation erfolgte die Konzentration der Elutionsfraktionen, die Auftrennung der enthaltenen Proteine mittels
SDS-PAGE und das Sichtbarmachen derselben durch Coomassie- oder Silberfiarbung. Im Vergleich mit der
entsprechenden Immunoblot-Analyse konnten die vom anti-D- Antikérper erkannten Banden mit einem Mo-
lekulargewichtes moglicher neuer (schwarze Pfeile) und bereits identifizierter APP-Bindeproteine (rote Pfeile)
identifiziert, aus den jeweiligen Gelen ausgeschnitten und zur Sequenzanalyse mittels Massenspektrometrie
gegeben werden.

Es wurden sowohl SDS-Banden im Bereich von 100kDa, 40kDa und 28-30kDa ausgeschnitten
als auch Proteine mit einem Molekulargewicht von 50kDa bzw. 55kDa. Diesem Groflienbereich
zugehorig sind bereits zwei Proteine als APP Bindepartner entdeckt und bestétigt worden
(Kap. 4.1.2, S. 113} [Kap. 4.1.3, S. 116§ [Strekalova, 2004)). Der im Verlauf dieser Studie aufge-
reinigte polyklonale anti-D-Antikorper kénnte jedoch aufgrund der unterschiedlichen Metho-

de der Aufreinigung auch innerhalb dieses Bereichs neue potentielle Bindeproteine der APP
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~v-Spaltstelle identifizieren.

4.1.1.5 Sequenzanalyse der ausgeschnittenen Proteinbanden

Die mittels Coomassiefarbung und mit Silber sichtbar gemachten und auch vom anti-D-

Antikorper erkannten Proteinbanden wurden aus den jeweiligen SDS-Gelen ausgeschnitten

(Kap. 3.1.14, S. 66) und mittels der MALDI-Massenspektrometrie (Matriz-Assisted Laser

Desorption/Ionisation) (Jensen et al., 1997 [Mortz et al., 1994]) untersucht. Die Analyse und

folgende Auswertung der Daten erfolgte von Dr. F. Buck und Herrn S. Harder vom Institut

fiir Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie, UKE Hamburg. Die ermittelten Aminoséure-

sequenzen lieflen die in folgender Tabelle (Tab. 4.1, S. 101)) aufgefithrten Proteine als mogliche
Bindepartner der APP ~-Spaltstelle zu.

Grofle der ausgeschnittenen
SDS-Bande [kDa]

Ergebnis der Sequenzanalyse

GroBe des Proteins [kDal

100 a-Actinin 100
Dynamin I 100
Endoplasmin (GRP94 / gp96) 90 - 100
Hexokinase Typl 100
myelin-associated glycoprotein (MAG) 100
NaT-K+-ATPase a3 (, a1, a2)-Untereinheit 105 - 110

50 - 55 Kreatinkinase, B Isoform 42 - 47
a-I1I-Spectrin 52
glyceraldehyd-3-P-dehydrogenase (GAPDH) 37

40 Zitratsynthase 45

28 - 30 14-3-3, diverse Proteine ~28
ATP-Synthase, diverse Untereinheiten, 14 - 54
Clg-Bindeprotein (Ektocalreticulin) 33 - 47
dihydropyrimidinase-related Protein 2 ( DRP-2, CRMP-2) 64
vakuoldre ATP-Synthase, Untereinheit E1 21 - 28

Tabelle 4.1: Mogliche Bindepartner der APP ~-Spaltstelle (Erhalten durch

Affinitdtschromatographie und massenspektrometrische Analyse der

ausgeschnittenen SDS-Banden)

Die [Tab. 4.2, S. 103| gibt einen kurzen Uberblick der jeweiligen Vorkommen und Funktionen.
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Protein

a-Actinin

Dynamin I

GRP94

Hexokinase Typ 1

MAG

Nat-/Kt-ATPase

Kreatinkinase-B (CK-B)

a-I1-Spectrin

GAPDH

Zitratsynthase

Funktion / Vorkommen

strukturelle und regulatorische Funktio-
nen beziiglich des Zytoskeletts, Regulation
verschiedener Ionenkanile

gehirnspezifische, prasynaptische GTPa-

se,

beteiligt an der Endozytose synaptischer
Vesikel

Ca?t-bind. Chaperon d. ER Lu-
mens/Zelloberfliche, Apoptosegegenspie-
ler

Enzym der Glykolyse, bindet an die
duBere Mitochondrienmembran (VDAC),
Apoptoseregulation

transmembranes Glycoprotein in Gliazel-
len, beteiligt an der Ausbildung der Myel-
inscheide

TIonenpumpe in der Zellmembran, vermit-
telt Signaltransduktion, beteiligt an Gen-

regulation und Zellwachstum

zytosol., gehirnspezifische Isoform, regu-
liert ATP Level in subzell. Kompartimen-
ten, beteiligt an synapt. Funktionen + der
Kalziumhomeostase
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14-3-3 konservierte Proteinfamilie, binden multi- [Boston et al., 1982

ple funktionell verschiedene Signalprotei-
ne

Aitken, 2006

ATP-Synthase Protonenpumpe der inneren |[Godinot & Pietro, 1986!

Mitochondrien- oder Zellmembran,
ATP Synthese

Chi & Pizzo, 2006

Ektocalreticulin Zelloberflichenform von Calretikulin, bin- |[Lynch et al., 2002
det den Komplementfaktor Clq

McGreal et al., 2002

DRP-2/CRMP-2 intrazellulédre Signaltransduktion wihrend |Goshima et al., 1995
der Entwicklung des Nervensystems

Arimura et al., 2000)

Vakuoldre ATP-Synthase Protonenpumpe in Endo- oder Zellmem- |Stevens & Forgac, 1997
bran, Aufrechterhaltung des pH Wertes

Nishi & Forgac, 2002

Tabelle 4.2: mogliche APP-Bindepartner - Funktion, Vorkommen und Referenz

Nicht alle aufgrund der massenspektrometrischen Untersuchung vorgeschlagenen Proteine
scheinen auf den ersten Blick geeignet, als mdgliche, im Bereich der «-Spaltstelle bindenen,
APP-Interaktionspartner. Es gibt jedoch einige Molekiile, die mit der Alzheimer-Krankheit
bzw. APP in Verbindung gebracht werden kénnen und mit dem Clg-Bindeprotein ein Re-
sultat, welches auch ein Ergebnis der &hnlichen Studie von Helen Strekalova
war, und als an die y-Spaltstelle von APP-bindend bestétigt wurde. Im Folgenden wer-
den diese eventuell mit APP interagierenden Proteine kurz hinsichtlich ihres Vorkommens,
der Struktur und Funktion eingeleitet. Dabei bilden die beiden schon bestétigten Ergebnisse
(CRT/CK-B; [Strekalova, 2004) den Anfang, gefolgt von den im Rahmen dieser Studie nicht

behandelten Proteinen. AbschlieBend werden die Proteine beschrieben, die durch weitere Ex-

perimente beziiglich ihrer Bindung an APP iiberpriift worden sind.

Das losliche, Kalzium-bindende Chaperon Calretikulin (CRT) wurde bereits im ersten Teil
dieser Arbeit als APP-Interaktionspartner eingefithrt (Kap. 1.9.2, S. 21)) und bildet das zen-
trale Protein der dritten Studie des Ergebnisteils dieser Arbeit (Kap. 4.1.3, S. 116). CRT
wird ubiquitdr exprimiert, hat multiple Funktionen (Johnson et al., 2001)) und hat als Zello-

berflichenform die Bezeichnung Ektocalreticulin oder Clg-Bindeprotein, da es den Komple-
mentfaktor Clq binden und so den klassischen Komplementweg inhibieren kann (Lynch et
AT, 2002).

Auch die in der Einleitung schon beschriebene Kreatinkinase-B (Kap. 1.9.1, S. 20) konnte

durch Helen als APP-bindend mittels Co-Immunprézipitation bestéitigt werden, nachdem es

jedoch mittels des die S-Spaltstelle von APP reprisentierenden anti-C-IgGs identifiziert wor-

den war (Strekalova, 2004)). Auf eine mogliche Interaktion der beiden Proteine sowie weitere

diesbeziigliche Experimente wird im néchsten Ergebnisteil (Kap. 4.1.2, S. 113)) genauer ein-

103



4 Ergebnisse

104

gegangen.
Auf die nun folgenden sieben als Bindepartner der APP-y-Spaltstelle vermuteten Proteine
wurde nicht weiter eingegangen. a-Actinine gehoren zu der Familie der Spectrine und sind
Actin-bindende und -biindelnde Proteine mit strukturellen und regulatorischen Funktionen
im Bereich des Zytoskeletts und der Muskelkontaktion (Broderick & Winder, 2005} [Dixson et
al., 2003)). Dariiber hinaus regulieren sie eine Vielzahl verschiedener Ionenkanile (Krupp et|
lal., 1999 |Li et al., 2005} [Lu etal., 2007)) und sind an der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten
beteiligt (Hansen & Beckerle, 2008|).

Das Transmembranprotein Endoplasmin (GRP94, gp96) ist ein Kalzium-bindendes Chaperon
des ER-Lumens (Koch et al., 1985; [Kang & Welch, 1991} [Soldano et al., 2003|) und wichtig fiir
Reifung vieler Proteine, eingeschlossen Integrine sowie Immunglobuline, ist
(1994 [Randow & Seed, 2001)). Das als Dimer auftretende Paralog zu dem cytosolischen Hsp90

(Dollins et al., 2007)) kommt auch in der Zellmembran vor, hat anti-apoptotische Funktionen

(Lee et al., 2008)) und spielt eine Rolle bei der Prion-Krankheit sowie bei Autoimmunerkran-
kungen (Ni & Lee, 2007)). Dariiber hinaus ist GRP94 durch oxidativen Stress verédndert und
beteiligt an anti-Tumor-Impfungen (Srivastava, 1996]).

Spectrin ist ein zentrales Protein der ubiquitdren und komplexen Verbindung zwischen Mem-

branen und dem Zytosol und wurde zuerst als Stiitze der Plasmamembran von Erythrozyten

entdeckt (Hsu et al., 1979)). Es ist in der Lage, gleichzeitig Transmembranproteine, zytoso-

lische Proteine, bestimmte Phospholipide und Filamente direkt oder iiber Adapterproteine

zu binden und dadurch ein Netz verbundener Mosaike zu erstellen (De Matteis & Morrow,|
. a-II-Spectrin ist die Gehirn-spezifische Spectrin-Isoform, eine der Hauptkomponenten
der postsynaptischen Dichte (PSD) und bindet in Neuronen an die zytoplasmatische Doméne
des NMDA-Rezeptors (Wechsler & Teichler, 1998)).

Die Zitratsynthase kommt in nahezu allen lebenden Organismen vor und spielt eine Schliis-

selrolle im Zitratzyklus, in dem sie als einziges Enzym eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung

bilden kann (Beard et al., 2008]|). In eukaryotischen Zellen ist die Zitratsynthase vorwiegend

auf der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert (Weigand et al., 1986; [Remington, 1992]).
Sie wird haufig als Marker fiir die Funktionalitéit von Mitochondrien verwendet (Figueiredof
let al., 2008} [Del Prete et al., 2008)).

Die ATP-Synthase ist ein sich in der inneren Mitochondrien- und der Zellmembran befinden-

der Transmembrankomplex mit den Funktionen einer Protonenpumpe und ATPase (Godinot]
I& Pietro, 1986} |Chi & Pizzo, 2006)). Dabei fungiert der losliche Teil der Synthase als ei-

ne Art molekularer rotierender Motor, der durch ATP-Hydrolyse angetrieben wird . Dieser

mechanische Prozess scheint hochreguliert (Furuike et al., 2008]), aber ist bisher noch nicht

komplett verstanden (Kramarova et al., 2008). Die a-Untereinheit dieser auch FoF; genann-

ten Synthase ist im Hippocampus mit dem Amyloid Vorlauferprotein co-lokalisiert, bindet
wahrscheinlich an die Ektodoméne von APP und reguliert dadurch den extrazellularen ATP-
Gehalt (Schmidt et al., 2007]).

Die DRP (Dihydropyrimidinase Related Protein)-2-, auch CRMP-2, Familie wird hauptséch-

lich im sich entwickelnden Nervensystem exprimiert. CRMP-2 (collapsin response mediator
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protein-2), ist eine von fiinf Isoformen und wurde als Mediator des Semaphorin induzierten

Wachstumskegelzusammenbruchs identifiziert (Goshima et al., 1995)). Dariiber hinaus ist das
etwa 65kDa Protein ein Substrat sowohl der Rho-Kinase (Arimura et al., 2000)) als auch von
CDK-5 (Brown et al., 2004]) und beteiligt an der Axogenese durch Aufbau und Aufrechter-
haltung der neuronalen Polaritdt (Arimura et al., 2004)).

Die vakuolire ATPase (vATPase) ist ein in Aufbau und Funktion der FoF;-ATPase dhnlicher

Enzymkomplex, welcher sich in der Membran vieler Zellorganellen und an der Zelloberfliche

befindet. Der Komplex besteht aus mindestens einer 100kDa und einer 40kDa Untereinheit,
sowie drei 16-21kDa grofien Proteolipiden und generiert in Lysosomen den niedrigen pH-Wert
(Stevens & Forgac, 1997} [Nishi & Forgac, 2002|). Dariiber hinaus ist die vATPase mafigeblich
beteiligt an der Migration und Invasion von Tumoren (Sennoune et al., 2004 und kann mit
Ap co-prizipitiert werden (Verdier et al., 2005|).

Die nun folgenden fiinf moglicherweise an die APP-y-Spaltstelle bindenden Proteine wurden

durch weitere Experimente beziiglich dieser Bindung iiberpriift. Die prasynaptische 100kDa
GTPase Dynamin (DNM) wurde 1989 als ein Mikrotubuli bindendes Protein entdeckt (Shp-|

fetner et al., 1989) und ist ein Mitglied einer groflen Familie von dynaminédhnlichen Proteinen

(Urrutia et al., 1997)), von der drei Isoformen in Sdugetieren existieren. DNM1 ist ein modulé-

res Protein mit vier identifizierten Doménen (Abb. 4.8, S. 105]), wird ausschlieBlich im Gehirn

exprimiert und ist in den Nervenenden angereichert, in denen synaptische Vesikel endozytiert
werden (SVE) (Smillie & Cousin, 2005)).

A
B., ’A/T/,/ \ i

1 1

o
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I cdk5 i PI‘I(C

Abb. 4.8: Dynamin 1: Doménenstruktur und Phosphorylierungsstellen

(A) modulédres Protein Dynamin 1 (DNM1): Die PH Doméne interagiert mit PI(4,5)P2 und ist, wie die GTPase
Domaéne essentiell fiir SVE. Die GED kontrolliert sowohl die DNM1 Zusammensetzung als auch die Aktivierung
der GTPase Doméne. Die C-terminale PRD interagiert mit vielen Proteinen, eingeschlossen endozytotische
Proteine, wie Amphiphysin 1 und 2, Endophilin und Syndapin, und Signalweiterleitung/Zytoskelett-Proteine
wie P85, Grb-2, PLC~, Actinfilament bindendes Protein, Profilin, Cortactin, Intersectin und Calcineurin.
(B) Lokalisation der in vitro und in vivo-Phosphorylierungsstellen der DNM1-PRD. Die Aminosiuresequenz
entspricht den Resten 769 bis 798 dieser Doméne. Die fettgedruckten, unterstrichenen Serine (774/778) zeigen
die endogenen cdk5 Phosphorylierungsstellen an, wihrend das nur unterstrichene Serin (795) ausschlieBlich in
vitro von der PKC phosphoryliert wird.

Das glykolytische Enzym Hexokinase wurde bereits 1948 aus Hefe aufgereinigt
, katalysiert, unter ATP-Verbrauch, die Reaktion von Glukose zu Glukose-6-
Phosphat, besitzt eine hohe Affinitét fiir Glukose, folgt der Michaelis-Menten Kinetik und
wird durch das Produkt der katalysierten Reaktion inhibiert (Weil-Mahlherbe & Bone, 1951)).
Es existieren drei Isoformen in Sdugetieren, von denen die aus der zwei Regionen bestehende
HXK Typl (Abb. 4.9, S. 106) das katalytische Zentrum moglicherweise im C-terminalen Teil
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hat (Andreoni et al., 2005) und im Gegensatz zu den anderen den Glukose-Katabolismus
fordert . Die auch an der Zelloberfliche vermutete HXKI (Claeyssen et al.,|
bindet VDAC (wvoltage-dependent anion channel)-vermittelt an die dulere Mitochon-
drienmembran (Abu-Hamad et al., 2008)). Eine Inhibition sowohl der HXK-Aktivitét als auch
der VDAC-Bindung inhibiert das Neuritenwachstum in kultivierten Neuronen erwachsener
Ratten (Wang et al., 2008).

Abb. 4.9: Struktur der Glukose- und Phosphat-bindenden Hexokinase Typl

Aminosiure (AS) 465 teilt das Protein in die N- und C-terminale Region. Die Farbgebung gilt wie folgt:
gelb, kleine Doménen (AST75 bis 209; 448 bis 465 und AS 523 bis 657; 896 bis 913); flieder, groBe Doménen
(AS 13 bis 74, 210 bis 447 und AS 466 bis 522, 658 bis 895); violett, Segmente, die an der Ausbildung von
Salzverkniipfungen zwischen den Polypeptidketten beteiligt sind (AS 242 bis 250, 796 bis 813); blau, gebundene
Glukose; rot, gebundenes Phosphat, griin, gebundene Metallionen. Hergestellt mittels MOLSKRIPT (Kraulis,|
[1997] [Aleshin et al., 1998])

1957 wurde die Na'-/K"-ATPase bereits als ein in der Zellmembran verankerter 100kDa

Komplex charakterisiert, der unter Hydrolyse von ATP Natriumionen aus und Kaliumionen

A E% %Extrazellul'arraum B
e
__h --

Extrazelluldrraum

Protein- iaj
Cytosol untereinheiten iaj \

Abb. 4.10: Struktur und Funktion der Na*-/K"-ATPase

Die transmembrane Na*t-/K*-ATPase besteht aus zwei die ATP-Hydrolyse katalysierende a- sowie zwei gly-
kosylierten 3-Untereinheiten (A). Die a-Untereinheit besitzt acht Transmembrandoménen und hat sowohl den
N- und C-Terminus als auch die Schleife, wo ATP gebunden wird, im Zytosol. Die ATP-Bindung erfolgt durch
einen Lysinrest (K) in Folge von Aspartat-Phosphorylierung (D) und fithrt zur Ausschleusung drei Na*-Ionen
aus und zum aktiven Transport von zwei K™-Tonen in die Zelle (B).



4.1 Identifikation APP-bindender Proteine

gegen den Konzentrationgradienten in die Zelle transportiert (Skou, 1957)). Dieser Transmem-
brankomplex (Abb. 4.10, S. 106|) besteht aus zwei 3- und zwei a-Untereinheiten, von der zahl-
reiche, Zelltyp- sowie Gewebe-spezifische Isoformen existieren. Im Gehirn wird die as-Isoform

ubiquitdr exprimiert, wihrend die a1-Untereinheit hauptsichlich in Granulazellen und die a2-
Untereinheit in Astrozyten vorkommt (Dobretsov & Stimers, 2005). Die Nat-/K*-ATPase
hat auBlerdem wichtige Funktionen im Bereich der Signaltransduktion, der Genexpression und
dem Zellwachstum und wird durch AS inhibiert (Gu et al., 2004). Eine Bindung von Oua-
bain an die Ionenpumpe verdndert die Interaktion mit benachbarten Membranproteinen und
induziert die Bildung von multiplen Signalmodulen (Nakagawa, 1992} [Liu et al., 2000} [Xie)

EO03).

Das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG, Siglec-4; [Abb. 4.11, S. 107) ist ein ausschlief3-

lich in periaxonalen Schwann’schen- und oligodendroglialen Zellmembranen von Myelinschei-

den lokalisiertes 100kDa transmembranes Zelladhésionmolekiil, was dessen Funktion in glia-
axonalen Interaktionen sowohl des PNS als auch des ZNS vermuten ldsst. Dariiber hinaus ist
es wichtig fiir die Bildung und die Aufrechterhaltung der Myelinummantelung von Axonen
(Quarles, 2007). Das zur sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectin (siglec)-Untergruppe
der Ig-Familie gehorende Protein besteht aus fiinf extrazelluldren Ig-ahnlichen, einer Trans-
membran- sowie einer zytoplasmatischen Doméine, existiert in zwei Isoformen, die sich nur
in der Grofle der intrazelluliren Doméne unterscheiden und ist ein funktioneller Ligand des
Rezeptors NOGO-66 (Barton et al., 1987} [Quarles, 2007]).

Zytoskelett-Fhosphorilierung und
\erdichten von Meurofilamenten

/7 cdks — (F)

T S Erk1/2->(P)
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?
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Abb. 4.11: Struktur und Funktion von MAG

MAG (braun) besitzt fiinf Ig-&hnliche Doménen (Kreise), acht N-verbundene Oligosaccharide (Dreiecke), eine
Transmembrandoméne und zwei verschiedene C-Termini, aufgrund der die L (long)- und die S (small)-Isoform
ihre Bezeichnung haben. MAG kann in beide Richtungen agieren, wobei sowohl die Komponenten nur ver-
mutet werden als auch die Signalwege noch unklar sind. Die extrazelluldre Doméne vermittelt Axon-gliale
Interaktionen aufgrund der Bindung an eine unbekannte Komponente mit Lektineigenschaften (rot) auf der
Axonmembran oder moglicherweise nur an ein spezifisches Peptid (schwarzes Rechteck). Die Signalkaskade
aktiviert die Zyklinabhéngige Kinase-5 (cdk5) sowie die extrazelluldr-signalregulierte Kinase 1 & 2 (ERK1/2)
und fiihrt zur stérkeren Expression von phosphorylierten Neurofilamenten, was den Axondurchmesser vergro-
Bert. Es besteht auch eine reverse Signaltransduktion im ZNS mit MAG als Rezeptor, welcher die Kapazitit
von Oligodendrozyten, Myelin auszubilden und zu erhalten, erhéht. Die L- und S-Isoformen scheinen besonders
wichtig fiir die Signalleitung in Oligodendrozyten zu sein.
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Kalziumaktivierte sowie -abhéingige Proteolyse des vollstéindigen Proteins mittels Calpain-

und Cathepsin-dhnlicher Aktivitéiten fiihrt zu dem loslichen, die transmembrane und zyto-

plasmatische Doméne entbehrenden Fragment dMAG (Péivaldinen et al., 2003)). Matrixme-
talloproteasen (MMP-2, MMP-7, MMP-9) spalten MAG nahe der Transmembrandomine,
wodurch l6sliche Fragmente, unter anderem ein etwa 37kDa grofles, entlassen werden, die in
der Lage sind, das Wachstum von DRG (dorsal root ganglion)-Neuronen zu inhibieren
(ward et al., 2008]). Wenn sich das Gykoprotein auf Myelin verletztem Nervengewebe befindet,

bindet es an axonale Rezeptoren und inhibiert so Axonwachstum und die funktionale Rege-
neration (Mehta et al., 2007)).

Das glykolytische 37kDa Enzym Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH,;
katalysiert die Umwandlung von Glyceraldehyd-3-Phosphat zu 1,3-Bisphospho-
glycerat. Bei dieser Reaktion wird eine energiereiche ATP-Bindung aufgebaut und ein NAD™
zu NADH/H" umgewandelt (Racker & Krimsky, 1952)). Dariiber hinaus ist die Rolle von
GAPDH weitaus komplexer: es wurde in Verbindung mit Mikrotubuli gefunden
und ist beteiligt an multiplen anderen Funktionen, eingeschlossen Endozytose, Mem-
branfusion, Vesikeltransport, nukleirer tRNS-Transport, DNS-Replikation and -Reparatur,

Translationskontrolle, Apoptose sowie neurodegenerativen Krankheiten (Berry, 2004} [Sirover|
et al., 2005)). AuBerdem bindet GAPDH an A mit einer vermutlich pathogenen Funktion
(Verdier et al., 2005; 2008]).

Abb. 4.12: Gesamtstruktur des GAPDH Homotetramers aus menschlicher Leber

Die Untereinheiten O, P, Q und R sind in jeweils blau, gelb, rot und grau gezeigt. Jedes Monomer bindet
ein NAD" Molekiil (blau). Die Symmetrieachsen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt, wobei die Q-Achse
senkrecht zur Betrachtungsebene steht. Diese Abbildung wurde mittels des PyMOL Programms (DeLano
Scientific LLC) angefertigt (Ismail & Park, 2005]).

Die 14-3-8 Proteine sind eine Familie konservierter regulatorischer Molekiile, die in allen euka-
ryotischen Zellen exprimiert werden und ein Molekulargewicht von etwa 28kDa als Monomer
sowie ~50kDa als Dimer (Abb. 4.13, S. 109|) aufweisen.
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Abb. 4.13: Struktur des (- 14-3-3 Dimers

Das 14-3-3 Monomer setzt sich aus einem hochkonservierten N-Terminus und einem variableren C-Terminus
zusammen. Der N-Terminus enthélt die Dimerisierungszone und die a- Helices C, E, G, I, welche durch Formen
einer amphiphatischen Grube (hydrophobe und basische Aminosdurenbe, Hauptmediator der Interaktion mit
Liganden) die Hauptbindestelle erzeugen. Der C-Terminus hat eine inhibitorische Funktion bei der Vermittlung
der Ligandeninteraktion und verhindert so ungeeignete 14-3-3 Interaktionen (bearbeitet von Ralph Pantophlet
(TSRI, La Jolla) aus [Liu et al., 1995).

Diese Proteine haben die Moéglichkeit, eine Vielzahl funktional unterschiedlicher Signalprote-
ine, eingeschlossen Kinasen, Phosphatasen und Transmembranrezeptoren, zu binden. Es sind
bisher mehr als hundert Liganden identifiziert worden (Boston et al., 1982 |Aitken, 2006]),
zu denen auch die intrazellulire Doméne von APP gehort, die mit 14-3-3-y und Fe65 einen
trimeren Komplex bildet (Sumioka et al., 2005)).

4.1.1.6 Uberpriifen des Vorkommens der identifizierten Proteine in den, durch die
Affinitatschromatographie erhaltenen, Elutionsfraktionen

Zur Bestitigung, ob die durch den anti-D Antikorper aufgereinigten Fraktionen (Eluate), die
mittels Massenspektrometrie identifizierten Proteine enthalten, wurden die Elutate mit Hilfe
von SDS-PAGE und Immunoblot unter Verwendung der spezifischen Antikdrper analysiert.
Als Positivkontrolle und Molekulargewichtsvergleich diente die zur Affinitdtschromatographie
verwendete Synaptosomen-Fraktion (Input). Von den im Rahmen dieser Studie tiberpriiften
moglichen APP-Bindepartner konnten alle in den Elutionsfraktionen mittels der spezifischen
Antikorper nachgewiesen werden (Abb. 4.14, S. 110)).

Die Analyse der Eluate mittels der spezifischen Antikorper zeigt fiir die iiberpriiften Proteine
Dynamin I, Hexokinase Typl, Na'-/K*T-ATPase, MAG, GAPDH und 14-3-3 Banden der
entsprechenden, auch in den synaptosomalen Fraktionen (Input) auftretenden, Molekularge-
wichte. Die Immunoblot-Analyse mittels des anti-14-3-3 Antikorpers lidsst in beiden Spuren
sowohl die Bande der monomeren, als auch der dimeren Form erkennen. Auch durch den
anti-MAG Antkorper werden in der Spur der Elutionsfraktion sowie des Inputs jeweils zwei
Banden sichtbar gemacht, wobei die obere (100kDa) dem Gesamtprotein und die bei etwa

37kDa liegende einem, durch MMP-Proteolyse entstandenen, MAG-Fragment entspricht.
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Abb. 4.14: Uberpriifen der Elutionsfraktionen mit Hilfe der spezifischen Antikérper
Immunoblot-Analyse der Elutionsfraktionen unter Verwendung (A) des anti-D-IgG-Antikérpers (mittels (1)
Protein A und (2) der CarboLink-Séule), (B) des H-8 14-3-3-, (c¢) des MAG-, (D) des D-5 Dynamin I-, (E) des
N-19 Hexokinase Typ 1-, (F) des AB150 Na*-/K*-ATPase- und (G) des polyklonalen GAPDH-Antikorpers.

4.1.1.7 Uberpriifen einer moglichen Interaktion der identifizierten Proteine und APP

mittels Co-lmmunprazipitation

Die 16slichen Extrakte der Synaptosomen-Fraktion der Gehirne von Wildtypmé&usen wurden
mit den entsprechenden Antikérpern inkubiert. Als Negativkontrolle erfolgte die Prézipita-
tion mit unspezifischen Immunglobulinen der gleichen Spezies. Die Immunkomplexe wurden
mit Hilfe von Protein A/G-Agarose isoliert und beziiglich einer Co-Immunprézipitation ana-

lysiert.

Als Positivkontrolle diente ein 18slicher Extrakt der Synaptosomen-Fraktion (Input) (Abb. 4.13,
S-1I0).

Die Analyse der Immunkomplexe mit anti-APP-Antikorper zeigt nach Prézipitation der
Na®-/KT-ATPase, der Hexokinase Typl und von Dynamin I deutliche Banden bei etwa
110kDa, dhnlich der des Inputs, welche jedoch bei der Negativkontrolle ausbleiben. Dem-
nach konnte APP mit diesen identifizierten Proteinen co-isoliert werden, wihrend eine Co-
Immunprézipitation mit den spezifischen Antikérpern der drei moglicherweise APP-bindenden
Proteine ohne Erfolg blieb (nicht gezeigt). Nach Prizipitation mit dem polyklonalen anti-
APP-Antkorper und anschliefender Analyse unter Verwendung des 14-3-3-Antikorpers war
eine Bande bei 50kDa zu erkennen, die auch im Input auftrat, jedoch in der Negativkontrolle
fehlte. Die im Input ebenfalls auftretende Bande um 25kDa war in der Reihe des Immunkom-
plexes nicht ersichtlich. Daraus lésst sich schlieflen, dass allein die dimere Form von 14-3-3

mit APP co-préazipitiert, die monomere Form dagegen nicht. Die Analyse der Immunkom-
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Abb. 4.15: Analyse der Co-Immunpréizipitation der identifizierten Proteine und APP

Die loslichen Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen wurden mit Antikérpern gegen (A) Na®-/KT-ATPase
(AB150), Hexokinase Typl (N-19), Dynamin I (D-5) sowie mit unkonjugiertem Ziegen-IgG als Negativkontrolle
und (C) mit dem anti-MAG Antikérper sowie unkonjugiertem Kaninchen-IgG inkubiert, Immunkomplexe
durch Protein A/G-Agarose isoliert und die Eluate mittels SDS-PAGE und Immunoblot unter Verwendung
des monoklonalen 22C11 Antikorpers gegen APP analysiert. Der Isliche Extrakt der Synaptosomen-Fraktion
(Input) diente als Positivkontrolle. (B)/(C) Die 15slichen Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen wurden mit
dem Antiképer gegen APP (B63.4) und mit unspezifischem Kaninchen IgG inkubiert. Der weitere Vorgang
entspricht dem zuvor beschriebenen. Zur Detektion wurde der H-8 Antikérper gegen 14-3-3 (B) sowie der
gegen MAG (C) benutzt.

plexe mit anti-MAG zeigt nach Prézipitation von APP eine deutliche Bande sowohl in der
Spur des Eluats als auch des Input bei etwa 100kDa, die in der Spur kaum zu erkennen ist.
Demnach kann das MAG-Gesamtprotein mit APP co-isoliert werden. In beiden Féllen blieb
die Co-Immunprézipitation mit den spezifischen Antikérpern und Immunoblot-Analyse der
Prézipitate unter Verwendung des anti-APP-Antikorpers erfolglos (nicht gezeigt). GAPDH
und APP konnten weder mit anti-APP noch mit anti-GAPDH-Antikérper co-isoliert werden
(nicht gezeigt).

4.1.1.8 Uberpriifen einer Bindung der Nat-/K*-ATPase und APP mittels ELISA

Um eine direkte Interaktion der Nat-/K+-ATPase und APP zu {iberpriifen, wurden die syn-
thetischen, biotinylierten Peptide APP1 bzw. APP2, welche die - bzw. die -Spaltstelle von
APP reprisentieren und eine kommerziell erhéltliche Mischung der ATPase-Isoformen ver-
wendet. Es wurden Plastikoberflichen sowohl mit den Peptiden als auch der Ionenpumpe
beschichtet und diese anschliefend mit den jeweils zu iiberpriifenden Proteinen inkubiert.
Dabei diente APP2 in dem einen Fall als Negativkontrolle, in dem umgekehrten war es BSA.
Die Detektion der moglichen Interaktion erfolgte mit den entsprechenden Antikérpern bzw.
mit HRP gekoppeltem Streptavidin. Unter Verwendung der eingesetzten Peptide, Proteine
und Antikérper konnte keine direkte Bindung der Nat-/K*T-ATPase und APP nachgewiesen
werden.

Trotz dieser nicht bestitigten Interaktion der beiden Proteine kann eine Beteiligung der Na™-

JKT-ATPase an dem Vorgang der y-Spaltung nicht ausgeschlossen werden
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4.1.1.9 Uberpriifen einer Bindung der moglichen APP-Bindepartner und Presenilin
mittels Co-lImmunprazipitation

Als katalytisch aktives Mitglied der «-Sekretase ist Presenilin, hauptséichlich PS1, zu gerin-
gen Anteilen auch PS2, am wahrscheinlichsten die Komponente, mit der die Bindepartner
bei einer moglichen Beteiligung an der «-Spaltung von APP interagieren. Demnach wurden
l6sliche Extrakte der synpatosomalen Mausgehirnfraktionen mit den entsprechenden Antikor-
pern (PS1/PS2) inkubiert, die Immunkomplexe mit Hilfe der Protein A/G-Agarose isoliert
und beziiglich einer Co-Immunprézipitation analysiert. Als Negativkontrolle erfolgte die Pré-
zipitation mit unspezifischen Immunglobulinen der gleichen Spezies und als Positivkontrolle

diente jeweils die synaptosomale Fraktion (Input).
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Abb. 4.16: Analyse der Co-Immunprizipitation der Na®*-/K*-ATPase und PS

Losliche Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen wurden mit Antikérpern gegen PS1 (2953) und PS2
(BIL.LHF5c¢) sowie mit unkonjugiertem Kaninchen IgG als Negativkontrolle inkubiert, die Immunkomplexe
mit Hilfe von Protein A/G-Agarose isoliert und mittels SDS-PAGE und Immunoblot unter Verwendung des
Antikorpers gegen die Nat-/KT-ATPase (AB150) analysiert. Als Positivkontrolle diente ein loslicher Extrakt
der Synaptosomen-Fraktion

Es konnte keine Interaktion der Hexokinase, des Dynamins, MAGs und der 14-3-3 Proteine
mit Presenilin mittels Co-Immunprézipitation nachgewiesen werden. Die Analyse der Im-
munkomplexe hinsichtlich der Na®™/K*-ATPase zeigt auch keine Bande des entprechenden
Molekulargewichtes beziiglich PS1 sowie des unspezifischen IgGs, wobei erstaunlicherweise
eine Bande in der PS2-zugehérigen Spur in gleicher Hohe wie in der des Input ersichtlich ist
(Abb. 4.16, S. 112)). Demnach kann die Nat/KT-ATPase nicht mit Presenilin 1, jedoch aber
mit Presenilin 2 co-prézipitiert werden, was auf eine mogliche Interaktion der beiden Proteine
schlielen 1a8t.
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4.1.2 Studie 2: Charakterisierung der Interaktion von APP und der CK-B

Die als APP-Bindepartner in der Einleitung erwéhnte Kreatinkinase-B (Kap. 1.9.1, S. 20))

ist die gehirnspezifische Isoform einer Proteinfamilie, die als Homo- oder Heterodimere den

ATP-Gehalt subzellularer Kompartimente regulieren. Die zytosolischen Enzyme werden ge-

webespezifisch mit einer mitochondrialen Isoform (uMtCK) co-exprimiert (Eppenberger et|
lal., 1967; [Wallimann & Hemmer, 1994)), die an die intrazeluldre Doméne von APP bindet
et al., 2006)). Dariiber hinaus hat die CK-B energetische Funktionen wihrend der Entwick-

lung des Gehirns und im Bereich der Synapsen. In Gehirnen von Alzheimerpatienten ist die

Kreatinkinase durch Oxidation inaktiviert und man findet neuronale Kreatinablagerungen im

Hippocampus (Biirklen et al., 2006]). Helen Strekalova identifizierte dieses Enzym im Rah-
men ihrer Dissertation als Bindepartner der APP-3-Spaltstelle (Strekalova, 2004)). Es besteht
demnach sowohl eine Verbindung zwischen dem Kreatinmetabolismus und der Alzheimer-
Krankheit, als auch zwischen der Kreatinkinase-B und APP. Allerdings interagiert die CK-B

entweder mit mehreren Stellen von APP oder es handelt sich um eine unspezifische Bin-

dung.

4.1.2.1 Co-Ilmmunprazipitation der Kreatinkinase-B und APP

Um die Interaktion von APP und der Kreatinkinase-B sowohl beziiglich der Arbeit von
Helen Strekalova (Strekalova, 2004)), als auch hinsichtlich der eigenen unter Studie 1 be-

schriebenen Ergebnisse (Kap. 4.1.1, S. 96| zu bestétigen bzw. zu iiberpriifen, wurden Co-

Immunprézipitationsexperimente durchgefiihrt. Losliche Extrakte von synaptosomalen Maus-
gehirnfraktionen wurden mit Antikérpern gegen APP, die Kreatinkinase-B sowie entspre-
chend unspezifischen IgGs inkubiert. Die Immunkomplexe wurden mittels Protein A/G-
Agarose isoliert und unter Verwendung der jeweiligen Antikorper analysiert
S. 113))
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Abb. 4.17: Analyse der Co-Immunpréizipitation von APP und der Kreatinkinase-B

Losliche Extrakte Synaptosomen-Fraktionen von WT-Méausen wurden mit dem B63.4 anti-APP-Antikérper
sowie unspezifischen Kaninchen-IgG als Negativkontrolle inkubiert, die Immunkomplexe mittels Protein A /G-
Agarose isoliert und unter Verwendung des C-17 anti-CK-B-Antikorpers mit Hilfe Imunoblot analysiert. Als
Positivkontrolle diente ein loslicher Extrakt der Synaptosomen-Fraktion (Input).

Die Analyse der Co-Immunprézipitate zeigt deutliche Banden im Bereich von 43kDa in allen
Spuren, wobei die der Negativkontrolle kaum ersichtlich ist. Wahrend die Co-Isolierung von
APP mittels des anti-Kreatinkinase-Antikorpers nicht moglich war (nicht gezeigt), konnte
diese demnach mit APP zusammen prézipitiert werden. Vor dem Hintergrund der Tatsache,

dass die Kreatinkinase-B sowohl bei der Suche nach Bindepartnern sowohl - als auch der
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~v-Spaltstelle von APP herauskam, reichte dieses Ergebnis jedoch nicht aus, um der moglichen

Interaktion der beiden Proteine weiter nachzugehen.

4.1.2.2 Oberflachenbiotinylierung

Nachdem die Bindung der beiden Proteine als moglicherweise unspezifisch abgehandelt wor-
den ist, wurde im Rahmen eines Oberflichenbiotinylierungsexperiments mit schon h&ufig
geteilten (alten) APP695-iiberexprimierenden B103-Zellen (B103/APP), bei dem die Krea-
tinkinase als weitere Negativkontrolle dienen sollte, das Auftreten dieser an der Zelloberflé-
che beobachtet. Der gleiche Versuch mit seltener geteilten (jungen) B103/APP- sowie jun-
gen B103-Wildtyp (B103/WT)-Zellen zeigte in beiden Fallen kein Oberflichenvorkommen
des Proteins. Daher wurden sowohl beide Zelltypen (APP/WT) als auch beide “Altersstu-
fen” (T12, jung/T32, alt) beziiglich ihrer Kreatinkinase-B (CK-B)-Zelloberflichenexpression
miteinander verglichen. Die Oberflichenproteine der jeweiligen B103-Zellen wurde zuerst bio-
tinyliert und dann mittels Streptavidin isoliert und mittels Immunoblot unter Verwendung
des anti-CK-B-Antikorpers analysiert (Abb. 4.18, S. 114)).
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Abb. 4.18: B103-Zelloberflichenvorkommen der Kreatinkinase-B

Zelloberflichenbiotinylierung jingerer (Teilung 12) sowie dlterer (Teilung 32) B103/Wildtyp (WT)- und
B103/APP695 tiberexprimierender (APP)-Zellen und Immunoblot-Analyse der Streptavidin-gebundenen Pra-
zipitate unter Verwendung des anti-Kreatinkinase-B-Antikorpers (C-17). Als Positivkontrolle wurde Zelllysat
von B103/WT-Zellen eingesetzt und die Negativkontrolle ist ein WT-Ansatz ohne Biotin.

Ausgenommen der Negativkontrolle sind in den anderen Spuren Banden des der CK-B ent-
sprechenden Molekulargewichtes (~43kDa) zu erkennen. Dabei ist die Signalintensitét der
Bande der alten B103/APP-Zellen stérker als die der jungen Zellen gleicher Art sowie als die
beider B103/WT-Zellen. Diese Zellen zeigen ebenfalls eine schwichere Signalintensitéit der

Banden nach wenigen Teilungen im Vergleich zu den héufiger geteilten.

Anhand des Diagramms (Abb. 4.19, S. 115)), welches der Vergleich graphisch darstellt, ist
deutlich zu erkennen, dass beziiglich beider Zellen die Konzentration der biotinylierten CK-B
der alten Zellen grofer ist als die der jungen. Wihrend die B103/APP-Zellen im Vergleich
mit den B103/WT-Zellen nur eine gering hohere CK-B-Konzentration an der Zelloberfll-
dche der jungen Zellen besitzen ist die der alten Zellen der B103/APP um einen Faktor von
5,5 und die der B103/WT nur um einen Faktor von 2 erhéht. Daraus lidsst sich schliefien,

dass die Konzentration der biotinylierten Kreatinkinase-B in Abhéngigkeit des Alters und,

gravierender, der APP-Expression verdndert ist.
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Abb. 4.19: Graphische Darstellung der Menge an biotinylierter CK-B unterschiedlicher
B103-Zellen

B103/APP695 iiberexprimierende (APP) sowie Wildtyp (WT) Zellen wurden jeweils nach 12 Teilungen (jung)
und nach 32 Teilungen (alt) Oberflichen-biotinyliert, mittels Streptavidin isoliert und unter Verwendung
des C-17 anti-CK-B Antikorpers analysiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Tina-Programms und
Microsoft Excel. Sowohl B103/APP- als BI03WT-Zellen zeigen eine Erhéhung der APP-Konzentration an der
Zelloberflache bei den alten-Zellen im Vergleich zu den jungen, wobei der Faktor des konzentrationsunterschieds
der B103/APP-Zellen bei etwa 5,5 und der der B103/WT-Zellen bei ca. 2 liegt.
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4.1.3 Studie 3: Charakterisierung der Interaktion von CRT und APP hinsichtlich
APP-~-Spaltung

Eine frithere Studie der gleichen Art, wie die zuvor beschriebene, durchgefithrt von He-

len Strekalova (Strekalova, 2004]), identifizierte Calretikulin in-vitro als Bindepartner der -

Spaltstelle des Amyoid Vorlduferproteins (APP) und konnte auch eine Co-Lokalistation in
hippocampalen Neuronen zeigen. Dieses Ca?*-bindende, ubiquitéir exprimierte Protein tritt
hauptséchlich im Endoplasmatischen Retikulum (ER), aber auch in vielen anderen Zellkom-
partimenten und an der Zelloberfliche auf, wo es Ektocalretikulin genannt wird
let al., 1992, 1999)). Calretikulin (CRT) ist beteiligt an multiplen, fiir die Zelle essentiellen

Funktionen wie Proteinfaltung, Ca?*-Signaltransduktion und -Homeostase, Genexpression,

Immunabwehr und Apoptose (Jia et al., 2008)). Das Chaperon ist zwischen den Spezies hoch

konserviert und besteht aus der neutralen N-Doméne, der Prolin-reichen, einem ausgestreck-
ten Arm-ghnlichen P-Doméne sowie der sauren C-Doméne (Abb. 4.20, S. 116)). Sowohl die fiir
die Chaperonfunktion verantwortliche P- als auch die weniger erforschte C-Doméne weisen

eine Ca2T-Bindestelle auf.

e

Abb. 4.20: Domé&nenstruktur von Calretikulin
Das Protein besteht aus der globuldren N-Doméne, der armartigen P-Doméne und der sauren C-Doméne.
CRD, Kohlenhydraterkennungs-Doméne (carbohydrate recognition domain)

Helen Strekalova konnte die, durch Affinitdtschromatographie und massenspektrometrische
Analyse vorgeschlagene, Interaktion von CRT und APP mittels Co-Immunpréizipitation,
Colokalisationsexperimente sowie ELISA-Bindungsstudien bestéitigen und identifizierte die
CRT-C-Doméne als die die Bindung vermittelnde (Strekalova, 2004)).

4.1.3.1 Bestdtigung der Bindung von CRT und APP mittels Co-Immunprazipitation

Da von Helen Strekalova nur APP mit Calretikulin co-prézipitiert wurde (nicht gezeigt),
ist der Versuch der Co-Isolation von CRT mit anti-APP-Antikérpern sowohl eine Mog-
lichkeit der Bestédtigung der Bindung beider Proteine als auch der vorangegangenen Ar-
beit. Losliche Extrakte der Synaptosomen-Fraktion der Gehirne von Wildtypm&ausen wurden
mit anti-APP-Antikorper und unspezifischen Kaninchen-IgG als Negativkontrolle inkubiert.
Die Immunkomplexe wurden mit Hilfe von Protein A/G-Agarose isoliert und im Hinblick
auf co-prézipitiertes CRT analysiert. Als Positivkontrolle diente ein loslicher Extrakt der
Synaptosomen-Fraktion (Input) (Abb. 4.21, S. 117)).
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Abb. 4.21: Analyse der Co-Immunpréizipitation von CRT und APP

Losliche Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen wurden mit Antikérpern gegen APP (B63.4), CRT (C-17) als
Positiv- und sowohl unkonjugiertem Ziegen- als auch Kaninchen-IgG als jeweilige Negativkontrolle inkubiert.
Die Isolation der entsprechenden Immunkomplexe erfolgte durch Protein A/G-Agarose und die Analyse der
Eluate mittels SDS-PAGE und Immunoblot unter Verwendung des T-19 gegen CRT.

Die Analyse der Immunkomplexe lisst fiir beide Prézipitationen Banden mit dem im Vergleich

zur Positivkontrolle, gleichen Molekulargewicht erkennen, wahrend keine in den Spuren der

Negativkontrollen zu sehen sind (Abb. 4.21, S. 117]). Die Doppelbande des co-prézipitierten

APP entspricht der vollstindig glykosylierten (reifen) und der nur N-glykosylierten (unrei-
fen) Form (Abb. 4.22, S. 117)), an die CRT beide als Oligosaccharid-erkennendes Chaperon
binden kann (Johnson et al., 2001)). Die Co-Immunprizipitation zeigt eine Interaktion von
CRT und APP. Es ist jedoch nicht geklart, ob CRT dabei an die APP-+-Spaltstelle oder ein

reprasentierende Peptid binden kann, das keine Oberflichen-Oligosaccharide besitzt.

migliche
Sulfatierungsstellen Stellen der N- und O- Glycosylierung Phosphorylie-
rungsstellen
N-Term. Y|21? Y2|62 54|2 5|44 5?:IL 5|?3 5?3?
zysteinr. D. anion. KPI E C-Term.
—_— - - - ——— : ;
1-17 38-187 191-267 291-345 T729 T742
Signalpeptid
Membran

Abb. 4.22: schematische Proteinstruktur von APP

Unterschiedliche Doménen oder Strukturen sind farblich getrennt, Sulfatierungs-, Glykosylierungs- und mog-
liche Phosphorylierungsstellen mit der entsprechenden Aminosiure gekennzeichnet. Das, das A3-Peptid und
die C-terminale Doméne umfassende, C99-APP ist dunkel gekennzeichnet. N-Term., N-Terminus, C-Term., C-
Terminus, cysteinr. D., cysteinreiche Doméne, anion., anionische Doméne, KPI, Kunitz Protease Inhibitions-
dhnliche Doméne.

4.1.3.2 Uberpriifen einer Bindung von CRT und C99-APP mittels

Co-Immunprazipitation

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden CHO-Zellen mit dem §-geschnittenen APP-

Stumpf C99 (Abb. 4.23, S. 118]) transient transfiziert und eine Immunprézipitation beziiglich

CRT angeschlossen. Membranfraktionen der Zellen wurden mit anti-CRT-Antikérper inku-
biert, die Immunkomplexe mittels Protein A /G-Agarose isoliert und hinsichtlich C-terminalen
Fragments von APP analysiert (Abb. 4.24, S. 118)).
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Abb. 4.23: Schematische Darstellung der S-Spaltung von APP
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Abb. 4.24: Analyse der Co-Immunprizipitation von CRT und C99-APP
CHO-Zellen wurden mit dem C99-APP und dem leeren Vektor als Negativkontrolle (mock) transfiziert und die
loslichen Extrakte der Membranfraktionen anschlieBend mit Antikérpern gegen CRT (C-17) und APP (B63.4)
als Positivkontrolle sowie mit unkonjugiertem Ziegen-IgG (Negativkontrolle der Co-IP) inkubiert. Die Isolation
der entsprechenden Immunkomplexe erfolgte durch Protein A/G-Agarose und die Analyse der Eluate mittels
SDS-PAGE und Immunoblot unter Verwendung des W02 Antikorpers gegen APP.

Die Analyse der prézipitierten Proteine zeigt eine deutliche Bande bei 12kDa in der Spur der
Positivkontrolle sowie in der Spur der CRT-Prézipitation nach C99-Transfektion, wihrend
in den iibrigen Spuren keine Banden ersichtlich sind (Abb. 4.24, S. 118). Daraus lésst sich
schlieflen, dass das ~12kDa -geschnittene APP-Fragment mit Calretikulin co-prézipitierbar

ist. CRT bindet nicht nur an das komplette Amyoid Vorlduferprotein, sondern auch an
das membranstidndige, die y-Spaltstelle enthaltende APP-C99, wobei diese Interaktion nicht
Oligosaccharid-vermittelt sein kann und somit nicht der Chaperonfunktion von CRT ent-
spricht. Dadurch wird das Ergebnis der Affinittschromatographie bzw. eine Bindung von
Calretikulin und der APP-~v-Spaltstelle bestétigt. Es stellt sich nun die Frage, mit welcher

Doméne Calretikulin an dieser Bindung beteiligt ist.

4.1.3.3 Charakterisierung der Bindung von CRT und C99-APP durch
Pulldown-Untersuchungen

Zur Identifikation der mit APP-interagiernden CRT-Doméne wurden GST-Fusionsproteine
mit vollstindigem CRT, der NP-, der P- und der C-Doméne sowie GST allein mit dem Lysat
von Zellen, welche zuvor transient mit APP-C99 transfiziert worden sind, inkubiert, die Pro-
teinkomplexe mittels Glutathion-Sepharose isoliert und im Hinblick auf das membranstéindige
Fragment von APP analysiert (Abb. 4.25, S. 119)).

Die Analyse der eluierten Proteine zeigt zwei Banden im Bereich von 12kDa, von denen
eine in der Spur des kompletten CRT- und eine in der des CRT-C Fusionsproteins auftritt.

Die Spuren der iibrigen Fusionsproteine sowie die der Negativkontrolle zeigen keine Banden.



4.1 Identifikation APP-bindender Proteine

N2 e SO

& S < APP-C99

Abb. 4.25: Analyse der pulldown-Experimente der CRT-GST-Proteine und APP-C99

Das Lysat von mit APP-C99 transfizierten CHO-Zellen wurde mit den GST-Fusionsproteinen CRT, NP-, P-
und C-Doméne sowie GST allein als Negativkontrolle inkubiert. Die Proteinkomplexe wurden mit Hilfe von
GST-Sepharose isoliert und mittels Immunoblot unter Verwendung des W02 anti-APP Antikorpers analysiert.

Demnach bindet Calretikulin mit der C-Doméne an den C99-Stumpf von APP bzw. die APP-
~v-Spaltstelle. Dieses Ergebnis bestétigt vorangegangene Experimente von Helen Strekalova,
durch welche sie die CRT-C-Doméne als die an das APP-Gesamtprotein-bindende identifiziert
hat. Es liegt nun die Vermutung nahe, dass Calretikulin an dem Vorgang der y-Spaltung
beteiligt ist und/oder mit dem ~-Sekretasekomplex (Abb. 4.26, S. 119) interagiert.

Nicastrin

Bindestelle fir den
M-Terminus der Substrate

M-Glycan

Pen-2

Presenelin
(TMD1-9)

katalytisches Zentrum
(zwei konservierte Aspartareste)

Abb. 4.26: Aufbau der y-Sekretase

Der v-Sekretasekomplex besteht aus Presenilin, Nicastrin, Aph-1 und Pen-2. Das katalytische Zentrum wird
durch zwei konservierte Aspartatreste (D) innerhalb Presenilins, die jeweils unterschiedlichen Fragmenten des
Protein (NTF/CTF) zuzuordnen sind, gebildet. Nicastrin enthilt eine Bindestelle fiir den N-Terminus von
Substraten und ist N-glykosyliert. TMD: Transmembrandoméne

4.1.3.4 Uberpriifen einer Bindung von CRT und PS1 durch Co-lmmunprizipitation

Presenilin (PS) ist die enzymatisch aktive Komponente des y-Sekretasekomplexes. Das aus
mehreren Transmembrandoménen bestehende Protein wird nach vollstdndiger Zusammen-
setzung der Sekretase durch Endoproteolyse aktiviert und bildet anschliefend einen hetero-
dimeren Komplex aus dem N- und dem C-terminalen Fragment (Abb. 4.27, S. 120} [Wolfe)

EO08).
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Abb. 4.27: Autoproteolyse von Presenilinl

Das inaktive 50kDa Presenilin 1 bildet nach Autoproteolyse zwischen der Transmembrandoméne 6 und 7 einen
heterodimeren Komplex aus dem N- (28kDa) und dem C-terminalen Fragment (18kDa), wobei jedes Fragment
ein katalytische aktiven Aspartatrest besitzt.

Losliche Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen von WT-M&usen wurden mit Antikérpern
gegen Calretikulin bzw. Presenilin 1 inkubiert, die Immunkomplexe mittels Protein A /G-
Agarose isoliert und im Hinblick auf eine Co-Immunoprézipitation von PS1 bzw. CRT ana-
lysiert (Abb. 4.28, S. 120]).
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Abb. 4.28: Analyse der Co-Immunprizipitation von CRT und PS1

Losliche Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen wurden mit Antikérpern gegen (A) PS1 (2953) sowie unkon-
jugiertem Kaninchen IgG (Negativkontrolle) und gegen (B) CRT (C-17) sowie unkonjugiertem Ziegen-IgG
(Negativkontrolle) inkubiert. Die Isolation der entsprechenden Immunkomplexe erfolgte durch Protein A/G-
Agarose und die Analyse der Eluate mittels SDS-PAGE und Immunoblot unter Verwendung des (A) C-17
Antikorpers gegen CRT sowie (B) des 2953 Antikérpers gegen PS1. Der Input ist ein 16slicher Extrakt der
Synaptosomen-Fraktion.

Die Analyse der Immunkomplexe lésst fiir beide Co-Prézipitationen Banden des im Vergleich
mit der Positivkontrolle gleichen Molekulargewichts erkennen, wéhrend die Spuren der Nega-
tivkontrollen keine Banden aufweisen (Abb. 4.28, S. 120). CRT und PS1 kénnen sowohl mit

anti-CRT- als auch mit anti-PS1-Antikérper zusammen isoliert werden. Dabei bindet Calre-

tikulin sowohl an die inaktive Form von Presenilin 1 (~50kDa) als auch an das N-terminale
Fragment ( ~28kDa). Obwohl das Ergebnis der Co-Immunprizipitation auf eine mégliche
Interaktion der beiden Proteine schlieflen lisst, ist es sinnvoll, dieses mit einer weiteren Me-
thode zu bestéitigen. Aulerdem stellt sich so wieder die Frage nach der Doméne von CRT,

die diese Bindung vermittelt.
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4.1.3.5 Bestidtigung einer Interaktion von APP, CRT und PS1 mittels

Co-Lokalisations-Experimenten

Um die durch Co-Immunprézipitation gezeigte Bindung von CRT und APP sowie CRT und
PS1 zu bestétigen, wurden Primérkulturen hippocampaler Neuronen neugeborener Méause
prapariert und iiber eine Zeit von einer Woche in vitro belassen. Die Inkubation der Primér-
und mit Cy2-, Cy3- und Cyb-markierten Sekundarantikorpern erfolgte nach Fixierung der
Kulturen. Leider lie die Auswertung mittels Laser scanning microscopes (LSM) keine aus-
reichende Schuffolgerung zu (Abb. 4.29, S. 121]).

Abb. 4.29: Co-Lokalisation von APP und CRT in hippocampalen Primirkulturen

hippocampale Neuronenkulturen von PO-M&usen wurden nach einer Woche in vitro fixiert und mit Antikérpern
gegen APP (22C11, rot), CRT (N-19, griin) und PS1 (2953, blau, nicht gezeigt) co-immungefirbt. Das Phasen-
kontrastbild (grau) zeigt die zelluldren Strukturen und das Ubereinanderlegen der Bilder die Co-Lokalisation
in gelb. Vergroflerung, 20x .

Das Sichtbarmachen von PS1 gelang unabhéngig der Markierung des Zweitantikoérpers (Cy2/
Cy3/Cy5) nur unzureichend und ist moglicherweise auf den Primérantikorper zuriickzufiihren.
Das Bild der anti-APP immungeféirbten Neuronen zeigt eine breite Verteilung des Proteins
entlang der Axone, der Oberfliche des Zellkérpers und, weniger intensiv, im Zytoplasma,
wéhrend der Kern weitgehend frei bleibt. Die Immunfirbung mittels anti-CRT-Antikorpers
ist im Bereich der gesamten Zelle sehr intensiv und ldsst auf eine ubiquitdre Lokalisation
des Chaperons schlielen (Abb. 4.29, S. 121)). Sowohl die hohe CRT-Konzentration als auch

die unzureichende PS1-Immunfirbung machen eine Aussage iiber eine Co-Lokalisation, und

dariiber hinaus {iber definierte Orte des gemeinsamen Vorkommens schwer moglich.
Daher wurde das Experiment mit CHO/APP695-Zellen (Tab. 2.6, S. 33|) wiederholt. Diese
mit APP695 stabil transfizierten CHO-Zellen wurden auf PLL-coverslips ausgesét und 1 bis

2 Tage wachsen gelassen. Die weitere Behandlung entspricht der oben beschriebenen. Leider

ergab auch diese Auswertung mittels LSM (nicht gezeigt) keine eindeutige Aussage beziiglich
einer APP/CRT /PS1-Co-Lokalisation. PS1 konnte zwar ausreichend sichtbar gemacht wer-
den, es war jedoch aufgrund der intensiven Immunfarbung sowohl der anti-APP- als auch
der anti-CRT-Antikorper im gesamten Zellbereich eine Co-Lokalisation schwer moglich zu

erkennen.
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4.1.3.6 Charakterisierung der Bindung von CRT und PS1 durch

pulldownUntersuchungen

Trotz der fehlenden Bestétigung einer APP/CRT /PS1-Interaktion mittels Co-Lokalisations-
experimente blieb die Frage nach der CRT-Doméne, mit der das Chaperon an Presenilin 1 bin-
det, noch unbeantwortet. Losliche Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen von mit PS1 und
APP stabil transfizierten HEK-Zellen wurden mit GST-Proteinen, eingeschlossen GST-CRT,
der -NP, der -P und -C sowie GST allein, inkubiert, die Proteinkomplexe mittels Glutathion-
Sepharose isoliert und beziiglich PS1 analysiert (Abb. 4.30, S. 122)).
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Abb. 4.30: Analyse der pulldown-Untersuchung mit der GST-CRT-Proteinen und PS1

Losliche Extrakte der Synaptosomen-Fraktionen von mit PS1 und APP stabil transfizierten HEK-Zellen wurde
mit den GST-Proteinen CRT-, NP-, P- und C-GST sowie GST allein als Negativkontrolle inkubiert. Die
Proteinkomplexe wurden mittels GST-Sepharose isoliert und mit Hilfe von Immunoblot unter Verwendung des
2953 anti-PS1 Antikorpers analysiert. Als Positivkontrolle diente das Zelllysat der eingesetzten HEK-Zellen.

Die Analyse der eluierten Proteine zeigt zwei Banden in den Spuren des CRT-Gesamtproteins,
der NP- und P-Doméne sowie in der Spur der Positivkontrolle bei etwa 50kDa und ca. 30kDa,
die jedoch nur sehr schwach in der Spur der CRT-NP-Doméne auftritt, wihrend die Spuren
der CRT-C-Doméne und der Negativkontrolle keine Banden aufweisen. Demnach bindet Cal-
retikulin mit der P-Doméne sowohl an die inaktive Form von Presenilin 1 als auch an das
N-terminale Fragment. Die Interaktion der NP-Doméne von CRT mit PS1 scheint durch die
CRT-P-Doméine vermittelt zu sein. Da CRT an die y-Spaltstelle von APP bindet und auch
mit PS1 interagiert, besteht die Vermutung, dass es sich moglicherweise um eine weitere

Komponente des «v-Sekretasekomplexes handelt.

4.1.3.7 Isolierung des y-Sekretasekomplexes

Die ~-Sekretase wurde geméf eines, von Dr. Steiner freundlicherweise zur Verfiigung gestell-
ten, Protokolls aus, mit APPsw (swedish mutated) und PS1 stabil transfizierten, HEK-Zellen
isoliert. Zur Komplexisolation wurden sowohl HEK-Zellen, die Wildtyp-PS1 (PS1/SW/WT23)
als auch welche, die im aktiven Zentrum mutiertes PS1 (PS1/SW /D385N-10) {iberexprimie-
ren, verwendet . Losliche Extrakte der Membranfraktionen wurden mit anti-
PS1-Antikorper inkubiert, der PS1-Komplex mittels Protein A/G-Agarose isoliert und in
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Gegenwart bzw. Abwesenheit von Harnstoff hinsichtlich PS1 und CRT analysiert (Abb. 4.31,
S. 123)).
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Abb. 4.31: Analyse der Immunprézipitation des y-Sekretasekomplexes

Losliche Extrakte der Membranfraktionen von PS1/SW/WT23 (WT) und PS1/SW/D385N-10 (mut) HEK-
Zellen wurden mit anti-PS1 Antikdrper (2953) inkubiert, die Immunkomplexe mittels Protein A/G-Agarose
isoliert und sowohl in Gegenwart von Harnstoff (1) als auch in Abwesenheit von Harnstoff (2) mittels Im-
munoblot unter Verwendung (A) des 3487 anti-PS1- und (B) des C-17 anti-CRT-Antikdrpers analysiert. Als
Positivkontrolle diente jeweils das entsprechende Zelllysat.

Die Analyse der isolierten Proteine zeigt fiir PS1 die charakteristischen Banden im Bereich
von 50kDa und 30kDa fiir beide von dem N-terminalen Antikdrper erkannten PS1-Formen in
der Spur der Wildtypzellen sowie nur eine Bande bei 50kDa in der Spur der PS1-mutierten
Zellen, die der inaktiven PS1-Form zuzuordnen ist. Dariiber hinaus ist in beiden Féllen eine
Bande grofler als 200kDa zu erkennen, die dem gesamten ~y-Sekretasekomplex entsprechen
konnte. Die Analyse der co-prézipitierten Proteine mittels des anti-Calretikulin- Antikorpers
zeigt fiir die Isolierung mit Harnstoff in den Spuren beider Zellen Banden des im Vergleich
mit dem Zellysat gleichen Molekulargewichts von ~50kDa, wiahrend diese bei der Isolierung
ohne Harnstoff nicht zu erkennen sind. Auflerdem treten in allen Fillen ebenfalls Banden mit
einem Molekulargewicht iiber 200kDa auf, was darauf schliefen lisst, dass CRT zumindest
transient sowohl mit dem aktiven als auch dem inaktiven ~-Sekretasekomplex verbunden
ist. Trotz dieser Ergebnisse kann eine unspezifische oder indirekte Bindung von CRT an
die «-Sekretase nicht ausgeschlossen werden, da es sich im Prinzip um eine einfache Co-

Immunprézipitation mit Presenilin handelt.

4.1.3.8 Aufreinigung der y-Sekretase in vier Schritten

Die Arbeitsgruppe von Prof. Haass (LMU Miinchen) hat eine wesentlich genauere Aufreini-
gung der v-Sekretase in vier Schritten etabliert. Hierbei handelt es sich um ein bisher nicht
publiziertes Protokoll, welches das Zusammenwirken von Immunprézipitation, Affinitédts- und
Ionenaustauschchromatographie beschreibt. Ein l6slicher Extrakt der Membranfraktion der
HEK/PS1/SW/WT23-Zellen(Tab. 2.6, S. 33) wurde entsprechend behandelt und von Prof.
Steiner (LMU Miinchen) nach Zusendung des entsprechenden Antikorpers beziiglich einer Ge-

genwart von CRT analysiert (nicht gezeigt). Die Analyse der schrittweisen Komplexisolierung

unter Verwendung des anti-CRT-Antikorpers zeigt je eine Bande im Bereich von 55kDa in
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den Spuren der ersten beiden Aufreinigungsschritte. CRT konnte jedoch nicht mit der endo-
genen ~y-Sekretase aus den entsprechenden HEK-Zellen isoliert werden (Harald Steiner, LMU
Miinchen, personliche MItteilung). Dieses Ergebnis ldsst jedoch eine transiente Verbindung
des Chaperons mit dem Komplex vermuten. Daher besteht die Moglichkeit, dass CRT nicht

nur mit PS1 sondern auch mit den iibrigen Komponenten der y-Sekretase interagiert.

4.1.3.9 Uberpriifen einer Bindung von CRT und NCT, APH-1 sowie PEN-2 mittels
Co-Immunprazipitation

Losliche Extrakte der Membranfraktionen von WT-Mé&usen und HEK /PS1/SW-WT23Zellen
(Tab. 2.6, S. 33) wurden mit Antikérpern gegen NCT, APH-1 und PEN-2 sowie CRT in-

kubiert, die Immunkomplexe mittels Protein A/G-Agarose isoliert und im Hinblick auf eine

entsprechende Co-Prizipitation analysiert.
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Abb. 4.32: Analyse der Co-Immunpréizipitation von CRT und NCT

Losliche Extrakte von Synaptosomen-Fraktionen von WT-Mausgehirnen wurden mit Antikérpern gegen (A)
NCT (N1660) und (B) CRT (C-17) sowie den entsprechenden unspezifischen Immunglobulinen (IgG) als Ne-
gativkontrolle inkubiert. Die Isolation der jeweiligen Immunkomplexe erfolgte durch Protein A /G-Agarose und
die Analyse der Eluate mittels SDS-PAGE und Immunoblot wurde unter Verwendung des (A) C-17 Antikérpers
gegen CRT sowie (B) des N1660 gegen NCT durchgefiihrt.

Die Analyse der Proteinkomplexe zeigt sowohl eine Calretikulin entsprechende Bande fiir die
Isolation mittles anti-NCT-Antikorper, als auch eine mit dem Molekulargewicht von Nicastrin

hinsichtlich der Prézipitation mit anti-CRT-Antikérper, wihrend die Spuren der Negativkon-

trollen (IgG) jeweils frei bleiben (Abb. 4.32, S. 124)). Diese positive Co-Immunprézipitation

von Calretikulin und Nicastrin ldsst auf eine Interaktion der beiden Proteine schlielen. Die
Analyse der Immunkomplexe hinsichtlich einer CRT/APH-1 bzw. CRT/PEN-2 Interaktion
zeigt in keinem Fall eine Bande des erwarteten, der jeweiligen Proteine entsprechenden Mole-
kulargewichts (nicht gezeigt). Demnach kann auf diese Weise keine Interaktion des Chaperons

mit APH-1 sowie PEN-2 nachgewiesen werden.

4.1.3.10 Charakterisierung der Interaktion von CRT und NCT durch Pulldown
-Untersuchungen

Zur Charakteriserung der Bindung von NCT und CRT beziiglich der beteiligten CRT Doméne
wurden GST-Proteine, eingeschlossen des CRT-Gesamtproteins, der NP-, der P- und der
C-Doméne sowie GST allein, mit der Membranfraktion von HEK/PS1/SW/WT23-Zellen
(Kap. 2.6, S. 33) inkubiert, die Proteinkomplexe mittels Glutathion-Sepharose isoliert und
im Hinblick auf NCT, sowie APH-1 und PEN-2 analysiert (Abb. 4.33, S. 125).
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Abb. 4.33: Analyse der pulldown-Untersuchung mit den GST-CRT-Proteine und NCT

Losliche Extrakte der Membranfraktionen von HEK PS1 SW WT23-Zellen wurden mit den GST-
Fusionsproteinen CRT, NP-, P- und C-Doméne sowie GST allein als Negativkontrolle inkubiert. Die Pro-
teinkomplexe wurden mittels GST-Sepharose isoliert und unter Verwendung des 1660 anti-NCT-Antikorpers
analysiert. Als Positivkontrolle diente das Zelllysat der verwendeten HEK-Zellen.

Die Analysen beziiglich einer Interaktion der GST-CRT-Fusionsproteine und APH-1 bzw.
PEN-2 zeigen keine Banden mit den entsprechenden Molekulargewichten der Proteine (nicht
gezeigt), so dass man davon ausgehen kann, dass hier keine Bindung besteht. Die Analyse der
Proteinkomplexe mit anti-NCT-Antikorper ldsst jedoch Banden im Bereich von ~100kDa in
den Spuren aller Fusionsproteine erkennen, wiahrend die der Negativkontrolle keine dergelei-
chen aufweist (Abb. 4.33, S. 125|). Wihrend in der Spur des CRT-Gesamtproteins nur eine

Bande zu erkennen ist, sind es in den Spuren der NP- (schwach), P- und C-Doméne Doppel-

banden. Aufgrund der geringeren Signalintensitit der Bande der NP-Spur scheint CRT mit
der P- und der C-Doméne an zwei Formen von NCT, die méglicherweise unterschiedlichen
Glykosylierungsstufen entsprechen, zu binden. Die mit der CRT-Gesamtprotein-assoziierte

NCT-Form scheint nur die hoher-molekulare zu sein.

4.1.4 Analyse eines Einflusses von CRT auf die y-Spaltung von APP

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse, d.h. wenn Calretikulin sowohl mit dem Amyloid Vorléu-
fer Protein als auch mit der y-Sekretase interagiert, ergibt sich die Frage nach einer moglichen
Beeinflussung der Prozessierung von APP durch CRT. Helen Strekalova hat im Rahmen ihrer
Arbeit (nicht publiziert) die AS-Konzentration im Medium von zuvor mit unterschiedlichen
CRT-Konstrukten transfizierten CHO/APP-Zellen bestimmt. Demnach ver-
ringert eine Transfektion des Gesamtproteins die extrazelluldre Konzentration des Amyoid-
peptids, wiahrend die Transfektion der einzelnen CRT-P-Doméne die AB-Konzentration, be-
sonders der A(49-Isoform, erhoht. Diese Verdnderung der A3-Konzentration kénnte auf den
Einfluss von CRT an der y-Spaltung von APP zuriickzufiihren sein, vorausgesetzt die Zello-
berflichenkonzentration des Zelladhésionsproteins bleibt unabhéngig der Transfektion kon-

stant.

4.1.4.1 Analyse der Zelloberflaichenkonzentration von APP mittels
Oberflachenbiotinylierung

Um zu untersuchen, ob es sich bei der von Helen Strekalova ermittelten erhohten Konzentrati-

on der Ap-Isoform in Abhéngigkeit einer Transfektion der CRT-P-Doméne um eine wirkliche
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Steigerung der A(B-Konzentration oder um eine Folge von durch die Transfektion der Do-
méne ausgelosten ER-Stress handelt, wurden mit APP695 stabil transfizierten CHO-Zellen
(CHO/APP695, verwendet. CHO /APP695-Zellen wurden transient mit dem
CRT-Gesamtprotein, der CRT-NP-, CRT-N-, CRT-P-Domiine, und dem leeren Vektor als Ne-
gativkontrolle transfiziert, eine Oberflichenbiotinylierung angeschlossen und die mit Biotin
isolierten Proteine hinsichtlich APP analysiert (Abb. 4.34, S. 126]
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Abb. 4.34: Analyse der APP-Oberflichenkonzentration mittels Oberflichenbiotinylierung
CHO/APP695-Zellen wurden mit den CRT-Kontrukten CRT, NP, N, P sowie dem pcDNA3-Vektor (mock)
als Negativkontrolle transfiziert und nach Oberflichenbiotinylierung mittels Immunoblot unter Verwendung
des 22C11 anti-APP Antikérpers analysiert. (A) zeigt den Film, der unter (B) mit Hilfe des Tina-Programms
ausgewertet wurde und als dunkelgraues Balkendiagramm dargestellt ist. Wahrend die beiden Grauténe sowie
die helle Farbe unterschiedliche Experimente reprisentieren, stellen die griinen Balken (rechte Balken) den
jeweiligen MlIttelwert dar.

Anhand der graphischen Darstellung der einzelnen Experimente lésst sich erkennen, dass zwar
kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden konnte, wie besonders durch die grofle Abweichung
der Werte der CRT-N-Doméne (jeweils die ersten drei Balken, grau/hell) gezeigt wird, der
Mittelwert (jeweils rechter Balken, griin) jedoch eine fiir CRT geringere sowie fiir die einzel-
nen CRT-Doménen erhdhte APP-Konzentration an der Zelloberfliche im Vergleich mit der
GST-Kontrolle aufweist. Da diese Methode nur eine Tendenz des Vorkommens von APP an
der Zelloberfliche in Abh#ngigkeit von der CRT-Transfektion aufzeigt, aber keine definierte
Aussage tiber die mogliche Beeinflussung der APP-Prozessierung durch CRT zulésst, wurde

dieses Ergebnis anhand eine weiteren Methode {iberpriift.

4.1.4.2 Analyse der Zelloberflichenkonzentration von APP mittels
Durchflusszytometrie

Die Analyse mittels des Durchflusszytometers erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Frey
(BCII, Uni Bielefeld). Zu Beginn der Versuchsreihe musste ein fiir die Durchflusszytometrie
der CHO/APP695-Zellen geeigneter Primérantikorper gefunden und dessen
optimale Verdiinnung bestimmt werden, wobei der 22C11 sowie der 22734 anti-APP Antikor-
per zur Auswahl standen. Die Zellen wurden mit dem entsprechenden Primérantikorper in un-
terschiedlichen Verdiinngsstufen sowie anschlieend mit dem Cy2-markierten Sekundéranti-
korper als auch nur mit diesem (Negativkontrolle) inkubiert und mittels Durchflusszytometer
analysiert. Die Messungen beziiglich der Ermittlung des geeigneten Primérantikorpers sowie

der entsprechenden Verdiinnung zeigten, dass ausschliefllich der 22734 anti-APP-Antikorper
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mit einer Verdiinnung von 1:25 eingesetzt werden konnte (nicht gezeigt). Anschlielend wurde
die Auswirkung der Transfektion des CRT-Gesamtproteins im Vergleich mit der CRT-P-
Doméne anhand dieser Versuchsbedingungen durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 4.35,
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Abb. 4.35: Analyse der APP-Oberflaichenkonzentration mittels Durchflusszytometrie
CHO/APP695-Zellen wurden nach mock-Transfektion (A)/(B) sowie Transfektion des CRT-Gesamtproteins
(C) und der CRT-P-Domiéne (D) mit Cy2-gekoppelten Sekundérantikérper (A) sowie zusétzlich mit dem
22734 anti-APP-Antikérper mit (B)-(D) inkubiert und anschliefend im Durchflusszytometer hinsichtlich ihrer
Oberfichenexpression von APP analysiert. In den jeweils linken Diagrammen ist das Seitwértsstreulicht (SSC,
Sidewards Scatter) gegen das Vorwirtsstreulicht ((FSC, Forward Scatter) aufgetragen und stellt somit Zellen
unterschiedlicher Grofle und Granularitét an verschiedenen Stellen dar. Das die Population der lebenden Zellen
umfassende Messfenster (R1) beschreibt den Bereich der zu analysierenden Zellen, deren Fluoreszenzintensitit
im rechten Diagramm gegen die Verteilung der Anzahl der gezéhlten Zellen aufgetragen ist (counts). Diese
ist proportional zur Oberflichenmarkierung des durch den Primérantikérper erkannten Proteins (APP) und
u.a. durch mittels des zugehorigen Programms berechneten Mittelwert (Tabelle) beschrieben. Eine Messung
umfasste die Auswertung jeweils 10000 Zellen.

Anhand der linken Diagramme ist zu erkennen, dass die Population der lebenden Zellen
(Messfenster, R1) immer grofler als die der toten ist, obwohl eine Transfektion sowohl von
CRT als auch der CRT-P-Doméne die Verteliung in Richtung der toten Zellen verschoben
hat (Abb. 4.35, S. 127(C)/(D)). Daraus ist ersichtlich, dass sich die Transfektion der CRT-
Konstrukte gleichermaflen negativ auf die CHO /APP695-Zellen auswirkt, wéihrend die Trans-
fektion nur des Vektors keine diesbeziiglichen Folgen erkennen ldsst (Abb. 4.35, S. 127(B)).

Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt, wobei die Transfektionseffizienz mit

GFP iiberpriift worden ist und beziiglich der drei gezeigten Transfektionen in etwa gleich
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war (nicht gezeigt). Wéhrend die Analyse der Negativkontrolle einen Fluoreszenz-bezogenen
Mittelwert von etwa 7 zeigt, liegen die der Durchflusszytometrischen Untersuchung nach
mock- sowie CRT-Transfektion bei 68 bzw. 64 und der Mittelwert nach Transfektion der
CRT-P-Doméne bei ca. 33. Demnach verindert eine Uberexpression des CRT-Gesamtproteins
die APP-Oberflichenkonzentration nicht, wiahrend die Transfektion nur der CRT-P-Doméne
das Vorkommen von APP an der Zelloberfliche um die Hilfte verringert. Das bedeutet,
dass die von Helen Strekalova ermittelten unterschiedlichen Ag-Konzentrationen nach den
jeweiligen Transfektionen keine Folge von ER-Stress, sondern eine reale Verdnderung der
APP-Prossierung ist. Mit diesem Ergebnis steht die Durchflusszytometrieanalyse genau ent-
gegengesetzt zu der Tendenz der mit dem gleichen Ziel durchgefiihrten Oberflichenbiotinylie-
rungsexperimenten. Aufgrund dieser unterschiedlichen Resultate kann keine genaue Aussage
iiber eine Beeinflussung der APP-Oberflichenexpression durch Transfektion der verschiedenen
CRT-Konstrukte gemacht werden. Es wird jedoch aufgrund der reproduzierbaren Resultate
der durchflusszytometrischen Analysen sowie Anzahl der durchgefiihrten Kontrollen mehr auf
diese Methode als die der Oberflichebiotinylierung vertraut.

Um der Frage nach einer moglichen Beteiligung von Calretikulin an der y-Spaltung von APP
weiter nachzugehen, wurde der Einfluss des Chaperons auf die Aktivitéit des Enzymkomplexes

untersucht.

4.1.4.3 ~-Sekretase-Aktivitatsbestimmung mittels ELISA

Zuerst wurde die y-Sekretaseaktivitdt in mit Presenilinl und APPSW stabil sowie CRT
transient transfizierten HEK-Zellen (KEK/PS1/SW/WT23, [Tab. 2.6, S. 33| mittels eines
Kits bestimmt. Die HEK/PS1/SW/WT23-Zellen wurden mit den CRT-Konstrukten CRT,

N-, P-Doméne sowie dem Leervektor als Negativkontrolle transfiziert, nach einem Tag ly-

siert und durch Anbieten eines entsprechenden Substrats mittels mef3barer Farbreaktion auf
ihre Sekretaseaktiviéit hin untersucht. Die Auswertung der Daten zeigte keine signifikante
Verdnderung der Spaltaktivitdt an (nicht gezeigt). Es konnte eine Tendenz zur Steigerung
der ApB-Konzentration nach Transfektion der CRT-P-Doméne sowie der CRT-N-Domaéine in

geringerem Ausmaf} festgestellt werden.

4.1.4.4 in vitro-v-Sekretase-Aktivitatsuntersuchung

Geméf eines von Prof. Steiner (LMU, Miinchen) zur Verfiigung gestellten Protokolls wur-
de die y-Sekretaseaktivitdt in Abhéngigkeit von CRT mit einer weiteren Methode in zwei
Variationen analysiert. Es wurden ebenfalls HEK/PS1/SW-WT23-Zellen (Tab. 2.6, S. 33))

eingesetzt. Wihrend Variante A eine PS1-Immunprézipitation (IP) mit nachfolgender, in den

geeigneten Versuchsbedingungen stattfindender Enzymreaktion beschreibt, kommt Variante
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B ohne die IP aus. Der Einfluss von Calretikulin wird durch die jeweils einzeln der Enzym-
reaktion beigefiigten GST-Proteine, eingeschlossen CRT, NP, P, C und nur GST als Nega-
tivkontrolle, vermittelt. Die Analyse der in wvitro-y-Sekretase- Aktivitdtsuntersuchung zeigt
jedoch kein eindeutiges Ergebnis (nicht gezeigt). Es besteht wieder lediglich die Tendenz zur
Steigerung der AS-Konzentration nach Zugabe der GST-NP- sowie GST-P-Proteine im Ver-
gleich mit der GST-Negativkontrolle, wobei die CRT-P-Doméine den gréfiten Einfluss auf die
Sekretaseaktivitit ausiibt. Das GST-CRT-Protein scheint keinen oder nur einen gering redu-
zierenden Einfluss auf die Komplexaktivitit zu haben. Demnach besteht die gleiche Tendenz
wie mit der y-Sekretase-Aktivitdtsbestimmung mittels ELISA erhaltenen Ergebnisse.

Zusammengefasst kann man keine eindeutige Aussage beziiglich eines Einflusses von CRT
bzw. der einzelnen Doménen auf die y-Sekretase-vermittelte APP-Prozessierung treffen, son-
dern nur die Vermutung anstellen, dass die CRT-P-Doméne die Produktion des A3-Peptids
steigert, wiahrend das CRT-Gesamtprotein die Konzentration von A/ nicht oder nur leicht
verringert. Vielleicht wirkt sich aber auch, andersherum gesehen, eine verédnderte Presenilin-

komplex-Aktivitéit auf die Expression und Lokalisation von Calretikulin aus.

4.1.4.5 Analyse des PS1-Einflusses auf CRT

Zur Untersuchung, ob sich eine verdnderte Aktivitdt von PS1 bzw. der «-Sekretase auf das
Vorkommen und die Verteilung von Calretikulin auswirkt, wurde das CRT-Zelloberflichenvor-
kommen sowie die -Gesamtkonzentration in Abhingigkeit der stabilen Uberexpression eines
aktiven sowie inaktiven ~y-Sekretasekomplexes bestimmt. HEK/PS1/SW/WT23- und solche
im aktiven Zentrum von Presenilin 1-mutierte Zellen (D385N-10, (Tab. 2.6, S. 33) wurden
Oberflichen-biotinyliert, die mit Biotin-markierten Proteine mittels Strepatvidin isoliert und
mittels Immunoblot hinsichtlich des Vorkommens von Calretikulin analysiert

5.
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Abb. 4.36: Analyse der CRT-Expression in Abhingigkeit der PS1-Aktivitét

Immunoblot-Analyse der mittels Oberflichenbiotinylierung isolierten sowie der im Gesamtlysat von
HEK/PS1/SW-WT23 (WT) und HEK/PS1/SW/D385N-10 (mut) enthaltenden Proteine unter Verwendung
des C-17 anti-CRT-Antikorpers.

Die Analyse sowohl der Oberflichenkonzentration als auch der Gesamtkonzentration von Cal-
retikulin zeigt einen deutlichen Unterschied der beiden verwendeten Zelllinien. Wéhrend das
Gesamtvorkommen des Proteins im Vergleich zu der CRT-Zelloberflichenkonzentration be-
ziiglich beider Zellen grofler ist, sind jedoch sowohl die Ektocalretikulin-Konzentration als
auch die des Gesamtproteins der WT-Zellen entsprechend geringer, als die der Zellen mit
mutiertem Presenilin 1. Die Auswertung der Signalintensitdt der Banden dieser nur ein-
mal reproduzierten und damit noch sehr vorlaufigen Daten stellt genau diese Verteilung dar
(Kap. 4.37, S. 130]).
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Abb. 4.37: Auswertung der Analyse der CRT-Expression in Abhingigkeit der PS1-Aktivitat
Die Auswertung der Immunoblot-Analyse der CRT-Expression der WT- sowie PS1-mutierten-HEK/PS1/SW-
Zellen (WT/Mut) erfolgte mittels des Tina Programms und Microsoft Excel. Das Diagramm stellt die Ban-
denintensitidt und somit CRT-Konzentration der entsprechenden Proben in Bezug auf den grofiten Wert da
(HEK/PS1/SW/D385N-10 (Mut), Gesamtkonzentration).

Wie zu erwarten, ist die CRT-Gesamtkonzentration jeweils hher (WT,~80;mut,100) als die
des Ektocalretikulin (WT,23;mut,55), wobei die WT-Zellen jedoch in beiden Fillen eine ent-
sprechend geringere CRT-Konzentration aufweisen. Demnach scheint in Zellen, die einen inak-
tiven ~y-Sekretasekomplex iiberexprimieren, mehr Calretikulin insgesamt und an der Zellober-
fliche vorhanden zu sein, wobei die Differenz des Oberflichenvorkommens (WT /mut;1/2,4)
etwa doppelt so grof} ist als die der gesamten Zellen (WT/mut;1/1,25). Da es sich bei CRT
um ein 16sliches Protein handelt, muss das mittels Oberflichenbiotinylierung isolierte ein mit
einem oder mehreren anderen Proteinen komplexiertes und somit indirekt prézipitiertes Ek-
tocalretikulin sein. Es bleibt trotzdem die Frage, ob CRT dabei an APP, PS1, beide oder ein
anderes Protein gebunden war und der Einfluss des Proteins auf die Sekretaseaktivitit ein
direkter oder ein iiber weitere Komponenten vermittelter ist.

Unabhéngig dessen ist nicht gekldrt, was fiir eine Rolle Calretikulin bei der ~y-Sekretase-
vermittelten-Spaltung spielt. Es konnte ausschliefilich an der APP-bezogenen Prozessierung
beteiligt sein oder aber auch eine generelle Funktion unabhéngig des Substrats besitzen. Um
dieser Fragestellung nachzugehen, wurde eine mogliche Beziehung von CRT zu einem weiteren

~v-Sekretasesubstrat, dem Zelladhésionsmolekiil L1, untersucht.

4.1.4.6 Uberpriifen einer Interaktion von CRT und L1 mittels Co-lmmunprizipitation

Losliche Gesamthomogenatextrakte von WT-Mé&usen wurden mit anti-L1-Antikérper sowie
unspezifischen IgG als Negativkontrolle inkubiert und die isolierten Immunkomplexe mittels
Immunoblot unter Verwendung des anti-CRT-Antikérpers analysiert. Als Positivkontrolle
diente ein loslicher Extrakt des Mausgehirnhomogenats (Abb. 4.38, S. 131}

Die Analyse der Immunprézipitate zeigt eine Bande des CRT-entsprechenden Molekularge-
wichts (~50kDa) in der Spur der L1-Prézipitation sowie der der Positivkontrolle, wihrend
keine Bande in der Spur der Negativkontrolle zu erkennen ist. Demnach kann Calretikulin
zusammen mit L1 co-isoliert werden. Da diese Interaktion jedoch Oligosaccharid-vermittelt
bzw. der Chaperonfunktion von CRT zugeteilt werden kann, bleibt unklar, ob CRT auch an

das von der y-Sekretase prozessierte, zuvor « geschnittene L1-Fragment bindet.
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Abb. 4.38: Analyse der Immunprizipitation von L1 und CRT

Immunoblot-Analyse der mit polyklonalem L1 sowie unspezifischen Kaninchen-IgG (Negativkontrolle) prizipi-
tierten Proteine durch Immunfirbung mit dem anti-CRT C-17-Antikérper im Vergleich mit dem eingesetzten
Mausgehirnextrakt.

4.1.4.7 Charakterisierung der Interaktion von CRT und L1 mittels

Co-lmmunprazipitation

Moglicherweise wird der Anteil von komplexierten L1-C-terminalen Fragmenten unter
Verwendung eines intrazellulér-gerichteten anti-L1-Antikorpers erhoht. Eine mogliche Co-
Isolation von CRT wiirde demnach die Vermutung stiitzen, das das Chaperon auch mit dem
a-geschnittenen L1-Fragment assoziiert ist. Nachdem die Co-Immunprézipitation von L1 und
CRT unter Verwendung des polyklonalen anti-L1-Antikorpers eine Interaktion der beiden
Proteine zeigen konnte, wurde das Experiment mit dem Antikorper, der gegen die intrazellu-
ldire Doméne von L1 gerichtet ist (L1-ICD), wiederholt. Da dieser ausschlielich das humane
Zelladhésionmolekiil erkennt, wurde der Versuch unter Verwendung einer humanen Zelllinie,
die dariiber hinaus ausreichend L1 exprimiert, durchgefiihrt. Losliche Extrakte dieser SY5Y-
Zellen wurden mit anti-L1-ICD sowie dem unkonjugierten IgG als Negativkontrolle inkubiert.
Die Isolation der Immunkomplexe erfolgte durch Protein A/G-Agarose und die anschliefien-
de Analyse mittels Immunoblot sowie dem anti-CRT-Antikorper. Als Positivkontrolle diente
eine Probe des loslichen SY5Y-Extrakts (Abb. 4.39, S. 131]).
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Abb. 4.39: Charakterisierung der CRT /L1-Interaktion mittels Co-Immunprizipitation

Losliche Extrakte von SY5Y-Zellen wurden mit Antikérper gegem die Ll-intrazellulire Doméne (L1-ICD,
172-R) sowie unkonjugiertem Maus-IgG inkubiert. Die Isolation der Immunkomplexe erfolgte mittels Protein
A/G-Agarose und die Analyse der eluierten Proteine mit Hilfe von Immunoblot unter Verwendung des anti-
CRT C-17-Antikorpers. Als Positivkontrolle wurde der 16sliche Zellextrakt eingesetzt.

Die Analyse der Immunkomlexe zeigt eine Bande bei ca. 50kDa in der Spur des Inputs und
in der Spur der Co-IP mit L1-ICD-Antikorper eine Bande bei ~47kDa, jedoch keine Banden
der entsprechenden Molekulargewichte in der Sur der Negativkontrolle. Die zuerst bestan-
dende Annahme, dass es sich bei der Bande in der Spur der L1-ICD-Co-Immunprézipitation
um die der schweren Antikorperkette handelt, wurde aufgrund des fehlenen Auftretens einer
entsprechenden Bande in der Spur der Negativkontrolle verworfen. Demnach handelt es sich
wahrscheinlich um einen, im folgenden Kapitel beschriebenen Shift des Molekulargewichts
(Kap. 4.2.1, S. 134)), der durch verschiedene Griinde auftreten kann, oder ein Artefakt des
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verwendeten SDS-Gels darstellt. Daher ist davon auszugehen, dass CRT auch mit dem L1-
ICD-Antikorper co-isoliert werden kann.

Um eindeutig zu kldren, ob Calretikulin an das membranstéindige von der ~-Sekretase-ge-
spaltene L1-Fragment (L1-30kDa), sowie die intrazelluldre Doméne des Zelladhésionsmolekiil
(L1-ICD) bindet, wurden diese Proteine jeweils mit einem His- sowie Flag-Tag kloniert, SY5Y-
Zellen transient mit diesen Konstrukten transfiziert und nach Uberpriifen der Transfektion
wieder mittels Co-Immunprézipitation durch den anti-His-Antikérper auf eine Co-Isolation
von CRT hin untersucht (nicht gezeigt). Die Analyse der Immunprézipitate zeigt keine Ban-
den des Molekulargewichts von CRT, ausgenommen in der Spur der Positivkontrolle. Es
treten jeoch hochmolekulare Banden (~200kDa) auf, die nicht in den Spuren der Negativ-
kontrollen zu sehen sind und bisher nicht erkliart werden kénnen. Daraus ldsst sich schlieflen,
das CRT sowohl mit dem polyklonalen L1- als auch vermutlich mit dem L1-ICD-Antikorper
co-prézipitiert werden kann und eine Bindnung an die L1-Fragmente L.1-30kDa sowie L1-ICD
noch fraglich ist. Demnach scheint eine Beteiligung von Calretikulin an der ~-Sekretase-
vermittelten L1-Prozessierung nicht unwahrscheinlich. Diese Annahme wurde durch weitere

Versuche iiberpriift.

4.1.4.8 Analyse eines CRT-Einflussses auf die Expression und Lokalisation von L1

Bei den folgenden beiden Versuchen handelt es sich um noch vorlaufige, nur einmal repro-
duzierte Ergebnisse, die jedoch bereits eine Tendenz erkennen lassen. Zur Uberpriifung, ob
CRT einen Einfluss auf die Verteilung und das Vorkommen von L1 nimmt, wurden humane
SY5Y-Zellen mit CRT sowie dem Leervektor als Negativkontrolle transient transfiziert und
anschlieBend mittels Oberflichenbiotinylierung und Immunoblot der prézipitierten Protei-

ne sowie des L1-Gesamtvorkommens und der lslichen L1-Form (180kDa), die ins Medium

abgegeben wurden, analysiert (Abb. 4.40, S. 132)). Dabei sind immer entsprechend gleiche

Proteinmengen der jeweiligen Paare (CRT /Vektor) auf das SDS-Gel aufgetragen worden.
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Abb. 4.40: Analyse des entsprechenden L1-Vorkommens in Abhingigkeit zu CRT

Losliche Extrakte von mit CRT sowie pcDNA3 (V) transient transfizierter SY5Y-Zellen wurden nach erfolgter
Oberfliachenbiotinylierung (B, Oberfliche), ohne diese (A, Zelllysat) sowie der Kulturiiberstand (C, Medi-
um) mittels Immunoblot unter Verwendung des anti-L1-Antikérpers (Abcam) analysiert, wobei immer gleiche
Proteinmengen der jeweiligen Kompartimente auf das SDS-Gel aufgetragen worden sind.

Die Analyse des L1-Vorkommens mittels Immunoblot zeigt eindeutig schwéchere Banden in
den Spuren der CRT-transfizierten Zellen im Vergleich mit der Vektorkontrolle beziiglich des
Gesamtlysates und des Kulturiiberstandes. Die Signalintensitit der CRT-zugehorigen Bande
in der Spur der Oberflichen-biotinylierten Zellen ist gerinfiigig schicher im Vergleich mit den

pcDNA3-transfizierten Zellen. Demnach scheint durch eine Uberexpression von Calretikulin
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die Gesamtmenge an L1 verringert und es wird auch weniger L1 in den Uberstand abgegeben,
wihrend die Zelloberflichenkonzentration nur leicht geringer ist.

Um diese Tendenz zu iiberpriifen erfolgte die Analyse des L1-Vorkommens in Abh#nigig-
keit von CRT noch mittels einer weiteren Zelllinie. Die freundlicherweise von Prof. Michalak
(Uni Alberta) zur Verfiigung gestellten K415/V7-Zellen sind murine Fibrinoblasten, wie auch
die Calretikulin-defizienten K425/V20-Zellen. Bei der Zelllinie K425/NP handelt es um mit
der CRT-NP-Domaéne stabil transfizierten K425V /20-Zellen. Losliche Extrakte der jeweiligen
Zelllysate wurden mittels Immunoblot auf die Expression von L1 hin untersucht
. Eine Oberflichenbiotinylierung hat wahrscheinlich aufgrund einer zu geringen Pro-
teinmenge zu keinem Ergebnis gefiihrt, wihrend auch die Konzentration von L1 im Kultur-

iiberstand nicht nachweisbar war (nicht gezeigt).
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Abb. 4.41: Analyse der L1-Gesamtkonzentration in Abhéngigkeit von CRT in K-Zellen
Losliche Extrakte von K415/V7 (WT)-, K425/V20 (CRT defizient, -)- und K425/NP (NP)-Zellen wurden
mittels Immunoblot unter Verwendung des anti-L.1555-Antikorpers analysiert.

Die Analyse der L1-Gesamtkonzentration der K-Zellen zeigt in allen Spuren eine Bande des
L1-entsprechenden Molekulargewichtes. Wahrend die Signalintensitidt der Bande in der Spur
der CRT-NP-transfizierten Zellen wesentlich intensiver als die der anderen beiden ist (WT,
CRT defizient), besteht zwischen denen nur ein geringer Unterschied in der Hinsicht, dass die
der CRT-defizienten Zellen eine etwas stidrkere Signalintensitéit der entsprechenden Bande
aufweist. Daraus ldsst sich schlieflen, dass die L1-Gesamtkonzentration der CRT-enthaltenen
WT-Zellen etwas geringer ist im Vergleich mit K-Zellen, die kein CRT exprimieren.. Beide
Zelllinien weisen jedoch deutlich weniger L1 auf, als die mit der CRT-NP-Doméne retransfi-
zierten Zellen. Demnach bestétigt sich die Tendenz des vorherigen Versuches fiir die Gesamt-
proteinkonzentration. In Bezug auf einzelne Doménen sowie andere Kompartimente, wie die

Zelloberflache oder der Zellkulturiiberstand, kann keine Aussage gemacht werden.
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4.2 Prozessierung der Zelladhasionsmolekiile APP und L1

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Spaltung der Fc-Proteine APP und L1 im Ver-
gleich durch die Metalloproteasen ADAMS, ADAMO9 sowie die Gelatinasen (Tab. 2.16, S. 43|)
gezeigt.

4.2.1 ADAM vermittelte Spaltung

Es wurden zwei Vertreter, mADAMS und mADAMY9 (Tab. 2.16, S. 43)), der auch die a-
Sekretase reprisentierenden ADAMs im Hinblick auf eine Spaltung von APP und L1 analy-

siert. Beide Proteasen wurden jeweils mit den Fc-Proteinen, der APP- sowie der L1-Ekto-
doméne, inkubiert und nach 2 Stunden auf die enstandenen Reaktionsprodukte hin analy-
siert.(Kap. 4.42, S. 134]).
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Abb. 4.42: Analyse der ADAMS8- und ADAM9-vermittelten Spaltung von APP und L1

Die entsprechenden Fc-Proteine APP- (A)/(C) und L1-Ektodoméne (B) (4+) wurden mit ADAMS (1) und
ADAMSY (2) und ohne diese (-) fiir eine Zeit von zwei Stunden inkubiert. Die Analyse der Reaktionsproduk-
te erfolgte mittels Immunoblot unter Verwendung des anti-Fc- (A)/(B) sowie des polyklonalen anti-APP-
Antikérpers (C). Die Zahlen unter 1A stellen zwei verschiedene Chargen des aufgereinigten APP-Fc-Proteins
dar.

Die Analyse der Reaktionsprodukte nach ADAMS8-vermittelter Spaltung des APP-Ekto-Fc-
Proteins zeigt einen deutlichen Shift der Banden in Abhéngigkeit der jeweiligen Probe
4.42, S. 134)). Die berechnete Grofie des Proteins liegt bei knapp 80kDa, tritt aber, die zweite
Charge betreffend, bei einem deutlich grofieren Molekulargewicht auf. Auch die durch Enzy-
minkubation produzierten Spaltprodukte weisen wahrscheinlich aufgrund des Fc-Tags einen
dementsprechenden Shift von etwa 15kDa auf. Wahrend die Spur der Probe ohne Enzym kei-
ne oder nur Degradation-bedingte Banden zeigt, sind in der Spur mit ADAMS eine Bande im
Bereich von 55-60kDa und eine bei 26kDa zu erkennen. Das kleine Fragment wird nicht von
spezifischen anti-APP Antikorpern erkannt und entspricht demnach dem Fc-Tag. Dagegen
kann das etwa 55kDa Spaltprodukt mit dem polyklonalen Antikérper gegen APP sichtbar
gemacht werden und somit dem verbleibenden Teil von APP, der a-geschnittenen Ektodo-
méne, entsprechen. Bei der vom anti-Fc-Antikorper erkannten Bande bei etwa 60kDa kann
es sich aufgrund des fehlenden Tags nicht um die Ektodoméne von APP handeln, sondern
entspricht vielleicht einem Degradationsprodukt, da eine entsprechende Bande auch in der
Spur der Probe ohne MMP-9 bei lingerer Exposition des Films auftaucht (nicht gezeigt). Eine

Prozessierung des Zelladhéisionsproteins L1 durch ADAMS kann nicht nachgewiesen werden.
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Die Analyse der Produkte nach der Proteolyse der Fc-Proteine durch ADAM9 lésst fiir die
extrazellulire Doméne von APP unter Beriicksichtigung des bereits beschriebenen Moleku-
largewichts-Shifts ein der ADAMS8-Spaltung #hnliches Spaltmuster mit zwei Banden bei etwa
26kDa und 60kDa erkennen, von denen nur die groflere von spezifischem anti-APP-Antikorper
erkannt wird und das kleine Fragment demnach wieder dem Fc-Tag entspricht. Die diesbe-
ziigliche Prozessierung der L1-Ektodoméne ergibt nur eine spezifische Bande im Bereich von
100kDa, die sowohl von dem anti-Fc- als auch von dem 555-anti-L1-Antikérper erkannt wird

und demanch dem von Ina Kalus postulierten, membranstdndigen L1-80kDa Fragment ent-

spricht (Kalus, 2005)).

4.2.2 Gelatinasespaltung

Wihrend sowohl fiir APP (Talamagas et al., 2007)) als auch fiir L1 eine MMP-9
vermittelte Spaltung vermutet wird, ist hinsichtlich MMP-2 keine diesbeziigliche Pro-
teaseaktivitdt bekannt. Im Gegensatz dazu enthilt die Ektodom#ne von APP eine Region,
die als MMP-2-Inhibitor fungiert (Higashi & Miyazaki, 2008)). Vor Beginn der Versuchsrei-

he musste die Aktivitat der Gelatinasen mittels Zymographie iiberpriift und gegebenenfalls

entsprechend induziert werden. Die aufgereinigte MMP-9 (Kap. 4.42, S. 134)) lag in einem
aktiven Zustand vor. MMP-2, ebenfalls nicht kommerziell (Kap. 4.42, S. 134)), musste jedoch
durch Inkubation mit APMA (p-Amino phenylmercuric acetate) von der Prodéméne befreit
und somit aktiviert werden (Kap. 4.43, S. 135]).
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Abb. 4.43: Uberpriifung der Gelatinaseaktivitit
Zymographische Analyse der Aktivitdt von (A) MMP-2, vor und nach APMA-Inkubation (aktiv), und von
(B) MMP-9

Die zymograhische Analyse von MMP-2 zeigt nach APMA-Inkubation eine deutliche Bande
im Bereich von 63kDa, die vor der Aktivierung des Enzyms nicht zu sehen war. Sie steht
fir die aktive MMP-2-Form und unterscheidet sich von dem 72kDa Proenzym durch Feh-
len der Prodoméne. Die Zymographie der bereits aktiv vorliegenden MMP-9 stellt ebenfalls
die Bande des aktiven Enzyms (~83kDa) dar, wihrend die {ibrigen Banden wahrscheinlich
Degradationsprodukte représentieren. Die aktivierten Gelatinasen wurden anschlieend mit
den jeweiligen Fc-Proteinen, eingeschlossen der APP- und L1-Ektodoméne sowie L1-Igl-6-
und L1-Fnl-5- Doménen, inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion erfolgte die Analyse der
Produkte mittels Immunoblot unter Verwendung der entsprechenden Antikérper

5150

Die Anaylse der MMP-9 vermittelten Spaltung von APP zeigt in der Spur nach Enzymin-

kubation zwei Banden, von denen nur die obere von dem poly-anti-APP-Antikorper erkannt
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Abb. 4.44: Analyse der MMP-9 vermittelten Spaltung von APP und L1

Die entsprechenden Fc-Proteinen (A) APP-Ektodoméne und (B) L1-Ektodoméne sowie L1-Fnl-5 und L1 Ig-
1-6 wurden sowohl mit (+) als auch ohne (-) aktiver MMP-9 fiir eine Zeit von sechs Stunden inkubiert und die
Reaktionsprodukte nach Abbruch der Reaktion mittels Immunoblot unter Verwendung des anti-Fc-Antikorpers
analysiert.

wird (nicht gezeigt). Da das gesamte Protein eine theoretische Masse von ~50kDa hinsichtlich
der APP-Ektodoméne plus ~26kDa fiir den Fc-Tag besitzt, es beziiglich dieser Untersuchung
jedoch bei ca. 90kDa auftritt, ist davon auszugehen, dass auch die {ibrigen Banden aufgrund
des Tags einen, bereits oben erwihnten Shift durchlaufen haben. Demnach konnten die Pro-
dukte eine theoretische Masse von 55kDa und etwa 30kDa haben, wobei es sich bei dem
kleinen vom anti-Fc-Antikorper erkannten Fragment um den a-geschnittenen Fc-Teil han-
delt und das etwa 55kDa von spezifischen anti-APP-Antikorpern erkannte APP-Fragment
der verbleibenden Ektodoméine von APP entsprechen konnte. Allerdings wird die entspre-
chende Bande auch von dem anti-Fc-Antikorper sichtbar gemacht und ist wieder bei lingerer
Exposition des Films auch in der Spur der zugehorigen Negativkontrolle zu erkennen. Daher
wird bei dem etwa 55kDa APP-Fragment eher ein Degradationsprodukt vermutet. Trotz-
dem bestéitigen diese Ergebnisse die bereits publizierten Annahme, dass APP in einem der
a-Spaltung-ahnlichen Prozess durch MMP-9 prozessiert wird.

Die Analyse der Produkte der L1-Fc-Proteine mittels MMP-9 lésst beziiglich der Ektodoméne
sowie der Igl-6-Doménen keine Spaltprodukte erkennen. Wiederum bei lingerer Exposition
des Films tritt eine 80kDa grofie Bande in der Spur des mit Enzym inkubierten L1-Ekto-Fc-
Proteins auf, die der in der Spur mit aktiver MMP-9 belassenen L1Fn1-5-Doméne entspricht
(Pfeil). Die iibrigen beiden zu sehenden Banden der Spuren dieses Fc-Proteins reprisentieren
wahrscheinlich Degradationsprodukte. Diese 80kDa-Bande wurde auch durch den 555 anti-
L1-Antikorper, dessen Epitop zwischen der dritten und vierten Fn-Doméne liegt, erkannt.
Dieses Ergebnis bestéitigt das von Kalus bereits entdeckte L1-Spaltprodukt und die Lokali-
sation der MMP-9-Prozessierung innerhalb der Fn-Domiénen (Kalus, 2005]).

Es stellte sich nun die Frage nach der genauen Sequenz, zumal bereits Vermutungen iiber
den definierten Ort der Spaltung sowie ein mogliches Motiv gemacht worden sind
2005)). Daher wurde versucht dieses 80kDa an den 555-L1-Antikérper bindende Protein mittels
Co-Immunprézipitationen aus Mausgehirnhomogenat und Myllin-angereicherten Fraktionen
sowie durch Affinitdtschromatograhie unter Verwendung einer mit dem Antikoérper gekop-

pelten Séule aufzureinigen und nach Auftrennung aus dem entsprechenden Coomassiegel zur
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weiteren Analyse auszuschneiden (Abb. 4.45, S. 137)).

kDa Elut Input
80—

Abb. 4.45: Analyse der Elutionsfraktion der 555-L1-Affinitdtschromatograhie

Die Analyse der durch Affinitdtschromatographie mit dem 555-L1-Antikdrper erhaltenen Elutionsfraktion (E)
erfolgte mittels SDS-PAGE und Coomassie-Firbung im Vergeleich zu der verwendeten Mausgehirnfraktion (I,
Input)

Leider blieben alle Versuche bisher erfolglos. Es konnte zwar eine 80kDa Bande in der Spur
der Elutionsfraktion nachgewiesen werden, jedoch war die enthaltene Proteinmenge zu gering,

um eine Analyse mittels Edman-Abbau anzuschlieBen.
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5 Diskussion

Die Diskussion gliedert sich in fiinf Teile. Zunéichst werden die Ergebnisse der Suche nach
APP-Bindepartnern im Hinblick auf deren Funktion und der von APP sowohl physiologisch
als auch beziiglich der Alzheimer-Krankheit diskutiert. Anhand der Ergebnisse der Kreatin-
kinase wird anschliefend auf die zugrunde liegenden Methoden sowie mogliche Fehlerquellen
des Ansatzes eingegangen.

Der dritte Teil dieses Kapitels behandelt die Interaktion von APP, CRT und dem ~y-Sekretase-
komplex sowie L1 und diskutiert eine mogliche generelle Rolle des Chaperons an dem Vorgang
der Sekretase-vermittelten Spaltung.

Die Proteolyse der Zelladhédsionsmolekiile L1 und APP durch Metalloproteinasen im Ver-
gleich an definierten Beispielen sowie deren daraus ersichtliche Moglichkeiten hinsichtlich
eines Verstdndnisses noch ungeklédrter Vorgéinge bildet das Thema des vierten Kapitels des
Diskussionsteils dieser Arbeit. Der letzte Teil beschéftigt sich mit der Relevanz der erhaltenen

Ergebnisse fiir das Verstdndnis der Ursachen und der Therapie der Alzheimer-Krankheit.

5.1 Diskussion der méglichen Bindepartner von APP und der

daraus ersichtlichen Funktionen

Das erste Ziel der Arbeit war die Identifikation neuer APP-Interaktionspartner, die im Be-
reich der y-Spaltstelle binden und demnach vielleicht an dem Vorgang der APP-Proteolyse
durch die v-Sekretase und der Enstehung des A(3-Peptids beteiligt sind. Es wurden mit-
tels eines die 7-Spaltstelle reprisentierenden Antikoérpers und der eingesetzten Methoden,
eingeschlossen Affinitdtschromatographie und massenspektrometrischer Analyse, insgesamt
fiinfzehn mogliche APP-Bindepartner erhalten. Die bereits in dem Ergebnisteil eingefiihrten
Proteine (Kap. 4.1.1.5, S. 101)), ihre Grofie sowie die Lokalisation und Funktionen sind in der
Tabelle (Tab. 5.1, S. 139)) noch einmal kurz aufgefiihrt.

Ergebnis der Sequenzanalyse Lokalisation/Funktion

Clg-Bindeprotein (ClqR, Ektocalreticulin) Zelloberflichenform von CRT / Komplementbindung

Kreatinkinase, B-Kette (CK-B) Zytosol / ATP-Level, synapt. Funktionen, Kalziumhomeostase

Endoplasmin (GRP94 / gp96) ER-Lumen, Zelloberfliiche / Ca?*-bindendes Chaperon, Apoptosegegen-
spieler

a-Actinin strukturelle/regulatorische Funktionen des Zytoskeletts/verschiedener
Ionenkanéle
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a-II-Spectrin Zytosol, vermehrt in PSD / Aktin-Vernetzung, NMDA-Rezeptorbindung
Zitratsynthase innere Mitochondrienmembran / Citrat-Zyklus
ATP-Synthase innere Mitochondrien-, Zellmembran / Protonenpumpe, ATP-Synthese

Dihydropyrimidinase-Related Protein 2(DRP- Zytosol / Signaltransduktion

2, CRMP-2)

vakuolidre ATP-Synthase (vATP-Synthase) Endosomen-, Zellmembran / Protonenpumpe, pH-Wert

Dynamin I prasynaptische GTPase / Endozytose

Hexokinase Typ 1 (HXK 1) duBere Mitochondrienmembran / Glykolyseenzym, Apoptoseregulation
Myelin-Associated Glycoprotein (MAG) gliales Zelladh#sionsmolekiil / Myelinaufbau

Nat-K+-ATPase Zellmembran / Ionenpumpe, Signaltransduktion (Genregulation, Zell-

wachstum)
Glyceraldehyd-3-P-Dehydrogenase (GAPDH) Zytosol, Nukleus / Glykolyse, multiple Funktionen

14-3-3 Zytosol / Bindung von unterschiedlichen Signalproteinen

Tabelle 5.1: Mogliche Bindeproteine der APP-v-Spaltstelle (PSD, postsynaptische Dichte;
NMDA, N-Methyl-D-Aspartat)

Sowohl Ektocalretikulin (C1qR) bzw. Calretikulin (CRT) als auch die Kreatinkinase-B (CK-
B) sind bereits durch die Arbeit von Helen Strekalova gefunden worden, wobei sie CRT als
ein an die - und CK-B als ein an die S-Spaltstelle des Amyloid Vorlduferproteins (APP)
bindendes Protein identifizierte (Strekalova, 2004)). Auf beide Proteine sowie eine mogliche In-
teraktion mit APP wird in den folgenden Teilen dieser Diskussion (Kap. 5.2, S. 149, [Kap. 5.3,

S. 151)) eingegangen.

Von den verbleibenden dreizehn eventuellen an APP im Bereich der y-Spaltstelle bindenden

Proteinen wurden sieben nicht weiter behandelt und sechs durch Folgeexperimente beziiglich
einer Interaktion mit dem Zelladhésionsprotein tiberpriift. Hier werden zunéchst die sieben
nicht-untersuchten Proteine, der Grund des Ausschlusses sowie eine mégliche Funktion be-
ziiglich APP diskutiert und dann auf die sechs iiberpriiften APP-Interaktionspartner einge-

gangen.

a-Actinin.  Die a-Actinine sind eine lang bekannte Proteinfamilie mit strukturellen sowie re-

gulatorischen Funktionen des Zytoskleletts (Dixson et al., 2003|) und verschiedener Ionenkané-

le, eingeschlossen Ca?*-, K*- und TRPP (Transient Receptor Potential Polycystin)-Kanilen
sowie dem NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor (Krupp et al., 1999; [Marouka et al., 2000
[Sadedhi et al., 2002} [Li et al., 2005} [Lu et al., 2007]).

Dariiber hinaus rekrutieren die Actin-bindenden Proteine LRP (low density Lipoprotein Re-

ceptor-related Protein) zu Zell-Zell-Verbindungen und sind somit an interzelluldiren Kontakten
(Hansen & Beckerle, 2008)) beteiligt, wie es auch fiir das Zelladhésionsmolekiil APP postuliert
wird (Zheng & Koo, 2006]). AuBlerdem bindet dessen intrazellulire Doméne LRP direkt und

FE65-vermittelt, was zu einer Steigerung der amyloidogenen Prozessierung von APP fiihrt

(Lakshmana et al., 2008]). Vor dem Hintergrund dieser Tatsachen und mit dem Wissen, dass
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Gehirne von gesunden Wildtyp-M&usen zur Analyse verwendet worden sind, scheint eine In-
teraktion von a-Actinin und dem Amyloid Vorlduferprotein eher indirekt stattzufinden. Es
ist jedoch bekannt, dass es wihrend des Verlaufs der Alzheimer-Krankheit zu Umordnungen
im Bereich des Zytoskeletts kommt (Pollak et al., 2003)), wobei die Frage offen bleibt, ob dies
eine Ursache oder Folge der Krankheit darstellt. Demnach ist eine a-Actinin/APP-Bindung

nicht ganz abwegig und kénnte sowohl dem Bereich von Zell-Zell- als auch von zytoskeletté-

ren Funktionen zuzuorden sein, obwohl die Anhaltspunkte im Bereich dieser Studie nicht zur

weiteren Bearbeitung des massenspektrometrischen Ergebnisses ausgereicht haben.

GRP94. Genau wie CRT ist das Glykoprotein Endoplasmin (GRP94) ein Chaperon des

Endoplasmatischen Retikulums (ER) und ein Kalzium-bindendes Protein, das auch an der

Zelloberflache vorkommt und an dem Vorgang der Apoptose beteiligt ist (Reddy et al., 1999;
ILiu et al., 2003)), wobei es moglicherweise antiapoptotisch wirkt (Fu & Lee, 2006]).
Eine CRT-entsprechende Interaktion von GRP94 mit APP ist nicht auszuschliefen, zumal

man beziiglich CRT auch lange nichts von dem ubiquitdren Vorkommen und den zahlrei-

chen Funktionen gewusst hat. Eine dertartige Verbindung ist aber wahrscheinlich doch eher
Oligosaccharid-vermittelt und somit der Chaperonfunktion des ER-Homologs von Hsp90 (he-
at shock protein90) zuzuordnen.

Wéhrend GRP94 stressbedingt in Prion-Protein-infizierten Neuroblastomazellen (Hetz et al.,

2003) hochreguliert ist sowie bei Autoimmunerkrankungen mitwirkt (Liu et al., 2003)), wurde

diesbeziiglich bei der Alzheimer-Krankheit keine Veréinderung publiziert. Eine Bindung von
GRP94 an die sich in der Membran befindende APP-~-Spaltstelle und ein moglicher Ein-
fluss auf die amyloidogene Prozessierung des Proteins scheint vor diesem Hintergrund nicht
wahrscheinlich. Es ist jedoch eine Interaktion mit dem aus der Membran entlassenen A([-
Peptid vorstellbar, wobei GRP94 als Chaperon die Struktur des Peptids stabilisieren kénnte.
Aufgrund der wenigen Hinweise einer Verbindung von Endoplasmin und APP wurde dieses

Protein nicht mit in die weitere Studie einbezogen.

a-l1-Spectrin.  Spectrin bindet zahlreiche unterschiedliche Molekiile und stellt so eine kom-

plexe Verbindung zwischen der Zellmembran und dem Zytoplasma her (De Matteis & Morrow |
. Die Gehirn-spezifische Isoform a-II-Spektrin bindet neuronal an die intrazelluldre Do-
méne des NMDA-Rezeptors und tritt vermehrt in der postsynaptischen Dichte (PSD) auf
(Wechsler & Teichler, 1998)).

Bekannterweise korreliert eine synaptische Dysfunktion mit einem frithen Stadium der Alzhei-

mer-Krankheit, wobei Almeida und Kollegen in vitro zeigen konnten, dass APPsw (swedish

mutated) grundlegende Verdnderungen in den pri- und postsynaptischen Kompartimenten im

Vergleich zum Wildtyp auslost (Almeida et al., 2005)). Dewachter und Kollegen publizieren

diesbeziiglich eine, jedoch in wvivo, gestorte Regulation der NMDA-Rezeptorfunktion sowie
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eine dadurch ausgeloste Signalweiterleitung in Abhéngigkeit von mutiertem APP (Dewachter]
et al., 2007)).

Es bestehen zwar zahlreiche indirekte Verbindungen zwischen a-I1-Spectrin und dem Amyloid

Vorlauferprotein, wie auch die Tatsache, dass beide Proteine ein Substrat der Caspase-3 dar-

stellen (Davoli et al., 2002)), zeigt. Es bleibt allerdings die Frage, ob es sich dabei nicht um ein

zufillliges Aufeinandertreffen zweier neuronaler Molekiile handelt. Wie bei den a-Actininen
ist eine Bindung des Proteins an das Amyloid Vorlduferprotein nicht ausgeschlossen, findet
aber moglicherweise nur indirekt oder gar nicht statt. Eine Beteiligung an der Pathologie der
Alzheimer-Krankheit, insbesondere der -Spaltung von APP scheint eher unwahrscheinlich.
Demnach wurde diesem Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse der ausgeschnittenen

SDS-Banden nicht weiter nachgegangen.

Zitratsynthase. Die Zitratsynthase ist ein schwer zu akzeptierendes Resultat der Suche nach

einem Bindepartner der APP-y-Spaltstelle. Dieses Schliisselenzym des Zitratzyklus ist haupt-

séchlich an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert (Remington, 1992)) und wird haufig

als Marker fiir die Funktionalitéit der Mitochondrien verwendet, auch weil sie in den Gehirnen

von Alzheimer-Patienten nicht verdndert ist (Canevari et al., 1999)), obwohl eine mitochon-

driale Dysfunktion bereits in frithen Stadien der Krankheit bekannt ist (Hauptmann et al.,|

2008).
Zwar wird APP in Mitochondrien vermutet (Anandatheerthavarada & Devi, 2007)) und Af3

dort nachgewiesen (Chen & Yan, 2006]), wobei eine Interaktion mit der Zitratsynthase statt-

finden koénnte. Das Peptid wiirde jedoch das Enzym in von der Krankheit-befallenen Gehirnen
nicht in seiner Konzentration sowie Funktion im Vergleich zu gesunden Gehirnen verdndern,
wodurch einer derartigen Verbindung nur eine physiologische Funktion zukommen kann. Auf-
grund dieser Vermutungen und wenigen Gemeinsamkeiten der beiden Proteine wurde auch

die Zitratsynthase als eventueller APP-Bindepartner verworfen.

ATP-Synthase. Eine mogliche Interaktion der ATP-Synthase (FoF;-ATPase) und der ex-
trazelluliren Doméne des Amyloid Vorlduferproteins mit der Funktion der ATP-Regulation

wurde bereits von Schmidt und Kollegen publiziert. Dariiber hinaus kann eine Co-Lokalisation

der beiden Proteine im murinen Hippocampus in vitro gezeigt werden (Schmidt et al., 2007]).

Der als Protonenpumpe sowie ATPase fungierende und sowohl in der Mitochondrienmem-

bran als auch an der Zelloberfliche vorkommende Enzymkomplex (Chi & Pizzo, 2006)) bindet

laut dieser Studie eventuell an die y-Spaltstelle des Zelladhéisionsmolekiils. Demnach scheint
die Bindung entweder nicht sehr spezifisch zu sein oder in einem die ~-Spaltstelle und den
C-terminalen Abschnitt der Ektodomaéne umfassenden Bereich stattzufinden. Aufgrund die-

ser Daten und der bereits geleisteten Arbeit innerhalb der Arbeitsgruppe wurde auf dieses
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Ergebnis nicht weiter eingegangen.

CRMP-2. Das Collapsin Mediator Protein-2 (CRMP-2, Dihydropyrimidinase-Related Pro-
tein-2, DRP-2) ist eine von fiinf hoch phosphorylierten und entwicklungsbedingt regulierten

Isoformen (Byk et al., 1998)), von denen CRMP-2 als downstream-Mediator von Semaphorin

A das Mikrotubuli-Zusammenkommen fordert und dadurch axonales Wachstum beeinflusst
(Arimura et al., 2004).

Dariiber hinaus interagiert das auch Dihydropyrimidinase-related protein-2 genannte Protein

mit Neurofibromin 1 (NF1) (Patrakitkomjorn et al., 2008)), von dem vermutet wird, dass es
mit APP komplexiert ist (Donarum et al., 2006). Auflerdem steigert A3 die Phosphorylie-
rung von CRMP-2 und beeinflusst somit das Neuritenwachstum (Petratos et al., 2008)). Diese
Daten zeigen bereits eine indirekte NF1-vermittelte Interaktion von CRMP-2 und APP mit

einer Funktion beziiglich der synaptischen Plastizitéit sowie moglicherweise des Lernens und

der Erinnerung. Gerade diese Bereiche sind im Verlauf der Alzheimer-Krankheit zunehmend
gestort, weshalb eine Beteiligung von CRMP-2 an der Pathologie der Demenz nicht ausge-
schlossen ist.

Die durch Affinitdtschromatographie mittels des anti-D-IgG erhaltene, aus dem entsprechen-
den SDS-Gel ausgeschnittene und massenspektrometrisch analysierte Bande hatte eine Grofle
von 30kDa, wihrend CRMP-2 jedoch 64kDa grof ist. Trotz der Hinweise einer Interaktion der
Proteine wurde besonders aufgrund des widerspriichlichen Molekulargewichts auf eine weitere

Untersuchung der moglichen Bindung von CRMP-2 an die APP-+-Spaltstelle verzichtet.

vATP-Synthase. Auch ein nicht weiter behandeltes Protein ist die vakuoldre ATP-Synthase
(vATPase), ein der bereits beschriebenen FoF;-ATPase sehr dhnlicher Komplex mit der Funk-
tion einer Protonenpumpe und ATPase. Zudem ist die hauptséchlich in endosomalen Membra-
nen vorkommende vATPase fiir die Aufrechterhaltung der niedrigen lysosomalen pH-Werte
verantwortlich (Nishi & Forgac, 2002|) und an der Ausbreitung von Tumoren beteiligt
moune et al., 2004)).

Die 1997 publizierte Co-Lokalisation des transmembranen Komplexes und APP zeigt nur

einen Transport des Zelloberflichenproteins iiber Clathrin-umbhiillte Vesikel in endosomale

Kompartimente, in deren Membran die vATPase vorkommt (Marquez-Sterling et al., 1997]).

Trotzdem und auch aufgrund der bereits postulierten Interaktion der &hnlichen ATP-Synthase
und APP ist eine entsprechende Bindung nicht abwegig und eine damit verbundende Funkti-
on hinsichtlich der ATP-Regulation moglich. Eine Interaktion der beiden Proteine kann nur
durch Folgeexperimente {iberpriift werden, die zu dem Zeitpunkt der Identifikation der even-
tuellen APP-Bindepartner aufgrund der groflen Anzahl dieser zugunsten anderer auf einen
spateren Zeitpunkt verschoben worden sind.

Die nun folgenden sechs Ergebnisse der Suche nach neuen Bindepartnern des Amyloid Vor-
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lduferproteins, insbesondere dessen y-Spaltstelle, wurden sowohl mittels Immunoblot-Analyse
der jeweiligen Elutionsfraktionen der Affinitétschromatographie unter Verwendung der spe-
zifischen Antikorper als auch teilweise durch Co-Immunprézipitation bestétigt. Dabei bilden
Dynamin I, die Hexokinase Typ 1 und die Na™-/K™-ATPase (a3) die erste Gruppe der Re-
sultate nach langem Versuch und wurden aufgrund dessen schon durch Folgeexperimente in
ihrer Bindung an APP getestet. Sowohl Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
als auch 14-3-3 sind Proteine, deren jeweilige Interaktion mit Zelladh&sionsmolekiilen (u.a.
L1, NCAM), auch in derselben Arbeitsgruppe, weitgehend studiert worden sind. Daher gab
es schon eine Verbindung dieser Proteine und dem auch zur Gruppe der Zelladhisionsmo-
lekiile gehtrenden APP, die hinsichtlich einer jeweiligen Assoziation bereits vermutet wurde
(ZMNH, personliche Mitteilungen) Auch mit dem Glykoprotein MAG (Myelin-Associated
Glycoprotein) wurde laborintern gearbeitet und eine Interaktion mit dem Amyloid Vorldu-

ferprotein nicht ausgeschlossen.

Dynamin I. Die GTPase Dynamin I (DNMI) ist eine von drei in Sdugetieren vorkommenden
Isoformen, wird ausschliefilich im Gehirn exprimiert und tritt vermehrt am Ort der Endozy-
tose synaptischer Vesikel auf (Smillie & Cousin, 2005)).

Wie bereits erwiahnt, wird APP durch Clathrin-umhiillte Vesikel von der Zelloberfliche endo-

zytiert, woran DNMI mafigeblich beteiligt ist, und gelangt so in Endosomen, eingeschlossen

lysosomaler Kompartimente (Marquez-Sterlin et al., 1997)). Die in der Membran liegende -
Spaltstelle von APP befindet sich in diesem durch DNM-vermittelten Prozefl sowohl in der

Zell- als auch in einer entsprechend endosomalen Membran und kénnte im Laufe dessen mit

der GTPase interagieren. Dariiber hinaus bestétigt eine Co-Immunprizipitation zwar eine
Komplexierung zweier Proteine, jedoch keine direkte Bindung. Demnach ist auch eine indi-
rekte Interaktion moglich und hinsichtlich der jeweiligen Funktionen wahrscheinlicher. Eine
Beteiligung von DNMI an einem ~-Sekretase- bzw. Presenilin-vermittelten Vorgang findet in
Anlehnung an die DNM-verwandte GTPase Opal (Optic atrophy 1) Bestitigung. Opal ist
an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert, fordert die Membranfusion und, in Ab-
héngigkeit von Parll (Presenilin-associated rhomboid-like 1), die Organisation der Kristae.

Eine Storung des Gleichgewichts von Presenilin/Parll und Parll/Opal ist beteiligt an der

Apoptoseinduktion (Pellegrini & Scorrano, 2007)). Diese sehr hypothetische Vermutung einer

Verbindung geht von nur einer indirekten Interaktion von DNMI mit Presenilin aus, die zu-
dem keine Funktion bei der APP-Prozessierung hétte, sondern y-Sekretase-unabhéngig wire.
Es konnte eine Assoziation von DNMI und APP, nicht aber von DNMI und PS1, mittels
Co-Immunpriézipitation nachgewiesen werden, was die bereits beschriebene Annahme einer
Beteiligung der GTPase an der Endozytose des Zelladhésionsmolekiils, einem physiologischen

Prozef3, unterstiitzt.
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Hexokinase Typl. Bei dem glykolytischen Enzym Hexokinase Typl (HXK1) handelt es sich
um die gehirnspezifische Isoform des den ersten Schritt des Glukosemetabolismus katalysie-
renden und somit eine hohe Affinitat fiir Glukose besitzenden Proteins (Wilson, 2003[). HXK1
ist hauptséchlich tiber Voltage-Dependent Anion Channel (VDAC) an die duflere Mitochon-

drienmembran gebunden (Nakashima et al., 1986)) und nutzt intramitochondriales ATP als

Substrat, wodurch ein konstanter Fluss des Energiespeichers und dadurch eine hohe Glykoly-

serate ermoglicht wird (Pedersen et al., 2002). Auflerdem wirkt Hexokinase Typl durch diese

Interaktion dem Apoptose-induzierten Zelltod entgegen (Abu-Hamad et al., 2008|), wobei

sowohl eine Blockade der HXK-Aktivitéit, als auch der genannten Verbindung das Neuriten-

wachstum 4n vitro zu inhibieren scheint (Wang et al., 2008)).

Eine direkte Bindung des Amyloid Vorlduferproteins und des glykolytischen Enzyms scheint
aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation und Funktionen der Proteine eher unwahrschein-
lich. Eine diesbeziigliche Interaktion mit dem auch in Mitochondrien nachgewiesenen sowie
die y-Spaltstelle teilweise enthaltenden 16slichen A3-Peptid (Eckert et al., 2008) kénnte je-

doch stattfinden und so zu der die Alzheimer-Krankheit begleitenden mitochondrialen Dys-

funktion und der damit verbundenen Apoptose fithren. Dariiber hinaus wurde ein aktiver

~-Sekretasekomplex in diesem Zellkompartiment identifiziert (Hansson et al., 2004)), wodurch
auch das Vorkommen von APP nicht auszuschliefen und bereits postuliert worden ist
landatheerthavarada, 2003)). Liguri und Kollegen publizierten bereits 1990 eine erhdhte Enzy-

maktivitdt in Gehirnen von Alzheimer-Patienten im Vergleich zu Gehirnen gesunder Patienten

(Liguri et al., 1990]), konnten jedoch nicht ausschliefien, dafl diese Verdnderung postmortem

stattgefunden hat. Auflerdem stellt sich hier wieder die Frage nach dem auslésenden Vorgang.
Es konnte zwar eine Komplexierung des Enzyms mit APP, jedoch keine mit den y-Sekretase
bildenden Proteinen mittels Co-Immunprézipitation gezeigt werden. Demnach scheint die
HXK1 nicht in den Vorgang der amyloidogenen Prozessierung von APP durch den Enzymko-
plex verwickelt zu sein. Ahnlich dem Dynamin ist eine Beteiligung an einem physiologischen
Prozef3, moglicherweise eine Funktion des mitochondrialen ATP-Metabolismus oder der Apop-

toseinduktion, wahrscheinlicher.

Na*t-/K*-ATPase.  Die Nat-/Kt-ATPase ist ein in der Zellmembran-verankerter Kom-

plex, der neben dem entsprechenden Ionentransport auch wichtige Funktionen im Bereich

der Genexpression, Signaltransduktion und dem Zellwachstum hat (Xie & Xie, 2005)). Die

zuerst als APP-bindend identifizierte ag-Untereinheit wird ausschliefSlich von Neuronen und
Purkinjezellen exprimiert, wiahrend die spéter auch als Resultat der massenspektrometrischen
Analyse aufgetretene ag-Isoform vorrangig in Astrozyten sowie die a1-Form in Granulazellen
vorkommt (Dobretsov & Stimers, 2005)).

Allein aufgrund der Lokalisation des Amyloid Vorlauferproteins an der Zelloberfliche sowie

einer Beteiligung an Vorgéngen der Signaltransduktion ist eine Interaktion mit der Na™-/K*-

ATPase im Bereich der Membran nicht auszuschliefen. Dariiber hinaus ist eine Bindung des
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A(-Peptids und der Ionenpumpe sowie deren Inhibition in Folge dessen publiziert
al., 2004]). Das Co-Immunprézipitationsergebnis verifiziert eine derartige Verbindung, wih-
rend die negativen ELISA-Studien auf eine indirekte Interaktion hindeuten. Da die einge-
setzten synthetischen Peptide jedoch keine dem aufgereinigten Protein entsprechenden Mo-
difikationen aufwiesen und die Na*-/KT-ATPase keine isolierte a-Untereinheit, sondern ein
Gemisch aller dem Komplex zugehorigen Komponenten war, ist auch eine direkte Bindung
der beiden Proteine nicht auszuschlieBen. Zur Klarung dieses Sachverhaltes ist es notwenig,
die Bindungsstudien mit verdnderten Ausgangsmaterialien zu wiederholen. Hinsichtlich der
Alzheimer-Krankheit publizierten Dickey und Kollegen eine Reduktion der Aktivitdt der Io-
nenpumpe durch direkte Interaktion mit AG in APP- und PS1-transgenen M&usen
fet al., 2005). Wihrend die Na*-/K*-ATPase jedoch nicht mit PS1 co-isoliert werden konnte,
ergab diese Studie beziiglich PS2 ein positives Ergebnis. Obwohl PS1 und PS2 die kataly-
tische Komponente der «-Sekretase in wahrscheinlich unterschiedlichen Komplexen bilden
konnen, scheint PS2 nur einen geringen oder keinen Einfluss auf die APP-Prozessierung zu
besitzen (Mastrangelo et al., 2005)), sondern den TRPC6 (Transient Receptor Potential Ca-
tion Channel C6)-vermittelten Ca?*-Einstrom in vitro zu regulieren (Lessard et al., 2005)).
Demnach kann die Na®t-/KT-ATPase durch Af-Interaktion mit der Alzheimer-Krankeit in

Verbindung gebracht werden, scheint aber ansonsten nichts mit der amyloidogenen Prozes-

sierung des Amyloid Vorlduferproteins zu tun zu haben. Welche Bedeutung die Verbindung
der Tonenpumpe mit APP und PS2 zukommt, muss durch eine weitere Charakterisierung
des Zusammenspiels geklirt werden. Moglicherweise finden diese Interaktionen unabhéingig
voneinander statt und sind von physiologischer Funktion. Eine Bindung von PS2 an die Io-

nenpumpe konnte regulatorischer Art sein, so wie dies bereits fiir den TRPC6-Kanal sowie

fiir den Ryanodinrezeptor publiziert worden ist (Hayrapetyan et al., 2008|).

Die Na'-/K'-ATPase/APP-Interaktion kénnte auch eine Funktion in der Neurogenese (Mal
und Zell-Zell-Kommunikation besitzen. Es ist bekannt, dass die Ionenpumpe
in Myelinscheiden lokalisiert ist (Alberti et al., 2007)) und durch Konzentration an septate-

Verbindungen an neural-glialen Interaktionen beteiligt sein konnte (Genova & Fehon, 2003)).

Dariiber hinaus ist die as- besonders in Schwann’schen Zellen sowie die as-Untereinheit in

Gliazellen in Phasen der Myelinausbildung hochreguliert (Knapp et al., 2000]), was auf eine

Funktion der Ionenpumpe eventuell in Assoziation an APP im Bereich sowohl der Ausbil-
dung von Zellkontakten als auch der Myelinummantelung von Axonen schlielen liasst. Eine

Beteiligung der y-Sekretase an der Myelinierung, ausgelost durch Notch-Signaltransduktion,

ist bereits publiziert (Jurynczyk et al., 2008)).

MAG.  Genauso ist das hoch glykosylierte Zelladhdsionsmolekiil MAG (Myelin-Associated
Glycoprotein) wahrscheinlich in glia-axonalen Interaktionen involviert und mafigeblich an
dem Aufbau und der Aufrechterhaltung der Myelinscheiden von Axonen beteiligt
. Wiéhrend &hnliche Funktionen auch APP zugeschrieben werden, binden beide
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Zellerkennungsmolekiile den Nogo66-Rezeptor (Park & Stritmatter, 2007 |Williams et al.,|
und werden durch Metalloproteasen gespalten, wodurch verschiedene 16sliche Frag-
mente entstehen (Milward et al., 2008]). Dariiber hinaus kommt es in Abcdl (ATP-binding
cassette, subfamily d,1)/MAG Doppelknockout Mausen verstéirkt zur Axondegeneration und

APP- Akkumulation im Vergleich zu den einfach mutierten Mausen (Dumser et al., 2007]).

Aufgrund der vielen Parallelen der Zelladhésionsmolekiile scheint eine Bindung mit einer
Funktion hinsichtlich Zell-Zell-Interaktionen und Axonwachstum bzw. -regeneration moglich
und wurde durch entsprechende Co-Immunprézipitation bestéitigt. Obwohl die Art der Asso-
ziation nicht geklért ist, kann man davon ausgehen, dass die beiden Proteine direkt binden,
zumal die mit MAG interagierende axonale Komponente bisher nicht bekannt ist. Hinsichtlich
der Alzheimer-Krankheit besteht jedoch kein Grund zur Annahme, dass dieses Zelladhésions-
molekiil grundsatzlich beteiligt ist bzw. die y-Sekretase-vermittelte Spaltung von APP beein-
flusst. Auch in diesem Fall scheint eine physiologische Verbindung der beiden Proteine mit
den bereits beschriebenen Funktionen oder auch beziiglich der Neurogenese wahrscheinlicher.
Diese Vermutung wird durch eine negative Co-Isolation von MAG mit den Kernkomponenten

des ~y-Sekretasekomplexes verstirkt.

GAPDH. Das glykolytische Enzym Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) hat
neben der Beteiligung am ATP-Metabolismus eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen in

u.a. Endozytose, Vesikeltransport, Apoptose sowie neurodegenerativen Erkrankungen

iver et al., 2005)). Diesbeziiglich entspricht es vielen der bereits beschriebenen méglicherweise
APP-bindenden Proteine. Dabei stellt wahrscheinlich die publizierte Verdnderung der Akti-

vitdt sowie der subzelluldren Lokalisation des Enzyms im Verlauf der Alzheimer-Krankheit

(Mazzola & Sirover, 2003) eher wieder eine Folge der Krankheit als eine Ursache dar.

Es wurde bereits gezeigt, dass das AS-Peptid an GAPDH bindet, vermutlich mit einer pa-

thogenen Funktion (Verdier et al., 2008|). Vor dem Hintergrund dieser Tatsachen schien eine

Bindung des Enzyms an die y-Spaltstelle von APP mdoglich, zumal die Sequenz von A3 einen
Teil der Spaltstelle enthédlt. Wahrend es noch in der Elutionsfraktion der mittels des anti-
D-Antikorpers durchgefithrten Affinitdtschromatographie nachweisbar war, konnte GAPDH
nicht unter Verwendung des C-terminalen anti-APP-IgGs zusammen mit dem Amyloid Vor-
lauferprotein co-isoliert werden. Dieses Ergebnis schlieft jedoch nicht aus, dass unter anderen

Versuchsbedingungen eine Interaktion der beiden Proteine nachgewiesen werden kann.

14-3-3. Weitere mogliche Bindepartner der APP-+-Spaltstelle sind die 14-3-3 Proteine, di-
verse Untereinheiten. Diese konservierte Familie regulatorischer Molekiile hat die Méglichkeit,
zahlreiche unterschiedliche Signalproteine zu vernetzen . Sie treten sowohl als
Monomere als auch als Dimere auf, wobei die Ursache des entsprechenden Vorkommens bisher

nicht geklart ist.
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Eine Komplexbildung der APP intrazelluliren Doméne (AICD), 14-3-3 und dem multimo-
dularen auch LRP bindenden Adapterprotein Fe65 wurde bereits publiziert (Sumioka et al. |
2005)). Demnach ist eine physiologische Verbindung von 14-3-3 mit dem Amyloid Vorlau-

ferprotein aufgrund der komplexen Funktionen der regulatorischen Proteine und wenig be-

kannten Aufgaben des Zelladhésionsmolekiils vorstellbar und, wie erwahnt, fiir die AICD
mit der Funktion verdinderter Fe65-vermittelter Genexpression bekannt. Im Verlauf der Alz-
heimer Krankheit werden die 8- und (-Isoform von 14-3-3 oxidativ beschédigt
. Dariiber hinaus vermuten Miller und Kollegen einen Zusammenhang zwischen der

Proteinfamilie und der Alzheimer-Krankheit (Miller et al., 2008|), was auf eine Interaktion

von 14-3-3 und APP mit einer pathologischen Funktion hindeutet. Es konnten beide Formen
von 14-3-3 (Monomer/Dimer) in den ensprechenden Elutionsfraktionen der Affinitétschroma-
tographie nachgewiesen werden, wihrend nur das Proteindimer mit APP co-isoliert worden
ist. Moglicherweise war die auf das Gel aufgetragene Proteinkonzentration zum Nachweis der
monomeren Form zu gering, obwohl ein Vergleich mit den vom Input gegebenen Banden die-
se Vermutung nicht stiitzt. Daraus lésst sich schlieflen, dass eine Interaktion von 14-3-3 und
APP bestitigt werden konnte, wobei nicht geklért ist, ob es sich bei der an der Bindung betei-
ligten Doméne um die intrazelluldre oder transmembrane oder vielleicht auch beide handelt.
Auflerdem ist noch unklar, welche Funktion die unterschiedlichen Formen der regulatorischen
Proteine besitzen und aufgrund dessen auch die Aufgabe, die APP und der Verbindung der
beiden Formen zukommt. Beziiglich einer 14-3-3/PS-Bindung ist in der Literatur bisher nichts
bekannt, obwohl aufgrund der zahlreichen Funktionen beider Proteine besonders der physio-
logischen Art eine Verbindung nicht abwegig ist. Da die 14-3-3 Proteine jedoch nicht mit den
Komponenten der y-Sekretase co-prézipitiert werden konnten, scheint eine Beteiligung an der
amyloidogenen Prozessierung von APP nicht wahrscheinlich. Es ist jedoch bekannt, dass die
(-Isoform an (-Catenin bindet, das wiederum ein Interaktionspartner von Presenilin 1 ist
(Mackie & Aitken, 2005)), was eine indirekte Verbindung zwischen 14-3-3 und der y-Sekretase
herstellt.

Zusammengefasst lédsst sich sagen, dass die meisten der Ergebnisse der Suche nach Binde-
partnern der APP-+-Spaltstelle sinnvoll zu erkldren sind und teilweise auch bestétigt werden
konnten. Demnach sind die eingesetzte Affinitdtschromatographie sowie die massenspektro-
metrische Analyse der ausgeschnittenen SDS-Banden Methoden, die in Verbindung mit der
geeigneten Vorarbeit (Komplementire Hydropathie) zur Identifikation méglicher Bindepart-
ner eines Proteins geeignet sind. Natiirlich sind falsch positive Ergebnisse nicht ganz auszu-
schlieflen, worauf im néchsten Kapitel dieser Diskussion nédher eingegangen wird, werden aber
durch die notwendigen Folgeexperimente als solche identifiziert und von der weiteren Studie
ausgeschlossen.

Viele der moglichen APP-Bindepartner haben Funktionen in der Zell-Zell-Kommunikation,
Endozytose, dem Energiemetabolismus, endosomalen bzw. mitochondrialen Vorgidngen oder
der Apoptose. So kommen CRT, Actinin, eventuell GRP94, Spectrin, die ATP-Synthase,
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moglicherweise CRMP-2, Dynamin, die Na™-/K™-ATPase, 14-3-3 und MAG genau wie das
Amyloid Vorlauferprotein im Bereich der Zellmembran vor und sind beteiligt an der Zell-
Zell-Adhé#sion, -Interaktion und damit auch der Neurogenese und Signalleitung. Ein weiteres
Zellkompartiment, in dem auffiillig viele der identifizierten Proteine sowie APP lokalisiert
sind, ist das Mitochondrium. Dort befinden sich sowohl die Kreatinkinase, Zitratsynthase,
ATP-Synthase, HXK 1 als auch GAPDH mit einer Funktion im Glukose-, Kreatin- oder ATP-
bzw. zusammengefasst im Energie-Metabolismus. Auch Proteine in endosomalen Komparti-
menten (vATPase/DNMI) sowie dem Endoplasmatischen Retikulum (CRT/GRP94) bilden
ein Ergebnis dieser Studie und beschreiben Orte, an denen auch APP auftritt. Funktionen
einer derartigen Interaktion kénnen sowohl die Reifung als auch den Transport des Zelladhé-
sionsmolekiils betreffen.

Kurz: Die identifizierten Proteine und ihre jeweiligen Aufgaben entsprechen sowohl der Lo-
kalisation als auch den bisher postulierten physiologischen Aufgaben des Amyloid Vorldufer-
proteins, wobei die genaue Funktion der jeweiligen Interaktion noch nicht geklart ist. Der von
Wolfe und Guenette publizierte Review gibt diesbeziiglich eine gute Ubersicht und graphische
Darstellung (Wolfe & Guenette, 2007} |Abb. 5.1, S. 148)).
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Abb. 5.1: APP im Uberblick
Schematische Darstellung der Struktur, Lokalisation und entsprechenden Funktionen des Amyloid Vorlaufer-
proteins (Wolfe & Guenette, 2007]).

Pathologisch betrachtet sind die moglichen Interaktionen und Verdnderungen der jeweiligen
Vorkommen oder Aktivitdten der entsprechenden Proteine oft wahrscheinlich, wie bereits
geschrieben, eher eine Folge der Alzheimer-Krankeit oder im Verlauf dieser entstanden als
eine grundsétzliche Ursache darzustellen. Es ist bekannt und weitgehend studiert, dass schon
in frithen Stadien der Krankheit ein gestorter Energiemetabolismus auftritt
sowie eine durch erhthten oxidativen Stress ausgeldste mitochondriale Dysfunktion
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(Sompol et al., 2008)) und ein verénderter Kalziummetabolismus (Ferreiro et al., 2008]), wobei

das amyloide A3-Peptid, wenn nicht der auslésende Faktor zumindest mitverantwortlich ist.
So wird vermutet, dass AJ entweder heterogene Ionenkanile in der Zellmembran formen kann
und so eine zelluldre Degeneration auslost oder sich in Form von Oligomeren in die Lipid-
doppelschicht einlagert und eine Dysfunktion von Ionenkanélen oder Pumpen durch Bindung
dieser bewirkt sowie oxidative Modifikationen von Membranproteinen induziert
IButterfield, 2008)). Auf diese Weise kann z.B. eine Interaktion mit der Na™-/K*-ATPase oder
der ATP-Synthase zustande kommen. Demnach kénnen die an diesen Vorgéngen teilnehmen-
den Proteine auch erst im Verlauf der Alzheimer-Krankheit mit APP oder A3 in Beriihrung

kommen und eventuell so ein definiertes Stadium der Krankheit reprisentieren bzw. beschrei-
ben, wie weit die Pathologie dieser bereits vorangeschritten ist.

Eine direkte Beteiligung an der amyloidogenen Prozessierung von APP scheint schwer vor-
stellbar, wéhrend jedoch eine Verbindung mit der -Sekretase bzw. mit Presenilin durchaus
moglich ist. Allerdings haben die diesbeziiglichen Funktionen dhnlich wie bei APP eher einen
physiologischen bzw. nicht die Krankheit-betreffenden Charakter. PS besitzt neben der Auf-
gabe als katalytisch aktive Komponente des Enzymkomplexes weitaus mehr Funktionen, die
mit dem Metabolismus der identifizierten Proteine sowie den Vorgéngen, in die sie verwickelt

sind, besser in Einklang zu bringen sind.

5.2 Kreatinkinase-B: ein APP-Bindepartner? - Kritische

Einschatzung der angewandten Methoden

Helen Strekalova identifizierte die gehirnspezifische Isoform der Kreatinkinase (CK-B) im
Rahmen ihrer Doktorarbeit als moglichen Bindepartner der APP-3-Spaltstelle, konnte jedoch
keine direkte Interaktion des Enzyms und des synthetischen, die Spaltstelle reprisentieren-
den APP-C-Peptids mittels ELISA-Experimenten nachweisen (Strekalova, 2004)). CK-B wur-
de auch bei der Suche nach an die «-Spaltstelle des Amyloid Vorlduferproteins bindenden
Proteinen (Kap. 4.1.1, S. 96| gefunden.

Wiéhrend die bereits in der Einleitung beschriebene zytosolische Form des fiir den neuronalen

Energiemetabolismus wichtigen Enzyms (Kap. 1.9.1, S. 20) in funktioneller Verbindung mit
der in der Zellmembran vorkommenden Na®-/KT-ATPase steht (Guerrero et al., 1997), in-
teragiert die mitochondriale Isoform (uMtCK) mit dem zytoplasmatischen Teil des Amyloid
Vorlauferproteins (Li et al., 2006)). Unabhéngig von den jeweiligen Spaltstellen konnte auch
eine Bindung der CK-B-Kette an APP stattfinden und eine Funktion im Energiemetabolis-

mus haben. Die Ergebnisse sowohl der von Helen (Strekalova, 2004]) als auch im Verlauf der

Studie 2 durchgefiihrten Co-Immunprézipitationen (CK-B/APP) bestétigen diese Vermutung
(Abb. 4.17, S. 113). Zudem konnte eine Interaktion der beiden Proteine indirekt, vermittelt
durch andere Proteine, wie z.B. die Na®-/KT-ATPase, von der eine Assoziation mit APP

bereits gezeigt wurde (Abb. 4.15, S. 111J), stattfinden.
Die den Stndien znerunde liegcende Thearie der komplementiren Hvdropathie (IBlalock &
& & 1 1 k
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[Smith, 1984} [Blalock & Bost, 1986} [Kap. 3.4.1, S. 89|) bildet eine geeignete Grundlage zur
Identifikation von Bindepartnern bekannter Proteine und ist, wenn auch nicht vollstindig ge-
klért, doch mehrfach bestétigt worden (Williams et al., 2005)). Dieses Konzept der molekularen

Peptidinteraktionen schlagt co-evolutionér-bedingte Sequenzen wahrscheinlich interagieren-

der Peptide vor, deren Bindungen innerhalb von Proteinen, die meistens posttranslational mo-
difiziert sind, durch Folgeexperimente bestétigt werden miissen. Dabei kénnen unterschiedli-
che Vorgehensweisen zu verschiedenen Ergebnissen fithren, wie die Charakterisierung der zwei
mittels anderer Sdulen aufgereinigten anti-D-(antisense)-Antikoérper verdeutlicht
. Auch die Affinitdtschromatographie mittels des anti-D-IgGs sowie die massenspektro-
metrische Analyse der ausgeschnittenen SDS-Banden weisen Fehlerquellen auf und ergeben
somit immer einen geringen Anteil an falsch positiven Resultaten.

Die hydrophobe Sequenz des antisense-Peptids, welche die in der Membran lokalisierte APP-
~v-Spaltstelle repriisentiert, resultiert bei Generierung eines Antikérpers mittels des D-Peptids
in einem entsprechend hydrophoben Epitop des anti-D-IgGs, welches die Tendenz hat, auf-
grund dieser Hydrophobizitéit sehr “klebrig” zu sein bzw. einige Proteine moglicherweise un-
spezifisch zu binden. Dariiber hinaus wird die Zusammensetzung und Menge der in den je-
weiligen Fraktionen eluierten Proteine durch die Stringenz der Waschvorgénge mitbestimmt.
Die massenspektrometrische Analyse der in SDS-Banden enthaltenen Proteine liefert auch
kein auf das Gesamtprotein bezogenes Ergebnis, sondern nur kurze Aminosiduresequenzen,
die durch geeignete Programme sowie viel Erfahrung der entsprechend ausfithrenden Per-
sonen bestimmten Molekiilen zugeordnet werden, die dann in Abhéngigkeit der jeweiligen
Trefferhdufigkeit die verschiedenen Vorschlige fiir definierte Proteine bilden. So gibt auch
die abschliefende massenspektrometrische Analyse nur einen Hinweis auf einen mdglichen
APP-Bindepartner, dessen Interaktion mit APP durch weitere Experimente erst noch besté-
tigt werden muss. Zusammengefasst besteht zwar bei jeder der einzelnen Untersuchungen die
Moglichkeit eines falsch positiven Resultats, welche jedoch durch das Zusammenwirken der
verschiendenen Methoden minimiert wird.

Das Auftreten der Kreatinkinase an der Zelloberfliche war eigentlich nicht zu erwarten. Die
unter Verwendung der neuronalen Zelllinie B103 durchgefiihrten Oberflichenbiotinylierungs-
experimente zeigen jedoch ein Zellmembran-assoziiertes Vorkommen der Kreatinkinase-B in
Abhéngigkeit sowohl des “Alters” der Zellen als auch der APP-Expression (Abb. 4.18, S. 114]).
Demnach tritt umso mehr CK-B an der Zelloberfliche auf je haufiger sich die Zellen geteilt

haben und je mehr APP sie exprimieren. Dieses Ergebnis kann einerseits auf eine erhohte
Empfindlichkeit der stabil transfizierten im Vergleich mit der B103/WT-Zelllinie sowie den
“dlteren” Zellen im Unterschied zu den weniger geteilten zuriickzufithren. Mit dieser auch zu-
nehmenden Anfilligkeit steigt die Zellmembranpermeabilitit bzw. kann die Membran dufleren
Einfliilssen weniger stand halten, wodurch vermehrt Biotin bei der entsprechenden Inkuba-
tion der Zellen ins Zytosol gelangt und die dort enthaltenen Proteine bindet. Daher kénnte
es sein, dass derartig beschaffene B103-Zellen durch den Anteil an moglicherweise biotiny-
liertem zytosolischem Enzym eine groflere Gesamtkonzentration an mit Biotin-assoziierter

mittels Streptavidin isolierter Kreatinkinase-B aufweisen.



5.3 Charakterisierung der Interaktion von APP und CRT

Andererseits kann aber das Ergebnis der Oberflichenbiotinylierungsexperimente auch auf eine
reale Abhéngigkeit des Oberflichenvorkommens der Kreatinkinase-B sowohl von der APP-
Expression als auch von dem “Alter” der entsprechenden Zellen hindeuten. Daf§ zytosolische
Proteine auch an der Zelloberfliche vorkommen kénnen ist bekannt und wird schon durch die
Studie 3 dieser Arbeit mit Calretikulin bewiesen (Kap. 4.1.3, S. 116). Demnach kénnte auch

CK-B unter bestimmten Umstinden an in der Membran-verankerte Molekiile binden und

somit nachgewiesen werden. Ein moglicher Bindepartner ist das Zelladhisionsmolekiil APP,

mit dem die CK-B mittels Immunoprézipitation co-isoliert werden konnte (Abb. 4.17, S. 113|)

und wodurch die generell hohere Oberflichenkonzentration des Enzyms auf B103/APP- im
Vergleich zu den B103/WT-Zellen erklirt wird. Es ist allerdings noch unklar, ob der star-
ke Anstieg des CK-Vorkommens auf der Oberfliche von B103/APP-Zellen mit dem Alter,
welcher in keiner Relation zu der CK-Konzentrationserh6hung auf “alten” B103/WT-Zellen
steht, auf ein ebenso vermehrtes APP-Zelloberflichenvorkommen oder eine haufiger stattfin-

dende Bindung der Proteine zuriickzufiihren ist.

5.3 Charakterisierung der Interaktion von APP und CRT
hinsichtlich der -Spaltung sowie einer generellen

CRT-Beteiligung an dem Sekretasekomplex

Dieser sich mit der Interaktion von Calretikulin (CRT) und dem Amyloid Vorlduferprotein
(APP) beschiiftigende Teil der Arbeit (Kap. 4.1.3, S. 116 war auch eines der Hauptziele
derselben und beruht auf der Doktorarbeit von Helen Strekalova (Strekalova, 2004}, wobei

ihre Ansétze weiter ausgefiihrt wurden.

Das bereits in der Einleitung vorgestelle Chaperon tritt sowohl ubiquitédr innerhalb der Zel-
le als auch an der Zelloberfliche auf (Michalak et al., 1999)) und besitzt zahlreiche Funk-
tionen, u.a. in der Zell-Zell-Interaktion, der Apoptose, im Ca?t-Metabolismus sowie der -
Signaltransduktion (Johnson et al., 2001} [Jia et al., 2008]). AuBlerdem vermittelt CRT durch
Bindung an verschiedene Proteine, zu denen auch das mit APP assoziierte LRP gehort
jus et al., 2007} [Lakshmana et al., 2008]), zahlreiche Signalwege. Die Struktur des l6slichen
Proteins besteht aus drei Domiinen (Abb. 4.20, S. 116)), wobei die N-terminale Zn?* bindet

und mafigeblich verantwortlich ist fiir die von der N- und P-Doméne vermittelte Chaperon-

funktion des Proteins (Guo et al., 2003)). Die einem ausgestreckten Arm &hnliche P-Doméne

ist wahrscheinlich fiir die Proteinbindung verantwortlich (Schrag et al., 2001)) und kann wie

die stark saure sowie hydrophobe C-terminale Domine Ca?*-binden (Nakamura et al., 2001)).

Auflerdem wird fiir die C-Doméne eine Funktion in der Regulation von Proteininteraktion
vermutet (Corbett et al., 1999)).

Im Rahmen ihrer Arbeit entdeckte Helen Strekalova Calretikulin als Bindepartner der APP-
~v-Spaltstelle, konnte eine direkte Bindung mittels ELISA bestéitigen und die CRT-C-Doméne
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als die mit APP interagierende identifizieren. Obwohl die Chaperonfunktion von CRT den
anderen beiden Doménen und die Proteinbindung der P-Doméne zugedacht worden sind, be-
stand zuerst die Vermutung, dass diese Interaktion Oligosaccharid-vermittelt ist und damit
der zuerst entdeckten Funktion des Chaperons entspricht sowie demnach im Lumen des En-
doplasmatischen Retikulums lokalisiert sein musste. Co-Immunprézipitations- und pulldown-
Experimente mit CHO-Zellen nach transienter Transfektion des C99-APP-membranstindigen
Fragments widerlegen jedoch diese Annahme (Abb. 4.24, S. 118;|Abb. 4.25, S. 119)). Einerseits
besitzt APP-C99 keine Zuckerreste auf der Oberfliche und andererseits handelt es sich da-
bei um das (-Sekretase-geschnittene APP-Fragment, wodurch die Bindung von CRT an die

~v-Spaltstelle des Amyloid Vorlauferproteins bestéitigt wird und was auf eine mogliche Betei-
ligung des 16slichen Proteins an der y-Sekretase vermittelten APP-Prozessierung hindeutet.
Auch Helen Strekalova hat eine diesbeziigliche Verbindung vermutet und bereits den Einfluss
von Calretikulin auf die AS-Produktion untersucht (Strekalova, unpublished). Es konnte so-
wohl eine Komplexierung von CRT und Presenilinl (PS1) mittels Co-Immunprizipitation ge-
zeigt (Abb. 4.28, S. 120)) als auch die CRT-P-Doméne als die mit dem N-terminalen Fragment
von PS1 assoziierte identifiziert werden (Abb. 4.30, S. 122f). Eine Oligosaccharid-vermittelte
Bindung des Chaperons an PS1 konnte aufgrund der fehlenden N-Glykosylierung des En-
zyms ausgeschlossen werden . Demnach bilden APP, CRT und PS1 zumindest

kurzzeitig einen Komplex, der vielleicht gerade deswegen bisher mittels Co-Lokalisation nicht

nachgewiesen werden konnte (Kap. 4.1.3.5, S. 121]). Die Frage, ob CRT primér mit dem

Substrat oder dem Enzymkomplex verbunden ist, wurde bereits ansatzweise durch eine Co-
Isolation des Proteins mit der y-Sekretase geklart (Abb. 4.31, S. 123]) und lésst durch die von

Steiner und Kollegen etablierte, wesentlich genauere Methode eine transiente Beteiligung des

Proteins an dem Komplex vermuten (Kap. 4.1.3.8, S. 123).
Sicher ist jedoch, dass CRT nicht zu der aus PS, Nicastrin (NCT), PEN-2 und APH-1 beste-

henden Kerneinheit der Sekretase gehort, da es nach den vier Aufreinigungsschritten nicht

mehr in der Priaparation zu erkennen war. Dariiber hinaus konnte das auch APP-bindende
Protein nicht zusammen mit dem fiir die Aktivierung von PS notwendigen Pen-2 und dem an
der Stabilisation sowie Formation des Komplexes beteiligten APH-1 isoliert werden
, was die Annahme stiitzt, dass Calretikulin nur transient, moéglicherseise Substrat-
gebunden mit der -Sekretase assoziiert ist.

Im Gegensatz dazu konnte eine Bindung des Chaperons an das als Substratrezeptor
und gatekeeper (De Strooper, 2005|) fungierende Nicastrin mittels Co-Immun-
prazipitation (Abb. 4.32, S. 124)) nachgewiesen sowie eine Beteiligung mindestens der P- und
C-Domaine festgestellt werden (Abb. 4.33, S. 125)). Aufgrund der hohen Glykosylierung von
NCT liegt die Vermutung jedoch nahe, dass diese Interaktion Oligosaccharid-vermittelt ist

und daher der urspriinglichen Chaperonfunktion von CRT entspricht. Andererseits kénnte
eine CRT-bezogene Lektinbindung des Typl-Transmembranproteins auch vor dessen Kom-
plexierung mit APH-1 sowie PS und PEN-2 stattfinden und eine davon unabhéingige Funktion
im Bereich der Ca?t-Signaltransduktion besitzen, wie sie bereits fiir Calnexin und ERGIC-

53 (ER-Golgi intermediate compartment-53) bei einer Beteiligung von mehr als einer N-
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Glykosylierungsstelle vermutet worden ist (Morais et al., 2006)). Diese Vermutung wird durch

die Beteiligung von mindestens zwei CRT-Doménen an der CRT /NCT-Interaktion gestiitzt.
Wie schon erwahnt untersuchte Helen Strekalova den moglichen Einfluss von Calretikulin
bzw. der einzelnen CRT-Doménen auf die extrazelluldre Produktion von A8 und konnte nach
transienter Transfektion des Gesamtproteins eine im Vegleich mit der Negativkontrolle gerin-
gere Peptidkonzentration, dagegen aber ein in Folge einer Uberexpression der CRT-P-Doméne
hoheres AS-Vorkommen im Medium von CHO/APP695-Zellen feststellen. Diese Konzentra-
tionsunterschiede des durch die amyloidogene Prozessierung von APP entstandenen Peptids
konnen einerseits auf eine verinderte Aktivitdt der y-Sekretase in Abhéngigkeit von dem
CRT-Gesamtprotein bzw. der einzelnen Doménen zuriickzufithren sein, andererseits aber auch
Ausdruck einer diesbeziiglich verdnderten Oberflichenexpression des Amyloid Vorlduferprote-

ins sein. Da die subzelluléire Lokalisation von APP unter Stressbedingungen merklich gestort

ist (Domingues et al., 2007) und das multifunktionale, ubiquitéir vorkommende Calretiku-

lin in einer Uberexpressionssituation als Gesamtprotein héchstwahrscheinlich einen anderen
Einfluss auf die Zelle nimmt, als nur die einzelnen CRT-Doménen, ist nicht auszuschlieflen,
dass eine entsprechende Transfektion unterschiedliche Auswirkungen hat. Mittels der einge-
setzten Methoden konnte dieser Sachverhalt zwar nicht eindeutig geklart, jedoch zumindest
eine Vermutung entwickelt werden. Die Oberflichenbiotinylierungsexperimente
S. 126)) zeigen die Tendenz einer verringerten APP-Oberflichenexpression nach Transfektion
des CRT-Gesamtproteins, wihrend das APP-Vorkommen auf CHO-Zellen, die zuvor mit den
einzelnen CRT-Doménen transfiziert worden sind, erhoht war, besonders nach Transfektion
der N-Doméne. Diese Tendenz spiegelt sich zumindest beziiglich des CRT-Gesamtproteins
und der CRT-NP-Doméne in der von Helen nachgewiesenen AJ-Produktion wider. Aller-
dings identifizierten ihre Ergebnisse die CRT-P-Doméne und nicht die CRT-N-Doméne als
die die extrazellulire Konzentration von AS am stérksten erhohende. Demnach wiirde ei-
ne Transfektion der jeweiligen CRT-Konstrukte die Oberflichenexpression von APP derart
verindern, dass die in Folge der Transfektion gemessene unterschiedliche A(B-Konzentration
nur eine Auswirkung von diesbeziiglich induziertem ER-Stress und keine real verénderte ~y-

Sekretaseaktivitdt wire. Zusammengefasst konnte aber, auch unter Beriicksichtigung der im

zweiten Teil dieser Diskussion (Kap. 5.2, S. 149) bereits behandelten moglichen Fehlerquellen

einer Oberflichenbiotinylierung, nicht auf diese Ergebnisse vertraut werden, weshalb diese
Fragestellung mittels der Durchflusszytometrie zu beantworten versucht wurde. Den durch-
flusszytometrischen Experimente nach, die leider nur einmal wiederholt werden konnten,
bleibt das Zelloberflichenvorkommen von APP nach der Transfektion von CRT konstant,

ist jedoch, nachdem die Zellen mit der CRT-P-Domine transfiziert worden sind, um die

Halfte verringert (Abb. 4.35, S. 127)). Diese Ergebnisse, in Zusammenhang mit den von He-

len Strekalova bestimmten A 3-Konzentrationen, zeigen eine Beeinflussung der amyloidogenen
APP-Prozessierung bzw. der Aktivitdt der y-Sekretase in Abhéngigkeit von den verschiedenen
CRT-Konstrukten. Demnach verringert CRT das extrazellulare Vorkommen des amyloiden
Peptids und inhibiert somit méglicherweise den Enzymkomplex, wiahrend nur die CRT-P-

Doméne eine starke Erhohung der AB-Konzentration zur Folge hat und somit eventuell die
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Aktivitdt der Sekretase fordert oder den inhibierenden Effekt des CRT-Gesamtproteins auf-
hebt. Sowohl die mittels ELISA direkt ermittelte Spaltaktivitit des Komplexes
als auch die in vitro-y-Sekretaseaktivitdtsuntersuchung (Kap. 4.1.4.4, S. 128)) in mit
Presenilin 1 und APPsw stabil transfizierten HEK-Zellen (Tab. 2.6, S. 33|) zeigen keine signifi-
kante Anderung der Aktivitéit in Folge der Transfektion der entsprechenden CRT-Konstrukte,

lassen jedoch eine Tendenz der Steigerung der ~y-Sekretaseaktivitéit bzw. der Erhohung der

Konzentration der Spaltprodukte in Abhéngigkeit von der einzelnen CRT-P- sowie CRT-N-
Doméne erkennen, wobei der Effekt der CRT-P-Domiéine stirker ist, wihrend das Gesamtpro-
tein keinen oder nur einen gering entgegengesetzten Effekt hat. Durch diese Ergebnisse wird
die Vermutung des beschriebenen Einflusses von CRT bzw. der CRT-P-Doméne hinsichtlich
der Sekretase-vermittelten APP-Proteolyse zwar nicht eindeutig bestétigt, aber gefestigt.

Andersherum scheint auch die verdnderte Aktivitdt von PS1 Auswirkungen auf die Expressi-

on von CRT zu haben (Kap. 4.1.4.5, S. 129)). Hierbei handelt es sich zwar um ein vorlaufiges

Ergebnis, aber eine Tendenz ist bereits deutlich zu erkennen. Wéahrend im aktiven Zentrum
mutiertes PS1-exprimierende HEK-Zellen (Mut, HEK/PS1/SW-D385N-10, [Tab. 2.6, S. 33)
im Vergleich zu den WT-Zellen generell mehr CRT besitzen, ist der Zelloberflichenanteil
jedoch nochmal erhoht (WT, ~1/4; Mut, ~1/2; [Kap. 4.1.4.5, S. 129). Demnach ist Cal-

retikulin in HEK-Zellen, die einen inaktiven Sekretasekomplex iiberexprimieren, doppelt so

hiufig an der Zelloberflache vertreten, als in solchen, die eine aktive ~-Sekretase besitzen.
Diese Beobachtung ist moglicherweise auf die Beteiligung des Chaperons an dem Vorgang
der Sekretase-vermittelten APP-Prozessierung zuriickzufithren, kann aber auch die Folge
einer davon unabhéngigen Funktion sein. CRT konnte einerseits den gebundenden C99-5-
geschnittenen Stumpf von APP in einer Art gerichtetem Transport an das aktive Zentrum
der y-Sekretase heranfithren, kurz mit dieser iiber PS1 assoziiert sein, eventuell sogar auch
zur Stabilisation als Lektin mit den N-Glykosylierungen von Nicastrin, welches bekanntlich
als Substratakzeptor fungiert, interagieren und direkt nach dem Spaltvorgang allein oder in
Begleitung des (5-Peptids den Komplex wieder verlassen. Eine Inaktivierung der ~-Sekretase
héitte demnach ein lingeres Verweilen des Chaperons sowohl in Assoziation mit dem Substrat
als auch innerhalb des Enzymkomplexes zur Folge, wodurch es an die Membran gebunden und
daher vermehrt dort nachweisbar wére. Diese Hypothese wird durch die nur transiente Loka-
lisation von CRT in Verbindung mit der v-Sekretase und die bereits publizierte Interaktion
des Proteins mit dem A[3-Peptid gestiitzt (Duus et al., 2008). Demnach wiirde aber die CRT-

P-Doméne diesen Vorgang durch PS1-Bindung inhibieren, wihrend das Gesamtprotein eine

Steigerung der A(-Produktion zur Folge hitte. Dem widerspricht die Tendenz der Ergebnis-
se sowohl der Oberflichenbiotinylierungsbestimmung als auch der durchflusszytometrischen
Untersuchungen der APP-Konzentration von CHO/APP-Zellen nach Transfektion der Zel-
len mit den unterschiedlichen CRT-Konstrukten, die eher auf eine die APP-Prozessierung
inhibierende Funktion des Gesamtproteins und einen entgegengesetzten dominant-negativen
Effekt der nur PS1-bindenden CRT-P-Doméne hindeuten. Auch bei einer dem Nicastrin-
zugedachten #hnlichen gatekeeper-Aufgabe von CRT wiirde das Chaperon nicht lange in dem

Enzymkomplex verweilen, sondern nur durch Bindung genau der Spaltstelle von APP, die
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prozessiert werden soll, einen dementsprechenden Vorgang verhindern, wohingegen nur die
P-Doméne von CRT diese Interaktion nicht ausfithren kénnte und demnach der “Schutz” vor
der v-Spaltung aufgehoben wire.

Allerdings koénnte die Verbindung von APP, CRT und PS1 auch eine nicht direkt mit der
APP-Prozessierung verbundende Funktion in der Signaltransduktion oder Zell-Adhésion ha-

ben. Sowohl fiir Presenilin als auch fiir Nicastrin und APH-1 sind ~-Sekretase-unabhéngige

Aufgaben z.B. in der Organisation von Zell-Verbindungen publiziert (Doglio et al., 2006]) und

die Fahigkeit der Preseniline, fiir Kalzium durchléssige Poren zu bilden sowie deren Beein-
flussung durch FAD-Mutationen und Stress ist schon ldnger bekannt (Tu et al., 2006} [Nelson|
let al., 2007} [Lu et al., 2007)).

Dariiber hinaus interagieren sowohl APP und LRP (Yoon et al., 2007), CRT und LRP (Gardai
als auch PS1 und LRP (Liu et al., 2007) mit Funktionen in der Signaltransduk-

tion, wobei das Low density lipoprotein receptor-related protein mit APP um die Bindestelle

kompetiert (Lleo et al., 2005). LRP wurde bereits im ersten Kapitel des Diskussionsteils

als Interaktionspartner des eventuell an APP bindenden a-Actinins und eine Funktion in
der Zell-Zell-Kommunikation diskutiert. Aber auch eine apoptotische Aufgabe, wie die des
CRT/LRP-Komplexes ist vorstellbar.

Zusammengefasst tiberwiegen jedoch die Argumente der zuerst vorgestellten Hypothese einer
CRT-Funktion als eine Art gatekeeper der ~y-Prozessierung von APP und es stellte sich die
Frage, ob Calretikulin diesbeziiglich spezifisch agiert oder eine generelle Rolle innerhalb der
~v-Sekretase vermittelten Spaltung iibernimmt.

Die Fragestellung wurde mittels des auch als Substrat des Enzymkomplexes bekannten Zel-
ladh&sionsmolekiils L1 (Maretzky et al., 2005)) versucht zu beantworten. CRT konnte sowohl
mit dem L1-Gesamtprotein (Abb. 4.38, S. 131)) als wahrscheinlich auch mit dem gegen die
Ll-intrazelluldre Doméne (ICD) gerichteten Antikorper (Abb. 4.39, S. 131)) co-isoliert wer-
den, womit noch keine Beteiligung des Chaperons an der Prozessierung von L1 durch die
v-Sekretase bestétigt ist. Die Co-Immunprézipitation der L1-ICD und der dem C99-APP
entsprechenden L1-30kDa Fragment (Kap. 4.1.4.7, S. 131)) ergaben keine eindeutigen Ergeb-

nisse. Zwar waren mittels Immunoblot-Analyse der Proteinkomplexe in den Spuren der Prézi-

pitationsexperimente keine Banden des CRT-entsprechenden Molekulargewichts, jedoch aber
Banden hohermolekularer Komplexe zu sehen, die bisher nicht eindeutig zugeordnet werden
konnten. Demnach wurde mit den L1-Fragmenten ICD und 30kDa ein vom CRT-Antikérper
erkannter Proteinkomplex von etwa 200kDa co-prézipitiert, der eventuell eine Verbindung
des Chaperons mit einem Polymer der jeweiligen Fragmente sein kénnte. Unabhéngig die-
ser Spekulationen kann eine Interaktion von CRT und dem a-geschnittenen L1-Fragment
nicht ausgeschlossen werden. Um dennoch eine Aussage iiber die Funktion von CRT bei der
~v-Sekretase-vermittelten Proteolyse treffen zu konnen, wurde die L1-Konzentration in Abhén-
gigkeit einer CRT-Expression in verschiedenen Zellkompartimenten untersucht
. Sowohl in SY5Y-Zellen als auch der murinen Fibroblastenzelllinie (K), obwohl weni-
ger ausgeprigt, ist die L1-Gesamtproteinkonzentration in Gegenwart von CRT im Vergleich

zu einem geringeren CRT-Vorkommen oder dem kompletten Fehlen des Proteins niedriger,
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wihrend sie an der Oberfliiche von SY5Y-Zellen nur gering erniedrigt ist. Auch der Uberstand
dieser Zellen weist nach CRT-Transfektion eine deutlich geringere Menge an L1 auf, wihrend
die nur die CRT-NP-Doméne exprimierenden K42-Zellen im Gegensatz dazu eine erhohte
Konzentration des Zelladhésionsmolekiils aufweisen. Diese Ergebnisse stiitzen die zuerst fiir
die Interaktion von CRT, APP und der 7-Sekretase aufgestellte Hypothese einer Substrat-
transportfunktion von CRT. Wenn CRT vorhanden ist, gelangt das Substrat in den Bereich
des Enzymkomplexes, kann von Nicastrin gebunden sowie von PS gespalten werden und tritt
deswegen verringert in voller Lange in den jeweiligen Kompartimenten auf, wohingegen nur
die CRT-P-Domaéne die PS-Bindung blockiert ohne mit dem Substrat interagieren zu kénnen
und daher eine Erhohung der L1-Konzentration zu sehen ist. Der geringe Unterschied an
der Zelloberfliche kann darauf zuriickzufithren sein, dass die Sekretase-vermittelte Spaltung
zu einem grofien Teil in vielen verschiedenen subzelluldren Kompartimenten stattfindet und
die Zusammensetzung sowie die Aktivitit des Komplexes von der jeweiligen Mikroumgebung
abhéngig ist (Stoeck et al., 2006} [Morais et al., 2008; [Spasic & Annaert, 2008)). Dadurch kann

auch die anscheinend kaum verdnderte Aktivitat der Sekretase an der Zelloberfliche in Ab-

dngigkeit der CRT-Expression beziiglich des Amyloid Vorlduferproteins erklédrt werden. Das
fiir den Export bestimmte A3 gelangt mafligeblich durch endosomale Proteolyse innerhalb des
sekretorischen Transportweges an die Zelloberfliche und wird nur minimal durch eine Akti-
vitdt des Enzymkomplexes an der Oberfliche der Zelle beeinflusst. Demnach kénnte sogar
eine Beteiligung von LRP durch Rekrutierung der in den Vorgang verwickelten Proteine in
bestimmte lipid rafts zu erklidren sein (Wu & Gonias, 2005} [Hur et al., 2008)).

Zusammengefasst scheint CRT zwar generell bzw. hinsichtlich APP und L1 an der y-Sekretase-

vermittelten Spaltung der beiden Proteine beteiligt zu sein, jedoch substratspezifisch unter-
schiedlich zu agieren. Demnach fordert das Chaperon die Proteolyse des Substrats L1 und
stellt damit eine Art Transport- oder Geleitprotein fiir das Zelladh#sionsmolekiil dar, das
dieses bindet und an das aktive Zentrum der y-Sekretase heranfiithrt. Dagegen blockiert die
nur mit PS-assoziierte P-Doméne die Bindestelle im Enzymkomplex und iibt somit eine ent-
gegengesetzte Funktion aus. Ist jedoch APP das Substrat, so fungiert CRT eher als eine
Art gatekeeper, eine Funktion die auch NCT zugedacht wird. Moglicherweise ist NCT der
generelle Substratakzeptor, wihrend das Chaperon proteinspezifisch agiert. So kénnte CRT
das Amyloid Vorlduferprotein vor der amyloidogenen Proteolyse “schiitzen” bis es, vielleicht
ausgelost durch eine Konformationsénderung in Folge von Kalziumbindung oder einem &hn-
lichen aktivierenden Prozefls, die y-Spaltstelle von APP freigibt und der generelle Vorgang
der v-Sekretase-vermittelten Proteolyse stattfinden kann, so wie es bei einer Bindung nur der
CRT-P-Domine bereits geschehen ist, da diese nicht in der Lage ist die APP-+-Spaltstelle zu
protektieren. Dieses noch sehr vage, aber durch zahlreiche Ergebnisse gestiitzte Modell der
CRT-Beteiligung an dem Vorgang der v-Spaltung von Typ 1 Transmembranproteinen wird
in der Abb. (Abb. 5.2, S. 157)) am Beispiel von APP schematisch dargestellt.
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Abb. 5.2: Modell der mdéglichen inhibierenden Funktion von CRT bei der
~v-Sekretase-vermittelten Spaltung von APP

CRT interagiert sowohl durch die CRT-C-Doméne mit der y-Spaltstelle von APP, als auch CRT-P-Doménen-
vermittelt mit dem PS-N-terminalen Fragment und moglicherweise durch die Kohlenhydraterkennungsregion
mit den N-Glykanen auf NCT und ist so in der Lage, die y-Proteolyse von APP zu verhindern (1) bis aufgrund
eines moglicherweise die Konformation von CRT verdndernden aktivierenden Vorgangs das Chaperon die APP-
~-Spaltstelle freigibt (2) und der ProzeB der v-Sekretase-vermittelten Proteolyse von APP stattfindet, wodurch
die intrazelluldire Doméne (AICD) und das amyloidogene AB-Peptid entstehen (3).

5.4 Metalloprotease-vermittelte Spaltung der
Zelladhasionsmolekiile APP und L1 am Beispiel der
Gelatinasen sowie ADAM8 und ADAM9

Das Ziel dieses Teils der Arbeit war es, die Spaltung der Zelladhésionsmolekiile APP und L1
durch Metalloproteasen im Vergleich an Beispielen vor dem Hintergrund der bereits bekann-
ten Tatsachen zu betrachten und weiter auszufithren. Sowohl APP als auch L1 sind Typ 1
Transmembranproteine und werden durch den Mechanismus der regulierten Intramembran-

spaltung (RIP, [Kap. 1.4, S. 7)) prozessiert (Maretzky et al., 2005} [Ebinu & Yanker, 2002)),

wobei in beiden Féllen diese Proteolyse mitunter zu der Entstehung einer schweren neurode-

generativen Erkrankung fiihrt, die bisher nicht behandelbar ist (Fransen et al., 1995; |Govaerts|
et al., 2007)). Zur Durchfithrung der Proteolyseexperimente wurden bewusst die a disintegrin
and metallo-Proteasen ADAMS8 und ADAM9 sowie die Gelatinasen MMP-2 (A) und MMP-9

(B) gewéhlt. Zum einen, da bei diesen Enzymen fiir eines der Zelladhisionsmolekiile eine

Spaltung aufgeklart ist, wihrend das andere nicht analysiert worden ist, und zum anderen
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aufgrund der von Ina Kalus begonnenen Studie beziiglich L1 , die im Verlauf
dieser Arbeit fortgefiihrt werden sollte.

Die ADAMs werden bereits durch die Vertreter ADAM10 und ADAM17 und deren Funktion
als a-Sekretase mit APP in Verbindung gebracht (Bandyopadhyay et al., 2006]), wobei auch
fiir ADAMD eine diesbeziigliche Aufgabe identifiziert worden ist (Deuss et al., 2008|) und eine
ADAMS8-vermittelte Proteolyse der Ektodoméne von APP unter pathologischen Bedingungen

vermutet wird (Naus et al., 2006]). L1 wird zwar in einem der a-Sekretase-Prozessierung von

APP entsprechenden Vorgang von ADAMI10 nahe der Membran gespalten (Gutwein et al. |
, hinsichtlich einer Proteolyse mittels ADAMS8 oder ADAMSY ist bisher nichts bekannt.
Auch die Beziehung der Gelatinase A und APP ist bereits charakterisiert, jedoch durch die
in der Ektodoméne von APP enthaltene MMP-2-Inhibierungsdoméne (Higashi & Miyazaki,|
von einer gegensétzlichen Funktion, wobei iiber eine Verbindung mit L1 nichts publi-

ziert ist. Die Prozessierung des Zelladhésionsmolekiils L1 durch MMP-9 war ein Inhalt der

Arbeit von Ina Kalus, im Rahmen derer sie u.a. ein durch MMP-9-Spaltung produziertes etwa
80kDa grofies L1-Fragment, das sowohl mit dem anti-Fc- als auch mit dem 555-L1-Antikorper
erkannt wird (Kalus, 2005)), identifizieren konnte. Hinsichtlich APP ist bekannt, dass die Ge-

latinase B A binden kann und mittels einer a-Sekretase-dhnlichen Funktion in der Lage ist,

die Amyloid Plaques abzubauen (Nalivaeva et al., 2008|).

Waéhrend unter Verwendung des eingesetzten Proteolyseansitze die L1-Ektodoméne nicht
durch ADAMS gespalten worden ist, sind durch eine diesbeziigliche Prozessierung der an
Fc-gebundenen Ektodoméne von APP zwei Fragmente mit einer Grofie von 26kDa und un-
gefiahr 60kDa aufgetreten, von denen nur das gréflere unter Verwendung des polyklonalen
anti-APP-Antikorpers erkannt werden konnte (Abb. 4.42) S. 134)). Dariiber hinaus wurde
ein wahrscheinlich in Abhéngigkeit des Fec-Tags aufgetretener Shift hinsichtlich des Mole-

kulargewichts der entsprechenden Banden beobachtet, der die Einschétzung der objektiven
GroBle der entstandenen APP-Fragmente erschwerte. Anhand der verwendeten Antikoérper
sind die Banden eindeutig dem Fc-Tag (26kDa) und wahrscheinlich der extrazelluldren Do-
méne (~55kDa) zuzuordnen. Da eine der Ektodoméne entsprechende Bande auch mit dem
anti-Fc-Antikorper detektierbar war, ist die Vermutung eines Degradationsproduktes nicht
ganz abwegig, obwohl es sich auch um ein N-terminal gespaltenes APP-Fragment handeln
konnte. Die genaue Lokalisation der Stelle, an der der Fc-Tag bzw. die Transmembrandomé-
ne gespalten wird, ist nicht geklart. Es liegt jedoch die Vermutung nahe, dass es sich hierbei

um eine a-Sekretase-dhnliche Prozessierung der Ektodoméne von APP handelt und bestétigt

somit die von Naus und Kollegen publizierte Annahme (Naus et al., 2006)). Im Hinblick auf
ADAMS besteht demnach keine Parallele zwischen den Zelladhéisionsmolekiilen APP und L1.
Die ADAMO-vermittelte Spaltung der Proteine zeigt jedoch in beiden Fillen das Enstehen
von diesbeziiglich proteolytisch entstandenden Fragmenten (Abb. 4.42, S. 134]). Hinsichtlich
der APP-Proteolyse duch ADAMY9 entsprechen die Produkte unter Beriicksichtigung des be-
schriebenen Molekulargewichts-Shifts genau denen der ADAMS8-Spaltung, wodurch die bereits

publizierte a-Sekretasefunktion der Metalloprotease hinsichtlich APP bestétigt ist. Die Pro-

zessierung von L1 durch ADAMO resultiert in einer spezifischen sowohl von dem anti-Fec- als
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auch dem 555-anti-L1-Antikorper erkannten Bande im Bereich von 100kDa und kénnte mit
der von Ina Kalus postulierten auch fiir MMP-9 geltenden Spaltstelle im Bereich der ersten
Fibronektin-Doméne &hnlich sein. Diese Vermutung wird zudem durch die Ubereinstimmung
der ADAM9- und MMP-9-Spaltmuster des Amyloid Vorlauferproteins gestiitzt.

Wiéhrend weder eine Proteolyse von APP noch von L1 durch die Gelatinase A mittels dieses
Ansatzes nachweisbar war, resultierte die Gelatinase B-Prozessierung von APP in dem auch
durch ADAM-Spaltung erhaltenen Spaltmuster (unter Beriicksichtigung des Shifts des Mole-
kulargewichtes) mit wahrscheinlich &hnlichen Fragmenten von ~26kDa (Fc-Tag) und ~55kDa
(moglicherweise die Ektodoméne), das jedoch auch wieder von dem anti-Fc-Antikorper er-
kannt wurde und demnach auch ein Degradationsprodukt sein kénnte, zumal eine diesbe-
ziigliche Bande nach ldngerer Exposition des entsprechenden Films auch eine Bande in der
Negativkontrolle erkennen liefl. Die MMP-9-vermittelte Spaltung der L1-Fn1-5-Doméne ergab
ein 80kDa Fragment (Abb. 4.44, S. 136} Kalus, 2005). Verwunderlich war, dass ein entspre-

chendes L1-Fragment nicht bzw. nur sehr schwach nach MMP-9 Prozessierung der kompletten

Ektodoméne von L1 zu erkennen war. Dies konnte einerseits auf eine geringere Affinitiat des
Enzyms fiir die groBere und vielleicht sterisch ungeeignetere extrazelluldre Doméne zuriickzu-
fithren sein und andererseits an einer moglichen Inaktivierung der Gelatinase B aufgrund von
Degradation, wie bereits leicht in dem Bild der Zymographie ersichtlich ist (Abb. 4.43, S. 135|),
liegen. Das von Ina Kalus im Rahmen ihrer Doktorarbeit identifizierte L1-80kDa-Fragment
(Kalus, 2005|) wurde versucht mittels einer 555-anti-L1-gekoppelten Séule anzureichern, um
es nach Ausschneiden aus dem entsprechenden Coomassie-gefarbten Gel (Abb. 4.45, S. 137)

zur Sequenzanalyse durch Edman-Abbau zu schicken, um so die genaue MMP-9 Konsensus-
sequenz identifizieren zu kénnen. Aufgrund einer zu geringen Konzentration des Fragments
im Ausgangsmaterial (Gehirnhomogenat von Wildtyp-M&usen) und eventuell einer unzurei-

chenden Bindungseffizienz der eingesetzten Antikorper wurde dieses Vorhaben bisher nicht

erreicht. Es wurde jedoch die durch Sucrosegradientenzentrifugation (Abb. 3.1, S. 59)) erhal-

tene Myelinfraktion der Gehirne von WT-M#use als die mit der L1-80kDa-angereicherten
identifiziert(nicht gezeigt) und eine Aufreinigung neuen 555 anti-L1-IgGs begonnen, um die-
sen Versuch mit einer geeigneteren Ausgangssituation zu wiederholen.

Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass abgesehen von den Ergebnissen beziiglich ADAMS eine
generelle Ahnlichkeit der Spaltmuster der Zelladhiisionsmolekiile APP und L1 hinsichtlich
ihrer hier diskutierten Proteolyse durch Metalloproteasen besteht. Diese Parallelen spiegeln
sich moglicherweise auch in den resultierenden neurodegenerativen Krankheiten, Alzheimer-
Krankheit und CRASH-Syndrom, wider und kénnen demnach helfen, ein generelles Ver-
stédndnis sowohl der physiologischen Funktionen der Proteine als auch der Enstehung der

pathologischen Vorgénge, an denen sie beteiligt sind, zu erlangen.
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5.5 Aligemeine Einschdtzung der Ergebnisse fiir das Verstdndnis

der Ursachen und Therapie der Alzheimer-Krankheit

Es binden viele Proteine unterschiedlicher Struktur und Aufgaben an das Amyloid Vor-
lauferprotein, wobei die jeweiligen Interaktionen selten direkt etwas mit der ~-Sekretase-
vermittelten Proteolyse des glykosylierten Zelladhésionsproteins sowie der Produktion von AS
zu tun haben. Wie am Beispiel der Na™-/KT-ATPase und des Myelin-assoziierten Glykoprote-
ins (MAG) diskutiert (Kap. 5.1, S. 144} [Kap. 5.1, S. 145)), sind diesbeziigliche Funktionen im

Bereich der Zell-Zell-Kommunikation, Neurogenese und Myelinausbildung wahrscheinlicher

und koénnten auch, wie es durch das Zusammenspiel von Calretikulin, APP und Presenilin
verdeutlicht wird (Kap. 5.3, S. 151)), der Kalziumsignaltransduktion oder Qualitétskontrolle

entsprechen. Allein diese Vielzahl noch ungeklirter Vorgidnge macht deutlich, dass ein Ver-

stdndnis der physiologischen Aufgaben von APP eine bedeutende Grundlage fiir das Erkennen
der Ursachen und damit fiir das Entwickeln einer Therapie der Alzheimer-Krankheit ist.
Dariiber hinaus scheint der Vorgang der ~-Sekretasespaltung weitaus komplexer zu sein, als

bisher angenommen und unter der Beteiligung von mehr als nur den vier Kernkomplexkom-

ponenten stattzufinden (Kap. 5.3, S. 151 sowie in unterschiedlicher Zusammensetzung in

Abhéngigkeit von noch nicht identifizierten Faktoren aufzutreten (Spasic & Annaert, 2008|).

Zu Beachten ist, dass, wenn man sich an dem &hnlichen Metabolismus des Zelladhésionsmo-
lekiils L1 orientiert (Kap. 5.4, S. 157)), die «-Proteolyse neben dem ApS-Peptid auch immer
die intrazelluléire Doméne (Schultheis et al., 2007)) freigibt, die in den Zellkern geht und wich-

tige Funktionen im Bereich von Signaltransduktion und Genexpression hat (Gerrit Wolters,
unveréffentlichte Ergebnisse).

Auflerdem sind bereits Interaktionen des ASG-Peptids mit einigen der als APP-Bindepartner
identifizierten Proteine bekannt (ATP-Synthase, |[Schmidt et al., 2007, GAPDH,
14-3-3, [Sumioka et al., 2005; CRT, [Duus et al., 2008|), die mehr einer Folge der

Krankheit oder einer physiologischen Funktion zuzuorden sind, als einen Ausloser der pa-

thologischen Ablédufe zu bilden. Dementsprechend wiirde eine an der ~-Spaltung oder dem
(B-Peptid ansetzende Therapie der Alzheimer-Krankheit, wie es bereits mit Sekretase-Blockern
und der AS-Immunisierung durchgefithrt wird, gleichzeitig sowohl fiir die Zelle als auch die
interzellulire Kommunikation sowie fiir die Neurogenese essentielle Vorgéinge inhibieren und
konnte daher problematisch sein. Sinnvoller ist es wahrscheinlich, die Aggregation der A[9-
Isoform zu verhindern oder speziell den Abbau der Amyloid Plaques zu férdern.

Zusammengefasst zeigt dieses Zusammenwirken zahlreicher Ansétze, bei denen noch viele
Fragen offen bleiben und die weitere Arbeit erfordern, gerade dadurch, wie komplex und
bisher wenig verstanden der Vorgang der APP-Prozessierung und die genaue Aufgabe der
entstehenden Produkte einerseits sowie die physiologischen Funktionen der beteiligten Pro-

teine andererseits sind.
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Anhang

Anhang A Akzessionsnummer

Protein
APP
CRT
L1

Organismus
Maus
Kaninchen

Maus

Tabelle .2: Aksessionsnummern

Anhang B Oligonukleotide

Nr.

6
7

Primer

HindIII Kozak Start L1-SP o

EcoRI L1-SPey

EcoRI L1-30kDay,,

HindIII Kozak Start L1-ICDs ¢

Xhol L1-30kDa/ICDsycv

T'7 Promotor

SP6 reverse

Aksessionsnummer
P12023
P15253

X12875

Sequenz

GAA GCT TTA GCC ACC ATG GCT ATG
GTC GTG ATG CTG CGG TAC

GAA TTC GAG CAG GCA GGG GCT GCA
GAG

GAA TTC TTT GCC TCC GAG GGC TGG
TTC

GAA GCT TTA GCC ACC ATG GCT AAA
CGC AGC AAG GGT GGC AAA

CTC GAG TTC TAG GGC TAC TGC AGG
ATT

TAA TAC GAC TCA CTA TAG G
TAG TGT CAC CTA

Tabelle .3: Verwendete Primer (SP, Signalpeptid; ICDs, intrazellulire Doméine 16slich

(soluble); jor, forward (vorwirts); ,c., reverse (riickwirts))
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Anhang

Anhang C Plasmide

Zur Klonierung der L1-Fragmente die Vektoren pcDNA3.1/ Flag-His (Myc durch Flag ersetzt)
und pGem (Kap. .3, S. 196) eingesetzt.

I
—_—
*mnl 2009
17l
- - 1 start
Scal 1880 Nael 2707 [ Moo 14
) Aatll | 20
a-, f1ori Sphi 26
BstZl | 31
pcDNA™3.1/ Neol | 37
myc-His o Kot | 43
GEME-TE ) Mol 3
p -1 Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl | 70
Hotl 77
o BstZl | 77
C ents i cDNA™3 1), = His A
5493 nuclestides B ori B 28
Mdel | 97
Sacl 109
BstXl |118 &
sil |127
141 =
T spe g

plication: bases 1358-1
er and origin: bases 18

Ampcilin resistance gane: bases 4437.5357 (complenentary arand)

Abb. .3: Verwendete Vektoren
pcDNA3.1 myc-His (Invitrogen, Karlsruhe) (A) und pGem-T Easy (B)

L1-30kDa

Die L1-Signalpeptid (SP)wurde mit den Primern 1 und 2 anhand L1-pcDNA3 mittels PCR
amplifiziert und die Restriktionsstellen eingefiihrt. Das L1-SP wurde nach dem Verdau mit
den entsprechenden Enzymen (HindIII/EcoRI) in den pGEM-T Easy Vektor kloniert. An-
schlieBend wurde das Konstrukt wieder unter Verwendung der genannten Enzyme in den
Expressionsvektor psDNA3.1 Flag-His tiberfithrt und das L1-30kDa (P3/P5, EcoRI/Xhol)
nach Restriktion aus dem pGEM-T Easy in denselben Vektor ligiert.

L1-1ICD

Die intrazelluldre Doméne (ICD) von L1 wurde mit den Primern 4 und 5 gleichermaflen aml-
plifiziert, mittels HindIII und Xhol geschnitten, zuerst in pGEM kloniert und nach erneuter
entsprechender Restriktion in den pcDNA3.1-Vektor ligiert.
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BRI2
BSA

C
cDNA
CHAPS
CHAPSO
CHL1
CHO
CK
CK-P
CMV
CRASH
CRD
CRMP
CRT
CRT-N
CRT-NP
CRT-P
CRT-C
CTF
CTP
Da
dATP

mikro (1079)

g-Kraft

Grad Celsius

alpha

Adenin

ATP-binding cassette, subfamily d
Alzheimer’s disease

a disintegrin and metalloproteinase
APP-intrazelluldre Doméne
Ampicillin

Anterior Pharynz-1

Amyloid Precursor-like Proteins
4-aminophenyl-Silberazetat
Ammoniumperoxodisulfat

Cytosine (3-D-Arabinofuranosid
Adenosintriphosphat

Amyloid Precursor Protein
Aminoséure

beta

murine Neuroblastoma-Zelllinie

a & (B-site cleaving enzyme
Biochemie 11

Bicinchoninséure Dinatriumsalz
Basenpaare

Bindeprotein

British Dementia protein-2
Rinderserumalbumin

Cytosin

komplementire Desoxyribonukleinsidure
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-Propansulfonat
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-1-Propansulfonat
close homologue of L1
Chinesische-Hamster-Ovarzellen
Kreatinkinase

Phosphokreatin

Cytomegalievirus

Corpus callosum hypoplasia, Retardation, Adducted thumbs, Spasticity and Hydrocephalus

Carbohydrate Recogintion Domain
Collapsine Response Mediator Protein
Calretikulin
Calretikulin-N-Doméne
Calretikulin-NP-Doméne
Calretikulin-P-Doméne
Calretikulin-C-Doméne

Carboxy -Terminales Fragment
Cytosintriphosphat

Dalton
2-Desoxyadenosintriphosphat
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DME
DMSO
DNase
DNM
DNS
dNTP
DRP
DTT

€

E
EBK
EBSS
ECM
E. coli
ED
EDTA
ELISA
EMEM
ER
ERGIC-53
FAD
FAS 11
Fc
FCS
Flag
Fn
FSC
G418
y

g
G

GAPDH
GFP
GRAVY
GRP94
GST
GTP

h

Ham’s F12
HBSS
HEK
HEPES
His
HRP
Hsp

HW
HXK
Hygro
ICD

IgG
IPTG
ITM2B
K-Zelllinie
kb

KPI

1

L1

LB
LMU
LRP
LRRTM

Dulbeccos Modified Eagle
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonuklease

Dynamin

Desoxyribonukleinsdure
2-Desoxyribonukleotidtriphosphat
Dihydropyrimidinase Related Protein
Dithiothreitol

epsilon

Eluat

Ein-Buchstaben-Kode von AS

Earle’s balanced salt solution
extrazellulare Matrix

Escherichia coli

Ektodoméne
Ethylendiamintetraessigsidure
Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest
FEagle’s minimal essential medium
endoplasmatisches Retikulum
ER-Golgi intermediate compartment-53
early onset familial Alzheimer’s disease
Fasciclin 1T

kristallisierbares Fragment

fotales Kélberserum

Flag-Oktapeptid

Fibronektin

forward scatter

Genetizin

gamma

Gramm

Guanosin
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
green fluorescent protein

grand average of hydropathicity

gp96, Endoplasmin
Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat

Stunde

EMEM (EBSS) (1:1)

Hanks gepufferte Natriumchloridlsung
Human Embryonic Kidney
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsidure
histidin tag

Meerrettich Peroxidase

heat shock protein

Hydropathiewert

Hexokinase

Hygromyzin

intrazelluldre Doméne

Immunglobulin Klasse G
Isopropyl-3-D-thiogalactosid

integrales Membranprotein 2B

murine Fibroblasten

Kilobasenpaare

Kunitz Protease Inhibitions-“hnliche Doméne
Liter

neurales Zelladhdsionsmolekiil L1

Luria Bertani
Ludwig-Maximilians-Universitét
Low-Density Lipoprotein Receptor
leucine rich repeat transmembrane neuronal
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LSM Laser Scanning Microscope

m milli (10~3)

M Molaritdt, mol/1

MAG Myelin-Associated Glycoprotein
MALDI Maitriz-Assisted Laser Desorption/Ionisation
mc monoklonal

MEM Minimum Essential Medium

MF Mossfasern

min Minute

MMP Matrixmetalloproteinasen

MOPS (4-(N-Morpholino)-propan)-sulfonsiure
mRNA Boten-Ribonukleinsdure

MT-MMP Membran-Typ Matrixmetalloproteinase
Mut mutiert

My Myelin

myc Myc-Tag

n nano (1079)

N2A Maus-Neuroblastom Zelllinie 2A
NCAM neural cell adhesion molecule

NCT Nicastrin

NF1 Neurofibromin 1

NgCAM neuron-glia cell adhesion molecule
NMDA N-Methyl-D-aspartat

NoGP N-octyl-B-D-Glukopyranisid

NP-40 Tergitol-type NP-40

NrCAM neural-glial cell adhesion molecule related cell adhesion molecule
Nt Nukleotid(e)

NTF Amino (N)-Terminales Fragment
ODx optische Dichte

Opal Optic atrophy 1

ORF offenes Leseraster

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
Parll Presenilin-associated rhomboid-like 1
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

pc polyklonal

PCR Polymerase Kettenreaktion

PEG Polyethylenglycol

PEN-2 Presenilin- Enhancer-2

PFA para-Formaldehyd

pH podus hydrogenii, —1ga§

PLL Poly-L-Lysin

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PS Presenilin

PSD postsynaptische Dichte

RIP regulierte Proteolyse innerhalb der Membran
RIPA Radioimmunoprézipitation

rpm Umdrehungen pro Minute

RNase Ribonuklease

RNS Ribonukleinsidure

RT Raumtemperatur

RTN4R Nogo-Rezeptor-1, NgR

RV Ranvier’sche Schniirringe

S Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfat

SP Signalpeptid

SPR Oberflchenplasmonenresonanz

SSC stde scatter

Sulfo-NHS N-Hydroxysulfosuccinimide

SW swedish mutatet

Syn Synaptosomen

SY5Y humane Neuroblastoma-Zelllinie

199



Abkiirzungsverzeichnis

200

T

TACE
TABS
TAE
TBS

TE
TEMED
Tet
TIMP
Tm
TMD
TRPC
TRPP
Tris
TritonX-100
Tween20
i.N.

U
uMtCK
uv

\%
vATPase
VDCA

Thymin

Tumour necrosis factor alpha converting enzyme
(N-Tris-(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropan-sulfonsiure
Tris Azetat EDTA

Tris-gepufferte Salzlésung

Tris-EDTA
N,N,N,N-Tetramethylethylenamin
Tetracyclin

tissue inhibitors of metalloproteinases
Schmelztemperatur

Transmembradoméne

Transient Receptor Potential Cation
Transient Receptor Potential Polycystin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
C14H220(C2H40),,

Polysorbate 20

tuiber Nacht

enzymatische Einheit

mitochondriale Isoform der Kreatinkinase
Utraviolett

Volt

vakuoldre ATPase

Voltage-Dependent Anion Channel
Volumen pro Volumen

Volumen

Wildtyp

Gewicht pro Volumen

zeta

Zentrum fiir Molekulare Biologie Heidelberg
Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie Hamburg
zentrales Nervensystem
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