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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Alzheimer-Erkrankung

1.1.1 Einfuhrung

Demenz ist ein Begriff, der in unserer heutigen éBsshaft zunehmend an Prasenz und
Bedeutung gewonnen hat. Das Wort ,Demenz* leiteh sion dem lateinischen Ursprung
.dementia® ab und bedeutet soviel wie ,ohne Geistfer auch unverninftig oder
wahnsinnig. Die Demenz bildet den Uberbegriff fitreeVielzahl von Erkrankungen, die
mit einer erworbenen Storung des Gedachtnisseslesdenkvermdgens verbunden sind.
Betroffen sind das Kurzzeitgedachtnis mit der Lahnjkeit fir neue Informationen und
die Reproduktion friherer Erinnerungen, die dem gzatgedachtnis untergeordnet
werden. Fruhere intellektuelle Fahigkeiten, wie dhstrakte Denk- und Urteilsvermdgen
oder die Konzentrationsfahigkeit, gehen zunehmendoren. Es kann weiterhin zu
Veranderungen der eigenen Personlichkeit kommere die Motivation, die
Psychomotorik, die emotionale Kontrolle und das i8eerhalten betreffen. Alle diese
Stérungen treten ohne Verdnderung des Bewusstseihsund beeintrachtigten den
Patienten derart, dass alltagliche private und fbele Aktivitdten nicht mehr ohne

weiteres ausgeibt werden kénnen (Mdller et al. 2005

Etwa 1,1 Millionen der alteren Menschen leiden BantDeutschland an einer Form der
Demenz. In der Européischen Union wird die Anzatfliasgesamt knapp 6 Millionen und
weltweit auf mindestens 24 Millionen Erkrankte deset (Bickel 2008). Die haufigste
Demenzerkrankung ist mit etwa 60 % die primar degaive Demenz vom Alzheimer
Typ, gefolgt von vaskularen Formen und der Lewyg&ichen-Erkrankung (10-15 %)
sowie der Frontotemporalen Demenz (ca. 5 %) (DGB620Die Alzheimer-Erkrankung
tritt in zwei verschiedenen Formen auf. Die hauégsorm ist die sporadische- oder senile
Form der Alzheimer-Demenz. Diese betrifft v.a. alenschen ohne offenkundige
familiare Haufung. lhre Pravalenz betragt etwa befden 65- bis 69-Jahrigen, verdoppelt
sich im Abstand von jeweils etwa funf Altersjahrend steigt bei den 95-Jahrigen und
alteren Menschen auf Uber 40-50 % an (Weyerer 20D% Ursache der senilen
Alzheimer-Demenz ist bis heute noch unklar. Nebesm dAlter als wichtigsten

Risikofaktor vermutet man eine multifaktorielle @se mit genetischer Komponente
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(Gutzmann et al. 2005). Als ein genetischer Rigiktdr konnte bereits Apolipoprotein E
herausgearbeitet werden. Apolipoprotein E ist dam aeisten vorkommende
Apolipoprotein im Plasma und spielt eine wichtigell® im Cholesterin-Stoffwechsel der
Zelle. Besonders diejenigen Gentrager, die edagllel von Apolipoprotein E aufwiesen,
zeigten ein erhohtes Risiko an der spaten FormAdidreimer-Krankheit zu erkranken
(Huang et al. 2004; Packard et al. 2007).

Bei der zweiten Form handelt es sich um die fam@lidoder prasenile Form der
Alzheimer-Erkrankung, die insgesamt einen Prozeeilamon weniger als 5 % einnimmt
(Alzheimer-Forschung-Initiative-e.V. 2008). Hieriditt die Erkrankung héaufig bereits im
jungen Alter, d.h. vor dem 65. Lebensjahr des Redig aus und verlauft deutlich schneller
und schlimmer als die senile Form. Als Ausldser riken genetische Mutationen
identifiziert werden, die meist tUber autosomal-duaniten Erbweg von einem oder beiden
Elternteilen erworben wurden. Betroffen sind haaptéich das Gen des R-Amyloid
Vorlauferproteins und die Presenilin-Gene 1 undi&,nach ihrer Veranderung in hohem
Malie die Bildung und Aggregation des toxischen 34did Molekuls férdern (Hoenicka
2006; Nikisch et al. 2008). Wichtig fur das Verstérs der Pathogenese der familiaren
Form der Alzheimer-Erkrankung waren klinische Bedttangen bei Trisomie 21
erkrankten Menschen. Das auf Chromosom 21 lokaksi€&en fur das 3-Amyloid
Vorlauferprotein liegt beim Down-Syndrom in dreifer Ausfliihrung vor. Dies fuhrt zu
einer dramatischen Uberproduktion des R-Amyloidtétns. Down-Patienten erkranken
daher haufiger und frither an der Alzheimer-ErkrangkiNach dem 30. Lebensjahr kbnnen
bei allen Patienten bereits deutliche histopathsetdge Veranderungen festgestellt werden
(Soliman et al. 1998; Zigman et al. 2007). Des ¥feit geht man davon aus, dass neben
den bereits bekannten Gendefekten noch eine Vieleegitere, bisher unentdeckte,
genetische Ausloser oder Risikofaktoren fur dieskftung der Alzheimer-Krankheit

existieren.

In den westlichen industrialisierten Landern istdien letzten Jahrzehnten hauptséchlich
durch die verbesserte medizinische Versorgung uim@ @estndere Erndhrung ein
deutlicher Anstieg des Lebensalters erreicht war@ea Lebenserwartung in Deutschland
neugeborener Kinder lag im Berechnungszeitraum /2005 fir Jungen bei 76,9 und bei
Madchen bei 82,3 Jahren (Destatis 2008). Bis zunmr JA050 wird nach
Vorausberechnungen des Statistischen BundesanteS8a9% der deutschen Bevolkerung
65 Jahre oder alter sein (Destatis 2006). Somitleremehr Menschen das Alter erreichen,
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in dem Demenzerkrankungen héufig sind. Diese eeh@hitzahl an demenzkranken
Patienten wird die gesamten Kostentrager, das nmesthe und pflegerische Personal
sowie die betroffenen Familien vor ein immensesfm stellen, das dringend wirksame

Praventions- und Therapiemdglichkeiten erfordert.

1.1.2 Geschichte

1901 begegnete der deutsche Psychiater und Nebodpge Alois Alzheimer (1864-1915)
in der ,Stadtischen Anstalt fur Irre und Epilephist in Frankfurt am Main der 51-jahrigen
Patientin Auguste Deter. lnrem Ehemann war aufgefadass sich das Verhalten seiner
zuvor unauffalligen Frau wahrend eines Jahres starkindert hatte. Anfangs habe sie
Eifersuchtsideen gegen ihn entwickelt, zu denerezmende Schwierigkeiten mit dem
Gedéchtnis hinzu kamen. In der Wohnung fand sie sicht mehr zurecht, sie schleppte
Gegenstande hin und her, versteckte diese undeskgui, da sie glaubte, man wolle sie
umbringen. Bei der Untersuchung konnte Alois Alnheti Symptome feststellen, die er
bereits bei anderen alteren Patienten kennengeldmatte. Dazu gehdrten
Orientierungsstorungen beziglich Zeit und Auferiffzat, Erinnerungsdefizite an frihere
Erlebnisse sowie starke Stimmungsschwankungen. B2s®ndere an diesem Fall war
aber, dass Auguste Deter deutlich jlinger als dagieerigen Demenzpatienten war, die im
Allgemeinen Uber 70 Jahre alt waren. Funf Jahreespsétarb Auguste Deter. Alois
Alzheimer obduzierte ihr Gehirn und fand im gleicfiig atrophen Gewebe steinharte
plagueartige Ablagerungen und abnorme NeurofilorilM/ahrend einer Versammlung in
Tlbingen im Jahr 1906 stellte er die damals Ubelnexrsde These auf, dass es sich bei dem
Verlauf seiner Patientin nicht um eine Folge degelerdens handele, sondern um ein
eigenes Krankheitsbild. Von Emil Kraepelin wurdees# Erkrankung 1911 nach ihrem

Erstentdecker als Demenz vom Alzheimer-Typ beze&thn

1.1.3 Kiinik

Die Alzheimer-Erkrankung aufRRert sich bei jedem dPdéin in unterschiedlicher Form und

Weise, gemeinsam ist aber allen ein fortschreitengglauf. Der erkrankte Angehorige

wirkt zu Beginn meistens vergesslich und zerstrieukann sich neue Dinge schlecht



1 Einleitung 12

merken und driuckt sich umstandlicher aus. In untieler Umgebung findet er sich nur

sehr schwer zurecht. Das Verhalten kann anfangs duch ein depressives Bild gepragt
sein und somit leicht mit einer depressiven Grukidekkung verwechselt werden. Im

weiteren Verlauf kdnnen weitere neuropsychologisched psychopathologische

Symptome hinzutreten, die fir die Angehdrigen teike sehr belastend und verletzend
sein kbnnen. Der Alzheimer-Patient erkennt seinamnér oder Familienangehdrige nicht
mehr und findet sich selbst in vertrauter Umgebwiegt mehr zurecht. Im Endstadium der
Erkrankung schlieBlich kann der Alzheimer-Patieauk mehr schlucken oder kauen,
wird harn- und stuhlinkontinent und weist schwerStérungen des Gedachtnisses und
aller kognitiven Funktionen auf. Viele Patienterkranken in diesem Stadium an einer
Lungenentziindung, einer Infektion oder einer amdétankheit, die dann oft auch zum

Tode des Erkrankten fuhrt (Mdller et al. 2005). Dierchschnittliche Lebenserwartung

nach Diagnose betragt ungefahr 4-8 Jahre (Weyed6b)2 Je friher die Erkrankung

eintritt, desto schneller ist meistens ihr Verlauf.

1.1.4 Diagnose

Eine wirklich sichere Diagnose der Alzheimer-Erkaang ist erst nach dem Tod des
Erkrankten mdoglich, wenn die fir diese Krankheipisghen histopathologischen
Veranderungen im Gehirn eindeutig nachgewiesenevekénnen. Zu Lebzeiten bleibt die
Alzheimer-Erkrankung eine Ausschlussdiagnose. Awnggiaasis ist eine grindliche
psychiatrische Befunderhebung. Besonders wichtig disbei auch die Fremd- und
Familienanamnese mit den Angehorigen des Patientmen Verhaltens- oder
Personlichkeitsveranderungen ihres Angehorigen teress schon sehr frih auffallen.
Neuropsychologische Testuntersuchungen wie der nintal Status Test oder der
Uhrentest, die die Bereiche Intelligenz, Spracleebales und visuelles Gedachtnis und die
Psychomotorik Uberprifen, kénnen auf eine Alzhesoee Krankheit hinweisen. Zur
Befundeingrenzung kénnen weiterhin eine griundliciperliche Untersuchung, Blut- und
Liquoruntersuchungen, das EKG, das EEG, der Uliakder hirnversorgenden Geféalle,
sowie bildgebende Verfahren wie die Computertomualgey die
Magnetresonanztomographie oder die Positronen-Eons&smografie eingesetzt werden
(DGN 2006). Ein zunehmend vielversprechender Anseltzint in Zukunft die
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Liquordiagnostik von Amyloid- und Tauproteinen uwgren Subspezies darzustellen
(Knopman 2001; Marksteiner et al. 2007).

1.1.5 Therapie

Derzeit ist noch keine Heilung der Alzheimer-Erkdkmang mdglich. Wichtig ist es, die
fortschreitende Erkrankung moglichst friih zu erl@ammund die Alltagskompetenz des
Patienten so lange wie mdglich zu erhalten. Zweiapeutische Prinzipien sind bisher im
Gebrauch, die eine begrenzte Verlangsamung dekKe#nprozesses und Besserung der
Symptome bewirken kénnen. Im frihen Stadium werdehetylcholinesterase-Hemmer
(z.B. Donezepil, Galantamin, Rivastigmin) einges@@oody 2005; Munoz-Torrero 2008).
Bei der Alzheimer-Erkrankung kommt es zu einer mdeiten Neusynthese von
Achetylcholin, welche zu einer allgemeinen Leistssahwéachung des Gehirns fuhrt.
Achetylcholinesterase-Hemmer helfen den Signalassta zwischen den Uberlebenden
Nervenzellen zu verbessern, indem sie das Achatyich abbauende Enzym
Achetylcholinesterase blockieren und damit den ime Ubertragerstoff Achetylcholin
im synaptischen Spalt erh6hen. Des weiteren weMMDA (= N-Methyl-D-Aspartat)-
Antagonisten (z.B. Memantine) im mittelschweren sihiweren Stadium eingesetzt, die
die neuronale Uberstimulation durch den Botenstffitamat, welcher Nervenzellen
schadigt, verhindern (Reisberg et al. 2003; Dodaly82. Wichtig im Rahmen der Therapie
erweist sich auch die pharmakotherapeutische Bélmagnchicht kognitiver Symptome.
Beispielsweise kdonnen durch den Einsatz von Neptikke Unruhe, Aggressivitat und

paranoide Symptome gemildert werden.

1.1.6 Histopathologische Veranderungen der Alzheinneéerkrankung

Man vermutet heute, dass die histopathologischemanderungen der Alzheimer-
Erkrankung schon mehrere Jahrzehnte beginnen, lhgoersten Symptome auftreten.
Wie Alois Alzheimer bereits bei der Untersuchung dgehirns seiner ersten Patientin
gesehen hatte, zeichnet sich die Alzheimer-Erknagkdurch zwei histopathologische

Veranderungen aus, durch neurofibrillare Bundel @mimyloid Plaques (Abb. 1).
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Gesundes Gehirn Alzheimer-Erkrankung

Abb. 1: Neurofibrillenbiindel und 3-Amyloid Plaques

Typische histopathologische Veranderungen der Alzheier-Erkrankung. Die Neurofibrillenbiindel entstehen aus
aggregierten und verknauelten Tau-Proteinstrangen inerhalb der Nervenzellen. Hauptsubstanz der 3-Amyid
Plaques, die auBerhalb der Nervenzellen liegen, iftrotein AR, welches enzymatisch aus dem Vorlauferptein

APP gespalten wird (nach American Health AssistancBoundation, Medical lllustrations 2008).

1.1.6.1 Neurofibrillare Biindel

Innerhalb der Nervenzellen bilden sich faserigediBablagerungen, die als neurofibrillare
Bindel bezeichnet werden. Es handelt sich dabei venknauelte und umeinander
gewundene Proteinstrénge, die hauptsachlich ausiPibau bestehen. Protein Tau bindet
normalerweise in Nervenzellen an Mikrotubulistrangel stabilisiert das Zellskelett. Bei
der Alzheimer-Erkrankung werden die Tau-Proteinechigoadig phosphoryliert und
verlieren ihre Bindung zu den Mikrotubulistrang&s kommt daraufhin zum Zerfall der
Mikrotubuli und das Tau-Protein aggregiert zu digepackten, abnormen Biindeln, die
das Zellinnere verstopfen (Goedert et al. 2006aligh al. 2006; Igbal et al. 2008). Ob die
Neurofibrillenbiindel unabhangig von 3-Amyloid Plaguentstehen oder eine neuronale
Antwort auf die kontinuierliche Ablagerung des R-Aaid Proteins oder assoziierter

Molektle darstellen, ist noch nicht vollstandig Gek

1.1.6.2 3-Amyloid Plaques
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Bei der zweiten Verdnderung handelt es sich um igérrEiweil3ablagerungen, die
neuritischen Plagues oder R-Amyloid Plaques, diauptséchlich auf3erhalb der
Nervenzellen gefunden werden. Das Zentrum diessguek bildet das kurze 3-Amyloid
Protein (= AR), welches von dystrophen Axonen umahdditen, aktivierter Mikroglia und
reaktiven Astrozyten umgeben wird (Selkoe 2004;a@et2005). A3 entsteht durch
Spaltung aus einem langen Vorlauferprotein, demni3ddid Precursor Protein (= APP)
(vgl. 1.2.1).

Neurofibrillenbindel und (-Amyloid Plagues behindedie Kommunikation der
Nervenzellen untereinander, so dass im Laufe deat die Nervenzellen und ihre
synaptischen Verbindungen absterben (Carter e208l1; Pena et al. 2006). Besonders
betroffen davon sind die Hirnrinde und der Hippopasund damit die Regionen, die an
der Entwicklung von Gedachtnis, Sprache und Dengkdit beteiligt sind. AR-
Ablagerungen konnten des Weiteren auch in Membrapoarkortikalen und meningealen
BlutgefalRen gefunden werden. Jedoch korrelieresedi@cht mit der Anzahl von [3-
Amyloid Plaques und Neurofibrillenblindeln im Gehifdekry et al. 2003). Die Al-
Bildung ist ein physiologischer Vorgang, der im @ehjedes Menschen ablauft und
besonders bei alteren Menschen Uber 75 Jahren amgighvon einer Demenzerkrankung
gefunden werden kann. Normalerweise wird das Alerdn#f der Zelle von Enzymen
degradiert oder mit Hilfe groRer Proteinkomplexs dem Gehirn abtransportiert (Hardy
et al. 2002). Welche Mechanismen, beispielsweise gastorter Al3-Abbau oder eine
erhohte AR-Freisetzung, bei der Alzheimer-Erkramkleiztlich zu der deutlich erhdhten
und irreversiblen AR-Aggregation fuhren, ist nochitgehend unklar. Im Folgenden soll

die Entstehung des AR-Molekiils genauer betrachaedamn.

1.2 Entstehung des 3-Amyloid Molekils

1.2.1 R-Amyloid Vorlauferprotein

Das 3-Amyloid Vorlauferprotein (RAPP oder APP)ast Typ-1 Membranprotein (Kang et
al. 1987). APP besitzt einen langen extrazellulamdATerminus, eine einzelne
Transmembrandoméne und einen kurzen cytosoliscimeeilADas darin enthaltene AR-
Fragment liegt grof3tenteils aul3erhalb der Membman, einem kleinen Teil in der

Transmembranregion (Selkoe 2004). APP wird in dedran des Endoplasmatischen
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Retikulums eingebaut. Im Golgi-Apparat findet ansdlend eine N- und O-

Glykosylierung und Tyrosin-Sulfatierung statt. Nein kleiner Anteil der APP-Molekule

(etwa 10 %) wird in Vesikeln zur Plasmamembrandpamtiert. Der Grof3teil verbleibt im

Golgi-Apparat oder im Transgolgi-Netzwerk. Das ABEEr Zellmembran kann durch

Endozytose in das endosomal/lysosomale Systemraufgeen und dort abgebaut werden
(Tomita et al. 1998; Suzuki et al. 2008).

Durch alternatives Splicing der mRNA entstehen dei APP-Proteinsynthese drei im
Gehirn vorkommende Isoformen (Golde et al. 1990ndKat al. 1990). APP 770 und 751
stellen das endogene APP dar und werden in alldlenzdes Korpers exprimiert. Ein

geringerer Anteil findet sich aber auch in den NMeen und v.a. in nicht-neuronalen
Gliazellen. APP 695, das neuronale APP, wird hiegedast ausschlie3lich in den
Neuronen exprimiert. Von allen Isoformen existienaife und unreife Formen. Die

langeren Isoformen unterscheiden sich gegenubekutzen Form dadurch, dass sie in
ihrem extrazellularen Anteil eine Aminosaure-Sequemthalten, die KPI-Domane (=

Kunitz-type serine protease inhibitors), die hongobu bestimmen Inhibitoren von Serin-
Proteasen ist (Tanzi et al. 1988; Selkoe 2004).

Die physiologische Funktion des APP-Molekls istiteenoch nicht vollstandig bekannt.
APP spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklumgd Regulierung des Nervensystems,
indem es das Zellwachstum stimuliert und die Syaapgdung beeinflusst (Hung et al.
1992; Priller et al. 2006). Es ist Bestandteil eiggReren Genfamilie, zu der auch die
APP-ahnlichen Proteine APLP1 und APLP2 (amyloidcprsor-like proteins) zahlen. In
einigen Studien konnte anhand von Mausen, die saoipuiéert wurden, dass alle
funktionellen Gene der drei APP-Familienmitgliedmisgeschaltet wurden (sogenannte
triple knock-out Experimente) nachgewiesen werdiass die Familie der APP-Proteine
eine lebenswichtige Rolle bei der Hirnentwicklungdudem Uberleben nach Geburt
spielen (Herms et al. 2004). Durch knock-in resdteperimente, bei denen die
verlorengegangenen Informationen teilweise wiedelgedligt werden, versucht man
derzeit zu klaren, welche Genbereiche des APP-iRsotér seine Funktion verantwortlich
sind (Ring et al. 2007). Sehr kontrovers diskttigird noch, welche Rolle APP beim
axonalen Transport in Neuronen spielt und ob APHE saeine Spaltungsproteine in
gleichen Vesikeln in Axonen transportiert werderufkal et al. 2001; Lazarov et al. 2005).
Weitere Arbeiten zeigten, das der cytoplasmatisghteil von APP mit verschiedenen
cytosolischen Adaptorproteinen interagiert und $@itsi Signalmolekll an
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endozytotischen und sekretorischen Vorgangen meiirti (Russo et al. 2005). APP scheint
zudem der Zelladh&sion zu dienen, da es zum einmeAdhasionspoteinen wie Integrinen
auf der Zelloberflache von Axonen kolokalisiert,nzwanderen dadurch, dass APP mit
extrazellularen Matrixmolekilen wie Laminin und kKagen interagieren kann (Storey et
al. 1996; Yamazaki et al. 1997%ekretierte APP-Isoformen, die eine KPI-Domane
enthalten, spielen eine wichtige Rolle bei der Hemgivon Trypsin und Chymotrypsin
und im Blutgerinnungssystem. APP 751 konnte bdspese in menschlichen
Blutplattchen nachgewiesen werden, wo es die Sertiease Faktor Xla blockiert (Smith
et al. 1990; Selkoe 2004).

1.2.2 Prozessierung des Vorlauferpoteins durch die-Sekretase

Das APP-Molekul kann auf zwei Arten gespalten wer@abb. 2). Die APP-Spaltung
findet hauptsachlich an oder nahe der Zelloberé&thtt (Haass 2004).

| app
APPsra Aﬁ\ extrazellular APPsh
Lipid-
doppelschicht
y il . - B
P [¥8 intrazellular I
i
CTFa |—| CTFER
Aggregation und ‘_lﬂ .
p3 Y Plaque-Bildung Y
I‘/ -Faltblatt -
1 -— Il
g AICD . AICD

Abb. 2: Prozessierung des 3-Amyloid Vorlauferprotais (APP)

Das APP-Protein kann auf zwei Arten gespalten werde Entweder durch die a-und die y-Sekretase oder durch
die B- und die y-Sekretase. Auf zweiterem Weg entsteht Protein ARyelches aggregiert und die Plaguebildung
initiiert. (AR=RB-Amyloid Protein, APPs=sekretiertes APP, CTF=C-terminales Fragment, AICD=R-Amyloid

Vorlauferprotein intrazellulare Doméne).
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Der grof3te Anteil des APP (etwa 90 %) wird von deder Membran verankertem-
Sekretase gespalten, die das Protein in der MeitéA@-Region schneidet. Doe Sekretase
ist assoziiert mit der ADAM-Familie (= a desintegrand metalloprotease), deren
Hauptvertreter Protease ADAM 10 darstellt (Kojrakt2005; Postina 2008). Durch die
Sekretase Spaltung entstehen das neurotrophisaheneuroprotektive Protein AP®s
welches nach extrazellular sezerniert wird, sovimeGterminales Fragment. Dieses wird
anschlielend von der-Sekretase in die Proteine p3 und AICD (= -amylmielcursor
protein intracellular domain) gespalten. Beide &r@ werden anschliel3end in die Zelle
aufgenommen und dort abgebaut. Diskutiert wird nogh ein Teil der AICD mit
assoziierten Proteinen in den Zellkern eintreted dort die Transkription bestimmter
Gene regulieren kann (Hebert et al. 2006).

Die y-Sekretase ist ein hochmolekularer Aspartyl Proteldeenplex bestehend aus
Presenilin 1 und 2, Nicastrin, APH-1 und PEN-2 (Kee et al. 2006; Steiner et al. 2008;
Yagishita et al. 2008). Das ungewohnliche an ge®ekretase Spaltung ist, dass sie
innerhalb der Plasmamembran stattfindet, die namalise eine Proteinspaltung

unmoglich macht.

1.2.3 Spaltung durch die 3-Sekretase und Bildung woAR

Ein kleinerer Teil des APP (etwa 10 %) kann dureh($iSekretase gespalten werden. Die
3-Sekretase BACE 1 (= [-amyloid cleaving enzymeisil)eine membrangebundene
Aspartyl-Protease. Sie schneidet das APP-MolekilBaginn der AR-Region und bildet
APPsi3 und ein C-terminales Fragment (Vassar 200/ €t al. 2008; Venugopal et al.
2008). Darauffolgend setzt erneut dieSekretase an dem C-terminalen Fragment an. Je
nachdem wo diese spaltet, entstehen beim gesundesclisenen zwei alternative AR-
Produkte, zu 95 % A und zu etwa 5 % das deutlich gefahrlichere,Avelches sehr
leicht aggregiert und unldsliche, toxische fibri&Strukturen bildet (Selkoe 2004; Liu et
al. 2006). Nach seiner Freisetzung andert AR seinetur vona-helikaler zu 3-Faltblatt-
Struktur und kann nun sehr stabile, unlosliche &ggte mit sich selbst bilden. Die AR-
Aggregate werden zum grof3ten Teil von den Zellerersgert, kbnnen jedoch auch

intrazellular gespeichert werden (LaFerla et aQ70
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1.3 Einfluss von Cholesterin auf die 3-Amyloid Bilding

1.3.1 Funktionen des Cholesterins im Saugetierorg&mus

Cholesterin ist ein wichtiger Bestandteil von Sdiggerganismen, das eine Vielzahl von
Funktionen erflllt. Der gréf3te Anteil des Cholesterwird vom Kérper selbst gebildet,
nur ein geringer Teil wird mit der Nahrung aufgemoem. Hauptsyntheseort sind die
Leber und die Darmschleimhaut, mit kleinen Ausnamrk@nnen aber auch alle anderen
Korperzellen Cholesterin  herstellen. Rund % der agegsn nicht-veresterten
Cholesterinmenge befindet sich im Gehirn, wo es wnaden Plasmamembranen der
Gliazellen und Neuronen und in den Myelinscheideth&ten ist. Die Cholesterin-
Homoostase des Organismus wird u.a. durch dasiprder negativen Ruckkopplung
reguliert, und zwar Uber Hemmung bzw. Aktivierungr HMG-CoA-Reduktase, einem
Enzym der Cholesterinbiosynthese. Dieses Enzymebilten Angriffspunkt fur die
medikamentése Cholesterin-Behandlung. Cholestenid wber die Gallensaure von der
Leber ausgeschieden und zu 90 % im lleum rickresdrfReiss et al. 2004). Es ist
Substrat fur die Synthese von Gallensauren in dbet.und spielt eine wichtige Rolle im
Metabolismus der fettloslichen Vitamine A, D, E ufdin endokrinen Geweben, wie z.B.
in den Nebennieren, in den Ovarien oder den Hodsgldet es die Vorstufe von
Steroidhormonen. In der Haut wird Cholesterin bgpgtum Vitamin D herzustellen. Da
Cholesterin in Wasser unléslich ist, erfolgt deafsport im Blutplasma zusammen mit
anderen lipophilen Substanzen wie Phospholipidengly€eriden oder Fettsauren, in

Transportvehikeln, den Lipoproteinen.

1.3.2 Aufbau der Plasmamembran und Cholesterin-relee Membrandoménen

Eine besonders wichtige und unentbehrliche Aufgalbrent das Cholesterin weiterhin bei
der Bildung und Aufrechterhaltung von Zellmembrare@m. Unser heutiges Verstandnis
tber den Aufbau und die Beschaffenheit der Plasmeren wurde in besonderem Malie
von den Untersuchungen von Singer und Nicolson&ggpdie 1972 das Fluid Mosaic-
Modell etablierten (Singer et al. 1972). Die Plasmebran aller pro- und

eukaryontischen Lebewesen besteht demnach aud gidaoppelschicht, die das Innere
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der Zelle, das Cytoplasma, vom aul3eren Extrazelwen abgrenzt und in die
verschiedene Proteine eingebettet sind (Abb. 3).

5 di.‘t‘.‘t’."‘;"-‘ i
..“. '; 4 r!

‘gt ;

Abb. 3: schematischer Aufbau der Plasmamembran

Die Plasmamembran besteht aus einer Lipiddoppelschit aus Phospholipiden mit hydrophilem Kopf- und
hydrophobem Fettsdureanteil, die das Cytoplasma vorgellinneren abgrenzt. In die Membran sind verschidene
Proteine eingebettet oder haften an deren Innen- bz Au3enseite (aus http://www.bionet.schule.de)

Die Plasmamembranen von S&ugetierzellen bestehen Glycerophospholipiden,
Sphingolipiden und Cholesterin. Die Lipiddoppelsthiist normalerweise fluide, d.h. die
enthaltenen Lipide und Proteine sind in der EbesreMembran beweglich. Die Anzahl
der ungesattigten Doppelbindungen in den hydropmoKehlenwasserstoffketten der
Lipide entscheidet u.a. Uber die Fluiditdt der Meanmb Glycerophospholipide und
Sphingolipide unterscheiden sich in ihrer Schmetqperatur, die bei den Sphingolipiden
deutlich hoher liegt. Die Sphingolipide, deren gigte Kohlenwasserstoffketten durch
Van der Waals Interaktionen eine dichte und hodrdjeete Zusammenpackung erlauben,
liegen bei 37°C in einer gelartig-kristallinen Péagor. Die mehrfach ungesattigten,
abgeknickten Kohlenwasserstoffketten der Glycerspholipide verhindern hingegen eine
dichte Packung. Deshalb ordnen sich die Glycerggiagide in kiinstlichen Membranen
in einer eher lockeren, ungeordneten, flissig-&kitisen Phase an, von denen die
Sphingolipide grof3tenteils ausgeschlossen sindleStevin interagiert in diesem Zustand
bevorzugt mit den Sphingolipiden und induziert datueine Phasentrennung. In
Plasmamembranen wird v.a. im aul3eren Blatt vonr gméferentiellen Sphingolipid-
Cholesterin-Interaktion ausgegangen (Fantini e2@02; Edidin 2003; Simons et al. 2004).

Die Sphingolipide und das Cholesterin nehmen eitexnediare Phase zwischen Gel- und
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flussiger Phase ein, die als Flussigkeit mit geetein Struktur (= liquid-ordered phase)
bezeichnet wird. Die Kohlenstoffketten der Sphimgjde sind straffer gepackt als in der
Gel-Phase, sind aber wegen des eingefugten Chaohsstieutlich beweglicher. Da diese
Membrandomanen wie FI6Re auf der zweidimensionaléssigkeit der Lipidmembran zu
schwimmen scheinen, wurden sie als ,Lipid RaftZdiehnet. (Abb. 4) (Brown 2006).

Pure sphingolipids \fi'“olesteV Pure GPLs
LP phase at 37°C Lc phase at 37°C

FPhase separation

AR

LN J \ J
hdl b
Le Lo Lc
GPL-rich Enriched in sphingolipids GPL-rich
and cholesierol

Abb. 4: Entstehung der Lipid Rafts

Zellmembranen bestehen aus Glycerophospholipiden, p8ingolipiden und Cholesterin. In kinstlichen
Membranen ordnen sich die Sphingolipide in einer dartig-kristallinen und die Glycerophospholipide in einer
lockeren, flissig-kristallinen Struktur an. Choleserin interagiert bevorzugt mit den dicht gepackten
Sphingolipiden und fihrt zu einer Phasentrennung.(GPL=Glycerophospholipide, L=liquid-crystalline fluide
Phase, l=liquid-ordered Phase, Lz=solide gel-like Phase) (nach Fantini et al. 2002)

Lipid Rafts sind sehr klein und sehr dynamisch {D0- nm), so dass direkte
Nachweismethoden &aufR3erst schwierig sind. Sie zerchsich u.a. dadurch aus, dass sie
gegenuber bestimmten Detergenzien wie z.B. TritektO® oder CHAPS bei 4°C unléslich
sind (Schroeder et al. 1998; London et al. 2000;& 2005). Deshalb bezeichnet man sie
haufig auch als Detergens-resistente MembrandomdrerDRM). Mit Hilfe von
Dichtegradienten und der Ultrazentrifugation konrkese DRM isoliert und analysiert
werden. Durch moderne mikroskopische Verfahren, wig. der FRET-Methode (=
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) konnendypi€harakteristika von Lipid Rafts

auch in vivo analysiert werden (Loura et al. 2008).
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1.3.3 Funktion Cholesterin-reicher Membrandomanen

Lipid Rafts konnten bisher eine Vielzahl von Fuok&n zugewiesen werden. Lipid Rafts
der Plasmamembran spielen eine wichtige Rolle beirdrazellularen Signaltibertragung,
sowie bei der Aufnahme und beim intrazellularenn§port von Proteinen und Lipiden
(lkonen 2001; Helms et al. 2004). In der Plasmamramkonnen Lipid Rafts etwa 50-100
nm grofe Membraneinstilpungen bilden, die aufgdesl darin vorkommenden Proteins
Caveolin-1, Caveolae genannt werden (Parton 199&sQet al. 2004)Lipid Rafts
allgemein und Caveolae im Besonderen sind reicZallsignalproteinen wie z.B. GPI-
verankerten Proteinen, Transmembranproteinen wi@ dgE-Rezeptor oder doppelt
acetylierten Proteinen wie den Tyrosinkinasen der-Familie (Fantini et al. 2002).
Weiterhin nutzen Viren, Parasiten, Bakterien odsed Toxine Lipid Rafts oder in Lipid
Rafts exprimierte GPIl-verankerte Proteine als Etgpforte in die Wirtszelle (van der
Goot et al. 2001). Verschiedene Hinweise lassemutan, dass Lipid Rafts auch an der
Bildung der 3-Amyloid Plaques beteiligt sein komnm{&akio et al. 2002; Reid et al. 2007;
Ariga et al. 2008).

1.4 Scavenger Rezeptor Klasse B Typ |

1.4.1 Grundlagen

Scavenger Rezeptoren werden definiert als Zellmangvoteine, die chemisch veranderte
Lipoproteine wie acetyliertes oder oxidiertes LDhdueine Reihe weiterer, strukturell
teilweise sehr unterschiedliche Liganden, bindemnle®® Wegen ihrer strukturellen

Eigenschaften werden die Scavenger Rezeptorenrgthiedene Klassen (A, B und C)
und in Typen eingeteilt. 1994 veroffentlichte dierbgitsgruppe Acton et al. die

Entdeckung eines neuartigen Scavenger Rezeptors,dele Subfamilie der CD36

Membranproteine zugeteilt werden konnte, namlichvBonger Rezeptor Klasse B Typ | (=
SR-BI) (Acton et al. 1994). Der urspriunglich in N&gren identifizierte Scavenger
Rezeptor Bl entspricht dem humanen CLA-1, der von an hSR-BI genannt wurde
(Calvo et al. 1993). Der 509 Aminoséauren lange 3Ré&itzt eine lange extrazellulare
Schleife, die durch zwei Transmembrandomanen in Rlasmamembran verankert ist.

Sowohl der N- als auch der C-Terminus liegen irgila&r. Die extrazellulare Doméne
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von SR-BI ist mehrfach glykosyliert und enthalt se€ysteine. Somit besitzt das Protein
die Fahigkeit Disulfid-Bricken zu bilden. Die bemd€-terminalen cytosolischen Cysteine
sind Uber eine Palmitinsdure bzw. Myristoylsaureé dar Membran verknipft (Krieger
1999) (Abb. 5).

outse

Inside

Abb. 5: Der Scavenger Rezeptor Klasse B Typ |

Der Scavenger Rezeptor Bl besteht aus 509 Aminosé@ur und besitzt eine lange extrazellulére Schleifewei
Transmembrandomanen sowie zwei cytosolische Anteil®ie extrazellulare Doméane von SR-BI ist mehrfach
glykosyliert und enthalt sechs Cysteine. (nach Kriger 1999)

Ob SR-BI mit Detergens-resistenten Membrandoméanen dgn Caveolae bzw. Rafts
assoziiert ist, wurde bisher widersprtchlich publiz (Graf et al. 1999; Matveev et al.
2001; Frank et al. 2002).

1.4.2 Funktion des Scavenger Rezeptors Bl

Scavenger Rezeptor Bl bindet ebenso wie CD36 viedehe Liganden. Neben der
Bindung von HDL gilt dies fur acetyliertes LDL, ahertes LDL, anionische
Phospholipide, apoptotische Zellen und unmodifteel.DL bzw. VLDL (Krieger 1999;
Rhainds et al. 2004). Dies wird vermutlich durch hneee Bindungsstellen in der
extrazellularen Doméne des Proteins ermdglicht. Mesonderer Wichtigkeit ist, dass SR-
Bl die selektive Aufnahme von Lipiden aus Lipopio&n in Zellen vermittelt. Hierzu
gehdren Cholesterinester, Cholesterinether undchigdene Phospholipide (Urban et al.
2000; Thuahnai et al. 2001). Der Scavenger Rez&toird besonders in der Leber und
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in steroidem Gewebe wie in den Nebennieren und warCxprimiert. In steroiden
Geweben vermittelt SR-BI die Aufnahme von Cholestewelches daraufhin fur die
Produktion der Steroidhormone bendtigt wird. Im r&n des Reversen
Cholesterintransports vermittelt er auch die Aumahvon grof3en Mengen Cholesterin in
die Hepatozyten, die dann mit der Gallenflissigkesgeschieden werden (Rhainds et al.
2004). Des Weiteren findet sich das Protein auchklakrophagen (Buechler et al. 1999),
Endothelzellen (Goti et al. 2001), verschiedenelededes Intestinaltraktes (Lobo et al.
2001) und in Monozyten (Urban et al. 2000). Auchnmanschlichen Gehirn konnte SR-BI

nachgewiesen werden (Husemann et al. 2001; Snxaastaal. 2002).

In der in unserer Arbeitsgruppe entstandenen Das@nsarbeit von Markus Wiedmann
(2006) konnte unlangst eine direkte Beziehung Zwéscdem Scavenger Rezeptor Bl und
Cholesterin-reichen Membrandomanen gezeigt werd®@mach vermittelt SR-BI die
selektive Aufnahme der beiden wichtigsten Raftbedizile Cholesterin und
Sphingomyelin und induziert dadurch die Bildung vbipid Rafts in spezifischen

subzellularen Kompartimenten, insbesondere dery Eamdosomes (Wiedmann 2006).
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2 Zielsetzung

In einer Reihe von Studien der letzten Jahre waeteEinfluss von Cholesterin-reichen
Lipid Rafts auf die R-Amyloid Bildung untersucht.abBei ergaben sich teilweise
widerspruchliche Aussagen, die mdoglicherweise warch die unterschiedlichen
verwendeten Techniken der Cholesterin-Anreicherbag. -Depletion erklart werden
konnen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Vehsumternommen, die gesamte
Fragestellung durch einen gezielten experimentellesatz anzugehen, basierend auf der
Beobachtung, dass der Scavenger Rezeptor Bl Ligfts fh Kompartimenten induziert, in
denen vermutlich préaferentiell 3-Amyloid gebildetdv Hierzu wurden humane neuronale
und nicht-neuronale Zellen mit dem Scavenger Rezek transfiziert und anschlieRend

die Bildung von Al analysiert.

Anhand der vorliegenden Arbeit sollten u.a. folgeRkdagen beantwortet werden:

1.) Welchen Einfluss hat eine erhohte Bildung ddpid. Raft Doméanen in
endosomalen Kompartimenten auf die Spaltung desnfldd Vorlauferproteins
und auf die 3-Amyloid Bildung?

2.) In welchen Membrandomanen kénnen das R-Amwmdauferprotein und die R3-
Sekretase BACE 1 vor und nach Expression des Sgavétezeptors Bl detektiert

werden?

3.) Welche Konsequenzen ergeben sich hieraus &iBddeutung von Rafts fur die
Entstehung des R-Amyloids?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Losungsmittel

Name Firma
Acrylamid Roth
Agarose Invitrogen
Ammoniumperoxidsulfat (= APS) Roth

BC Protein Assay Reagenz A+B Uptima
N,N"-Methylen-bis-acrylamid (= Bisacrylamid) Roth
Borsaure Merck
Bromphenolblau Merck
Bovine serum albumin Fraktion V (= BSA) Serva
BSA 2 mg/ml Uptima
Calciumchlorid (= CaG) Sigma-Aldrich
Collagen A Biochrom
Dithiothreitol (= DTT) Sigma
Ethylenediaminetetraacetic acid (= EDTA) Sigma
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Life Technologies
D-Glucose Merck
Glycerol Merck
Glycin Roth
Hydrochlorid (= HCI) Roth
Isopropanol Roth
Kaliumchlorid (= KCI) Roth
Magnesiumchlorid (= MgG) Sigma
2-Mercapto-ethanol Sigma
Methanol Roth
2-Morpholinoethansulphonséure (= MES) Serva
Natriumchlorid (= NacCl) Roth
Natriumdodecylsulfat (= SDS) Roth
Natriumhydroxid (= NaOH) Sigma
NP-40 Sigma
Poly—L—-Lysin Sigma
Protein—~A—Sepharose Sigma

Sucrose

Sigma
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N, N, N, N'- Tetramethylethylendiamin (= TEMED)
Trichloressigsaure (= TCA)

Tricine

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (= Tris)

Triton X-100

Trypanblau (0,4 %)

Tryptone

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)
Yeast Extrakt

3.1.2 Gerate und Materialien

Gerate

[17)7:¢
Roth
Sigma

Roth
Sigma
Sigma
Sigma

Signtdrigh

DIFCO Laboratories

Firma

Autoklav

Blotkammer

Biophotometer
Entwicklungsmaschine

Feinwaage SBC 21
Fluoreszenzmikroskop DM IRB SLR
Gefriercontainer

Konfokales Laserscanmikroskop LSM 510 META
Omnifuge 2.0 RS

Photometer Tecan Rainbow Microplate Reader
pH-Meter HI 221

Ruhrer RCT basic

Schuttelgerat KS 250 basic
Schuttelinkubator Certomat R und HK
Southern Blot Kammer

Sterilbank HLB 2472

Stickstofftank

Tiefgefrierschrank (-80°C)
Ultrazentrifuge L8-M, Rotor SW 60
Vortex Genie-2

Waage

Wasserbad Julabo U3
Wasserbad-Thermo-Cycler 60
Wasserbadschuttler

Western Blot Kammer

Zellkulturinkubator

Integra Biosciences

Amersham Biosciences

Eppendorf
AGFA
Scaltec
Leica
Nalgene
Carlsgei
Heraeus, Sepatech
TecabHsm
HANNA instruments
IKA-Labortechnik
IKA-Labortechnik
Braun
Biorad
Bio—Flow Technik
Cryoson
Heraeus
Beckmann
Bender und Habein
Sartorius
Julabo Labortechnik
bio-med GmbH
Kottermann
Biorad

Heraeus
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Zellkulturmikroskop Axiovert 100
Zentrifuge Mikro 22 R

Zentrifuge Universal 32

Materialien

Carl Zeiss
Hettich Zentrifugen
Hettich Zentrifugen

Deckglaser 18 x 18 mm
Eppendorfgefale 1,5 ml
EppendorfgefaRe 2 ml
Falcon-Réhrchen 15 ml und 50 ml
Fertiggele Tris-HCI 7,5 %

Filterpapier

Gefrierréhrchen

Hamilton—Pipette

24- und 96-Multiwell Platten
Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL)
Nitrocellulose-Membran (Protran BA 85)

Parafilm ,M*

Petrischalen 94x16 mm

Pipetten

Pipettenspitzen

Rontgenfilm (Fuji Medical) 18 x 24 cm
6 cm Schalen (60 x 15 mm)
Siedesteinchen Typ A

Spritzenfilter

Stripette 5 ml und 10 ml
Ultrazentrifugenrdéhrchen (11 x 60 mm)
Zellkulturflaschen 75 cfn

Zentrifugenréhrchen 14 mi

3.1.3 Zellen, Medium und Antibiotika

Zellen

Menzel-Glaser
Sarstedt
Eppendorf AG
Becton Dickinson
BioRad
Schleicher & Schuell
Nalgene Cryoware
Micromesure N.V.
Becton Dickinson
Amersham Biesaies
SchleicheB&huell
American Can Company
Greenwith
Greiner bio-one
Gilson
Gilson
W. Loy GmbH
Becton Dickinson
Roth
Roth
Corning
Beckmann
Becton Dickinson

Becton Dickinson

humane Zelllinien:

Name Herkunft APP-Expression
HEK-293 embryonale endogen = normal
Nierenzellen

erhalten von

Dr. S. Lichtalsr
(Adolf-Butenandt-Institut der
LMU Minchen)



3 Material und Methoden

Name Herkunft APP-Expression

HEK 293-1.1 embryonale APP-Uberexpression
Nierenzellen

SH-SY5Y Neuroblastom- endogen
Zellen

bakterielle Zelllinie:
Name Herkunft von

DH5a Escherichia coli Invitrogen

Medium und Antibiotika

erhalten von

Dr. 8htenthaler
(Adolf-Butenandt-Institut der
LMU Minchen)

Dr. S. Lichtenthaler
(Adolf-Butenandt-Institut der
LMU Minchen)

Dimethylsulfoxide (= DMSO)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (= DMEM)
Fetal bovine serum (= FBS)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (= PBS)

Ampicillin

Geneticin (= G-418)
Hygromycin B
Kanamycin

Penicillin/Streptomycin (100x)

3.1.4 Antikorper und Inhibitoren

Sigma
Invigen/Gibco
Invitrogen/Gibco

Sigma

Sigma
Invitrogen/Gibco
Invitrogen/Gibco
Sigma
PAA-Laboratories

Antikorper

Erstantikorper: Antigen: erhalten von:

AK 22C11 N-Terminus von APP )

AK W02 APPs Dr. S. Lichtenthaler

AK 192 APPsR3 > (Adolf-Butenandt-Institut der
AK 3552 AR LMU Minchen)

AK 6E10 AR

AK 7520 C-Terminus von BACE 1 ~

AK NB 400-104 Scavenger Rezeptor Bl Novus Biolotgica

AK Flotillin-1 Flotillin

Becton Dickinson
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Zweitantikorper:

anti-Mouse IgG conjugated peroxidase (POD) Calieoc
anti-Rabbit IgG conjugated peroxidase (POD) Calbém
Inhibitoren

Phosphatase Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich
Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich
3.1.5 Marker und Standards

DNA-Leiter 1 Kb (0,1 pg/ul) Invitrogen

Proteinleiter SM 0671 (10-180 kDa)

Fermentas GmbH

3.1.6 Plasmide und Transfektionsreagenzien

Plasmide

fur die Zellkultur

Name Hintergrundvektor  GréRRe AB-Resistenz  erhaltervon

ph SR-BI pDsRed I-NI 6,2 Kb Kanamyci
B. L. Trigatti
(Department of

pmRFP-hSR-BI pmRFP-CI 6,2 Kb Kanamyci Biocheryistnd
Biomedical Sciences,
Ontario)

pEGFP-(hSR-BI) pEGFP-CI 6,2 Kb Kanamyci

leerer Vektor pmRFP-hSR-BI 3,9 Kb Kanamycin selimpestellt

fur die konfokale Laserscanmikroskopie

Name Farbe
pmRFP-hSR-BI rot
Bace-FL-wt*GFP grin
peak 12/HA-APP-GFP grun
pcDNA3/APP-YFP gelb

erhalten von
B.L. Trigatti

Dr. S. Lichtenthaler
Dr. S. Lichtenthaler

C. Kaether (Leibniz Institdigna)
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Transfektionsreagenzien

FuGene 6 Transfektionsreagenz
Lipofectamin TM 2000

3.1.7 Enzyme und Nukleotide

BamH I, Mlu |, Nhe I, Not |, Stu |

Klenow Enzym (100 U)

T4-DNA Ligase
Desoxyribonukleosidtriphosphat (= dNTP)

3.1.8 Kits

ECL Western Blotting Detection Reagents

Pure Yield Plasmid Midiprep System

Qiagen Gel Extraction Kit

Wizard SV Gel und PCR Clean-Up System

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System

3.1.9 Schaeggergel

Roche

Invitrogen

Fermentas/New England Biolabs
Roche
New England Biolabs

Roche

Amershaoséiences
Promega
Qiagen
Promega
oRrega

16,5 % Trenngel | 10% Spacergel ©4% Sammelgel

(10,5 ml) (7,5 ml) (6,25 ml)

Acrylamid (49,5% T, 3 % C) 3,5ml 1,5ml 0,5 ml
Gelpuffer 3,5ml 25ml 1,55 ml
destilliertes Wasser 0 3,5 ml 4,2 ml

32 % Glycerol 3,5 ml 0 0
polymerisiert mit:

10 % APS 32,5 pl 35 ul 25 pl

TEMED 3,25 yl 4 pl 5l

fur ein Gel (1,5 mm): 5ml 2,5 mil ~2 ml
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3.1.10 Puffer und Losungen

Acrylamid-L6sung: 49,5 % T(otal), 3 % C(rosslinker)
Acrylamid 48 g
Bisacrylamid 15¢9
mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefillt urel 4°C aufbewahrt

Anodenpuffer (5x):
TrisHCI 1 M 1211 ¢
mit NaOH auf pH 8,9 eingestellt und mit destillert Wasser auf 1000 ml aufgefllt

Blocking Puffer:

10x TBS 15 ml
Tween 20 150 pl
BSA 759

mit destilliertem Wasser auf 150 ml aufgefllt Uiittiert

Filling Puffer (10x):

Tris1M 500 pl
DTTO0,1 M 100 ul
MgCI2 0,1 M 100 ul
BSA 10 mg/ml 50 pl
Gefriermedium:
FBS 25 ml
DMEM 20 ml
steriles DMSO 5ml
Gelpuffer:
TrisHCI 3 M 182 g
in 300 ml destilliertem Wasser gelést und mit HGf pH 8,45 eingestellt
SDS 0,3%

dann mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufgeiitid bei 4°C aufbewahrt

Kathodenpuffer:
TrisHCI 0,1 M 12,11 g
Tricine 0,1 M 17,92 g
SDS (5 ml 20 % SDS) 0,1%

mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefllt

Laufpuffer (5x):

Tris 30,259
Glycin 144 g
SDS 10 % 50 ml
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefllt

LB-Medium:
Tryptone 1%
Yeast 0,5 %
NaCl 1%

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt und mit destilien Wasser auf 250 ml aufgefllt

Lysispuffer:
Solubilizierungspuffer 5mi
EDTAO0,5M 20 pl

bei 4°C aufbewahrt
vor Verwendung Protease- und Phosphatase-Inhi@itdr300 pl Lysispuffer je 25
pl Inhibitor) frisch zugegeben

32
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MNE-Puffer:
NaCl 150 mM 4,389
EDTA 2 mM 0,37 g
MES 25 mM 2,44 g
mit NaOH auf pH 6,5 eingestellt und mit destiliean Wasser auf 500 ml aufgefllt

PBS:
NaCl 136 mM 8¢
KCl 2,6 mM 0,2g
KH,PO, 1,4 mM 0,2g
Na,HPO, 10 mM 1,429
mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt und mit destilien Wasser auf 1000 ml
aufgefullt

PBS/EDTA:
5x PBS 100 mi
EDTA0,5M 500 pl

mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufgeftillt

PBST:
10x PBS 100 ml
Tween 20 500 pl
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt

Probenpuffer (5x):

10x Tris-HCI 3,1 M pH 6,8 1ml

SDS 0,25¢g

Glycerol 5mi

Bromphenolblau 12,5 mg

in Ethanol geldst und auf 10 ml aufgefullt

2-Mercaptoethanol 6,0 %
Solubilizierungspuffer:

Tris 50 mM pH 7,5 3,039

NaCl 150 mM 4,389

NP-40 5ml

mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufgeftillt

2x STEN:
TrisHCI 1 M pH 7,6 50 ml
NaCl5 M 30 ml
EDTAO05M 4 mi
NP-40 10 % 20 ml
1x STEN:
2x STEN 25 ml
destilliertes Wasser 25 ml
STEN-NacCl:
2x STEN 25 ml
NaCl5 M 1,75 ml
destilliertes Wasser 23,25 ml
STEN-SDS:
2x STEN 25 ml
SDS 10 % 0,5 ml

destilliertes Wasser 24,5 mi
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Stripping Puffer:

Tris 62,5 mM 3,78 ¢
SDS 109
mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufgefuillt

2-Mercaptoethanol 350 pl

jeweils frisch zugegeben

T4-DNA-Ligase-Puffer:
Tris-HCI 50 mM
MgCl, 10 mM
ATP 1 mM
DTT 1 mM
Polyethylenglycol-8000 25 %
mit NaOH auf pH 7,6 eingestellt

TBE-Puffer (10x):

Borsaure 89 mM 55¢
Tris-HCI 89 mM 107,8¢g
EDTA-Na-Salz 2 mM 7,44 g
mit NaOH auf pH 8,3 eingestellt und mit destiliean Wasser auf 1000 ml
aufgefullt

TBS (10x):
Tris 24,29
NaCl 804¢
mit konzentrierter HCI auf pH 7,6 eingestellt und destilliertem Wasser auf 1000
ml aufgefillt

Transferpuffer:
Glycin 29g
Tris 5849
SDS 10 % 3,7ml
Methanol 100 ml

mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefllt

Waschpuffer (TBST):
10x TBS 100 mi
Tween 20 3ml
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Verwendete Zelllinien

Die Experimente in der vorliegenden Arbeit wurdeih ainei Zelllinien durchgefuhrt (HEK
293, HEK 293-1.1 und SH-SY5Y), die freundlicherveeison Dr. Stefan Lichtenthaler
(Adolf-Butenandt-Institut der Ludwig-Maximilians-Wrersitat Minchen) zur Verfligung
gestellt wurden. HEK-293 ist eine humane Zelllides Ende der 1970er Jahre geschaffen
wurde. DNA-Teile des menschlichen Adenovirus 5 veardn menschliche embryonale
Nierenzellen (HumanEmbryonicKidney cells) transformiert und in deren Erbgut stab
integriert. HEK-293 sind hypotriploide Epithelzelle welche adharent wachsen. Sie
weisen eine fur nicht-neuronale Zellen normale ABdression auf. Die Zelllinie HEK
293-1.1 wurde durch dauerhaftes Einfligen eines ARRaltenden Vektors in die Zell-
DNA normaler HEK-293 Zellen so verandert, dass ¢iberexpression des APP-Proteins
erreicht wurde. Somit war es moglich, Unterschiedd Veranderungen im Verhalten des
APP-Proteins bei deutlich erhbhtem APP-Angebot tudisren. Um anschlieRend die
Zellbedingungen nachzuahmen, die bei der Alzheifrkrankung anzutreffen sind,
wurden anschlieRend neuronale Zellen der ZellteSY5Y ausgewéhlt. Diese stammen
in dritter Generation von menschlichen Neuroblastdellen (SK-N-SH, SH-SY, SH-
SY5, SH-SY5Y). Die urspringliche Zelllinie wurde saginem Metastasen bildenden
Knochentumor einer Frau im Jahre 1970 isoliert. jdler aufeinander folgenden
Generation wurde der Zellkern entfernt und in esues Zytoplasma umgesetzt. SH-

SY5Y—Zellen zeigen eine fur neuronale Zellen noe®&PP-Expression.

3.2.1.2 Auftauen der Zellen

Die bei —80°C eingefrorenen Zellen wurden aufgetantl anschlie3end unter einer
Sterilbank in ein Falcon-Réhrchen mit 5 ml vorgédsy Medium Uberfuhrt. Um das
zellschadigende Gefriermedium wieder zu entfernemyrde nach 5-mindtiger
Zentrifugation bei 1000 U/Min. der Uberstand abgenwen, auf die Zellen 5 ml frisches
Medium gegeben und das Zellpellet damit resuspemde nach gewlnschter Zelldichte
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wurde dann der Inhalt des Falcon-Réhrchens in gin8e Zellkulturflasche (75 cn
gegeben und der Gesamtinhalt unter Zugabe deriggrmoAntibiotika auf 10 ml erganzt.

3.2.1.3 Kultivierung der Zellen

Fur die Zellkultur wurden die im folgenden angegebe Medien und Antibiotika
verwendet. Die HEK-293 Zellen sowie die neurona&-SY5Y Zellen bendtigten fur
eine Zellkulturflasche 10 ml Medium, bestehend RMEM mit 10 % FBS (= fetal bovine
serum) und 100 pl Penicillin/Streptomycin. Das RB@de vor Gebrauch 1 Std. bei 50°C
im Wasserbad inaktiviert und anschlie3end unterSterilbank mit einem Spritzenfilter
steril filtriert. Die HEK 293-1.1 Zellen wurden imjieicher Weise behandelt, jedoch wurde
dem Medium noch zusatzlich 100 ul Hygromycin beigeéf Im weiteren Verlauf konnten
somit nur die Klone Uberleben und fur den Versudgesetzt werden, die den zusatzlich
APP enthaltenden Vektor mit Hygromycin-ResistenZgamommen und stabil in ihr
Genom integriert hatten. Die vorbereiteten Zelllidflaschen wurden dann im
Zellkulturschrank auf eine konstante Temperatur V@R°C eingestellt (bei einer
Luftfeuchtigkeit von 80 % und einem G@ehalt von 5 %). Alle 2 bis maximal 3 Tage,
oder wenn die Zellen unter dem Mikroskop als dehtlkonfluent zu erkennen waren,
wurden die Zellsuspensionen verdinnt. Um die Zsfisasionen zu verdinnen, wurde
zunachst der gesamte Uberstand mit einer sterileette abgesaugt und verworfen. Die
adharenten Zellen wurden danach mit 3 ml PBS gdvemscnd mit 3 ml PBS/EDTA-
Lésung vom Flaschenboden abgel6dst. Dabei war estsiéteich, die Zellen fur 10-15
Min. in den Zellkulturschrank zu geben und danach der Hand vorsichtig an den
Flaschenrand zu klopfen. Zu den abgeldsten Zellerdevdanach 3 ml frisches Medium
zugegeben, das Medium und die Zellen abgesaugtjeintach Bedarf mit frischem

Medium und Antibiotika in neue Zellkulturflaschearteilt.

3.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung wurde mit der Neubauer-Zahikner durchgefiihrt. Diese

besteht aus einer ca. 3 cm x 8 cm grof3en und cam5dicken Glasplatte, auf der ein
Linienraster genaue Flachensegmente definiert imahreGlasdeckplattchen, welches auf
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zwei eingeschliffenen Glasstegen der Zahlkammdregtifund die Hohe der Zahlkammer
bestimmt. Durch Auszéhlung der auf den Zahlfeldeegenden Zellen lasst sich die
Anzahl der Zellen pro Volumeneinheit errechnen. Zatizahlbestimmung wurden 1 pl

der zu bestimmenden Zellsuspension in ein mit 90 Nkédium vorbereitetes

Eppendorfgefald gegeben, dazu 100 ul Trypanblawgefiagt und alles gut gemischt. Das
Trypanblau dient der Bestimmung der Lebendzellzaa, Trypanblau durch defekte
Zellmembranen toter Zellen in das Cytosol eindnmgann und diese Zellen somit tiefblau
farbt. Lebende Zellen erscheinen hingegen unter déikroskop leuchtend hell. Die

Oberflache der Z&hlkammer wurde mit 70 %igem Ispanml gereinigt und nach

Anfeuchten der beiden Glasstege mit dem Deckgl&sdesleckt. Danach wurde eine
Pipette an die Kante des Glasplattchens angesetzguf die mit Trypanblau gefarbte
Zelllosung durch Kapillarkraft in die beiden Zahtkmern eingesogen wurde. Auf beiden
Seiten der Kammer wurden jeweils vier diagonale dpaie des Mittelfelds ausgezabhit.
Um doppelte Zahlungen zu vermeiden, wurde daraatiget, dass diejenigen Zellen, die
links und oben auf der Doppellinie lagen, mitgez&hirden, Zellen auf der rechten oder

unteren Doppellinie jedoch nicht.

Die Berechnung der Gesamtzellzahl erfolgte danh f@lgender Formel:
(Gesamtzellzahl beider Seiten : 2) x 10 x 80 =Zadil pro 1 pl

3.2.1.5 Einfrieren der Zellen

Nicht mehr bendétigte Zellen wurden wieder in Gefirchen eingefroren. Dazu wurde
eine grol3e Zellkulturflasche wie zuvor bei der ¥edtinnung beschrieben, vorbereitet.
Der abgel6ste Zellinhalt wurde in ein Zentrifugemdhen gegeben und 10 Min. bei 1000
U/Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufaingegossen und die Restzellen mit 1
ml Gefriermedium resuspendiert. AnschlieRend wurdienRéhrchen sofort in den -80°C

Gefrierschrank gegeben.

3.2.2 Transformation und Aufreinigung der Plasmide

3.2.2.1 Plasmide ausschneiden
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Plasmide sind kleine zirkulare DNA-Molekile, dieBakterienzellen vorkommen kénnen
aber nicht zur eigentlichen DNA des Bakterienchreams gehoren. Sie enthalten mehrere
Gene. Vermitteln diese Gene z.B. eine AntibiotikesiRtenz, kann daraus fir das
Wirtsbakterium  ein  Selektionsvorteil ~ resultieren. lagtide  kdénnen  als
Klonierungsvektoren verwendet werden, um fremd ebdagite Gene zu vervielfaltigen
oder um ein Fremd-Gen in Zellen anderer Organisan@uschleusen.

Um die auf Filterpapier erhaltenen Plasmide zugpsndieren, wurde die mit einem Kreis
markierte, Plasmid enthaltende Stelle unter demrilBamk mit einer mit Alkohol
desinfizierten Schere ausgeschnitten und mit eebenfalls desinfizierten Pinzette in ein
steriles Eppendorfgefal3 tberfihrt. Dazu wurdentdieftend 50 pl einer 10 mM Tris-HCI
Lésung mit pH 7,6 pipettiert, alles gemischt und/k. bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach kurzer Zentrifugation bei 4000 U/Min. fur 1 mikonnten 6 pl des Uberstandes fir
die Transformation in kompetente Escherichia ctdinrBne weiterverwendet werden.

3.2.2.2 LB-Medium und Agaroseplatten

Im nachsten Schritt wurden fir die TransformatioB-Medium und Agaroseplatten
hergestellt. In einem 500 ml Glaskolben wurden Mggrose abgewogen und 250 ml LB-
Medium dazugegeben. LB-Medium [LysogenyBroth) ist eine komplexe Nahrlésung zur
Anzucht von Bakterien, die Hefeextrakt, Peptide,idmsauren und Kochsalz enthalt. In
der Mikrowelle wurden Agarose und LB-Medium mehrsnalifgekocht und umgerihrt bis
sich die Agarose weitgehend geldst hatte. Zum kurxbkihlen kam der Glaskolben
anschlieBend auf einen RuUhrer, danach wurde dastigen Selektionsantibiotikum

zugegeben (z.B. 250 pl Kanamycin 25 mg/ml). Unter &terilbank wurde alles

abschliel3end auf grol3e Petrischalen gegossengbis gut bedeckt waren.

3.2.2.3 Herstellung kompetenter Escherichia canr8he mit der CaCl-Methode

Die Transformation der Plasmide erfolgte in komptte Escherichia coli-Bakterien
(Stamm DHD). Zu Beginn wurde ein 100 pul Did&Zellen enthaltendes Eppendorfgefal}
in 200 ml LB-Medium gegeben und die Optische Didiee600 nm (= OR,,) gemessen.

In einem sterilen Glaskolben wurden die Zellen dartzei 180 U/Min. und 37°C auf dem
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Schittelgerat gemischt und in regelmafigen Abstémte OD,,,-Wert kontrolliert. Die

Escherichia coli-Zellen verdoppelten sich nach kudzatenzzeit alle 20 Min. einmal bis

zu einem maximalen Wert, ehe die Zellzahl wiedartikwierlich abnahm. Die Ernte der

Zellen erfolgte bei einem Ofy,-Wert von 0,4.

Fur die Ernte wurden die Zellen zunéchst in eirtenilen Becher umgefillt und 20 Min.
bei 4000 U/Min. zentrifugiert. Der Uberstand wumiEnn abpipettiert und verworfen und

das entstandene Pellet erst mit 1 ml sterilem 0Q&@|, gelost. Nach Zugabe weiterer 19
ml sterilem CaC] (= insgesamt 1/10 des Anfangsvolumens) wurde ailesein

Falconréhrchen umgefillt. Das Falcon-Rdhrchen wundehmals 20 Min. bei 4000
U/Min. zentrifugiert, der Uberstand abermals verfieorund das Pellet wieder mit 1 ml

sterilem CaC] geldst und mit weiteren 3 ml sterilem Cg€iganzt (= 1/50 des

Ausgangsvolumens). Zu diesen wurde dann 12 % (=p@p6teriles Glycerol zugegeben
und alles gut gemischt. Nachdem das Falcon-RohrelérEis gestellt wurde, wurden
Aliquots zu jeweils 100 pl angefertigt und sofent+80°C-Gefrierschrank eingefroren.

3.2.2.4 CaCJ-Transformation

Die Transformation ist eine Methode zur Ubertraggemgetischer Information, bei der
freie DNA in Bakterien aufgenommen wird. Die Baktezellen werden durch Zugabe
von Calciumchlorid so vorbehandelt, dass ihre Zeitthranen durchlassig werden und die
fremde DNA leichter aufnehmen kdénnen.

Zunachst wurde 0,7 pug Plasmid-DNA schnell auf 10@gqirorene DHa-Zellen auf Eis
pipettiert und 30 Min. inkubiert. Wahrenddessendeuein grof3er Glaskolben autoklaviert
und eine Agaroseplatte zum Antrocknen in die Stank Gberfuhrt. Nach 30 Min. wurden
die Zellen mit der DNA fir 40 Sek. bei 42°C inkuttiend danach fur 2 Min. auf Eis
gegeben. An einem Bunsenbrenner erfolgte dann digle von 1 ml LB-Medium und
das Mischen durch mehrmaliges Aufziehen mit deef@p Die Suspension wurde danach
fur 60 Min. unter Schitteln bei 37°C inkubiert, dgspendorfgefald kurz bei 4000 U/Min.
fur 1 Min. zentrifugiert und 900 pl Uberstand abgemen und verworfen. Der Rest
wurde in 100 pl frischem LB-Medium resuspendierf der Agaroseplatte mit einem
sterilen Spatel ausplattiert und im 37°C-Brutsckréber Nacht inkubiert. Am nachsten

Morgen wurden von jeder Platte 2 gut gewachsenesurmbin liegende Kolonien mit
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einem sterilen Spatel gepickt. Jede Kolonie wuralendin ein steriles Réhrchen mit 4 ml

LB-Medium und 4 pl Selektionsantibiotikum tberfilsd dass eine Endkonzentration von
50 pg/ml erreicht wurde. Die Suspensionen wurdeauthin unter Schitteln bei 37°C fur

etwa 24 Std. inkubiert.

3.2.2.5 Aufreinigung der Plasmide

Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte nach demeRigld™ Midiprep Kurzprotokoll.
Zunachst wurden die Zellsuspensionen in sterilehBegeflllt und 20 Min. bei 23°C und
4000 U/Min. abzentrifugiert. Der Uberstand konnteana@ch abgeschittet und
gegebenenfalls der Rest mit einer Pipette noclstanitlig entfernt werden. Anschliel3end
erfolgte die Lyse der Bakterien und die Proteinidd. Das Zellpellet wurde dazu mit 2 ml
Cell Resuspension Solution abgeldst, dann noch@atsl Cell Resuspension Solution
zugegeben und alles in ein 50 ml Falcon-Réhrchesrfuibrt. Auf diese Losung wurden
dann 5 ml Cell Lysis Solution pipettiert und durstmaliges Invertieren alles vorsichtig
aber grindlich gemischt und 3 Min. bei Raumtemperatkubiert. Danach folgte die
Zugabe von 8 ml Neutralization Solution mit erneuté&-maligem Invertieren, 2-3
minutiger Inkubation bei Raumtemperatur und einestztén Invertieren. Um die
Zelltrtmmer und die Proteine zu einem Pellet zunkam, wurde das Falcon-Roéhrchen
daraufhin fir 20 Min. bei 5000 U/Min. zentrifugieRie nachfolgende DNA-Aufreinigung
wurde an einer Vakuum-Station durchgefiihrt. EirsublClearing Columwurde auf eine
weille Binding Column gesetzt und die Saulenkomlmnatuf die Vakuum-Station
gesteckt. Das zentrifugierte Lysat wurde vollstgndidie blaue Clearing-Column gekippt,
das Vakuum angelegt, die Flissigkeit vollstdndigchubeide Saulen gesaugt und das
Vakuum wieder abgestellt. Somit wurde die PlasmiiAD an die S&aulen-Matrix
gebunden. Die Clearing Column wurde dann verwouea es folgten zwei verschiedene
Waschschritte. Zuerst wurden 5 ml Endotoxin Rem&Vakh Solution durch die Binding
Column gesaugt, dann 20 ml Column Wash SolutiondasdVakuum fir noch weitere 30
bis maximal 60 Sek. aufrechterhalten. Die Sauledeuanschlieend von der Vakuum-
Station abgenommen, die Spitze auf einem Papiedbgetupft und in ein neues 50 mi
Falcon-R6hrchen gegeben. Das Auswaschen der DNAgefdurch Zugabe von 600 pl
50-70°C heil3em Nuclease-Free Water fur 5 Min. AlsBand wurde das Falcon-
Rohrchen mit der enthaltenen Séule im Swing-OutRio¢i 4.230 U/Min. und
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Raumtemperatur fur 5 Min. zentrifugiert. Die erkakk saubere DNA wurde dann in ein
steriles Eppendorfgefal3 dberfihrt und eine DNA-Kamationsbestimmung mit dem

Photometer angeschlossen.

3.2.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Fur die Bestimmung der DNA-(und RNA-) Extinktion wien die folgende Formeln

verwendet: DNA-Extinktio®®™ x 50 = (Extinktionskoeffizient) x Verdiinnung
RNA-Extinktion®®™™ x 40 = (Extinktionskoeffizient) x Verdiinnung

Im Photometer wurde als erstes eine kleine Kivatte&s0 pl reinem Nuclease-Free Water

als Nullwert gemessen. Die zu bestimmende DNA-Prebede auf 1:50 verdinnt (1 pl

Probe + 49 ul Nuclease-Free Water), in eine zwkKiieette eingeflllt und ebenfalls

gemessen. Man konnte davon ausgehen, dass die Bib®rsist, wenn die Ratio 200/280

Werte zwischen 1,6 bis 2,0 aufwies.

3.2.3 Herstellung eines leeren Vektors

3.2.3.1 Plasmidverdau

Um Vergleiche zwischen SR-Bl-positiven und nicht -BR enthaltenden Zellen zu
ermoglichen, wurden die Kontrollzellen mit einemKie transfiziert, der nicht die cDNA
fur SR-BI aufwies. Dafir wurde das Plasmid pmRFRHES ausgewahlt (Abb. 6).
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Size: 6-2Kb o
e b Gl Aol Srcl.

neoer Veltor

Abb. 6: Der Vektor pmRFP-hSR-BI und seine enzymatishen Schnittstellen

Zur Herstellung des leeren Vektors wurde der VektorpmRFP-hSR-BI in zwei Ansatzen einmal mit den Enzyme
Nhel und BamHI und das andere Mal mit Nhel und Mlul aufgeschnitten. Die Schnittfragmente wurden
anschlieBend in der Gelelektrophorese aufgetrenntnad aufgereinigt. Nachdem die offenen Vektorenden génzt

und miteinander verknlpft wurden, wurden diese in de Versuchszellen transfiziert.

Der 6,2 Kb groRe Vektor sollte einmal durch Zugaee Restriktionsenzyme Nhe | und
BamH | und einmal durch Zugabe von Nhe | und Mkblgeschnitten werden, dass ein
kleineres, hSR-BI enthaltendes Teilstlick und eiif3gres Stlick ohne hSR-BI entstehen.
Das GroRRere wurde fir den neuen Vektor bendtigt.dein Plasmidverdau wurden zwei

Anséatze vorbereitet. Fur den ersten Ansatz wurden

10 pl pmRFP-hSR-BI

2 ul Puffer 2 (10x)

1 pl' Nhe |

1 plBamH I und

6 ul steriles Wasser
und fur den zweiten Ansatz

10 pl pmRFP-hSR-BI

2 ul Puffer 2 (10x)

1 pl Nhe |

1 plMlulund

6 ul steriles Wasser

in einem sterilen Eppendorfgefal? zusammen suspéndie
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3.2.3.2 Gelelektrophorese

Mit der Gelelektrophorese konnen DNA-Strdnge aukeeiGelmatrix ihrer Gréf3e nach
aufgetrennt werden. Vergleicht man diese dann nitAEstrangen bekannter Lénge
(DNA-Leiter), so kann die exakte Grof3e der DNA-B8¢@& bestimmt werden. Die DNA-
Strdnge werden auf eine Gelmatrix pipettiert, an @n elektrisches Feld angelegt wird.
Die negativ geladene DNA wandert dann von der megmiadenen Kathode zur positiv
geladenen Anode, wobei kleinere Molekiile sich sdandurch das Gel bewegen, grol3ere
Moleklle dagegen langsamer laufen. Nach ZugabeBEthidiumbromid, das sich in die
DNA einlagert und im ultravioletten Licht fluoresri, kann die DNA unter UV-Licht
betrachtet, auf dem Schneidetisch ausgeschnittearaufhin aufgereinigt werden.

Fur die Gelelektrophorese wurde zunachst ein 1,8e%iAgarosegel gegossen. Dazu
wurden 1,2 g Agarose in einem Glaskolben abgewag@nl00 ml TBE—-Puffer (T RIS-
BoratEDTA-Puffer) aufgefullt, kurz gemischt und in der Wowelle mehrmals kurz
aufgekocht. Die vollstdndig aufgeloste Agarose wuahnn nach Abkihlen in eine
vorbereitete Gelkammer eingefullt und am oberendRan Kamm eingesetzt. Nach 30-45
Min. war die Agarose auskristallisiert, so dass rdan Kamm herausziehen konnte. Das
fertige Gel wurde vollstdndig mit TBE-Puffer bedecknd die durch den Kamm
entstandenen Taschen mit dem Puffer kurz gespiitlid erste Tasche wurden mit einer
dinnen Pipette 13 ul DNA-Leiter eingefillt, in dibrigen Taschen jeweils 7 pl DNA-
Probe, denen etwas Probenpuffer mit Farbmarkerehiggg wurde. Anschlie3end wurde
eine elektrische Spannung von 50 V an die Gelkamangelegt. Nach ungefahr 10 Min.
wurde diese dann auf 100 V erhoht. Die Gelelektoopde wurde so lange durchgefihrt,
bis sich die DNA-Fragmente gut aufgetrennt hatizas fertige Gel wurde anschliel3end in
einer Wanne fur 5 Min. mit Ethidiumbromid Ubergassenter der UV-Lampe konnte die
DNA anschlie3end betrachtet und fotografiert werdeuf dem Schneidetisch wurde die
3,9 Kb-Bande (Probe aus Nhe | und BamH 1) bzw.3géeKb-Bande (Probe aus Nhe | und
Mlu 1) ausgeschnitten und in ein 1,5 ml EppenddéBezur DNA-Aufreinigung tberfuhrt.

3.2.3.3 DNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung der DNA-Molekile aus dem Agarodegefolgte nach dem Quick
Protocol von Wizard SV Gelnd PCR Clean-Up System. Als erstes wurden in eih&m
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ml Eppendorfgefald pro 10 mg Gelstick 10 pl Membmmeling Solution dazugegeben
und alles gut gemischt. Im 65°C warmen Wasserbatdevaas Gelstiick vollstandig
aufgeltst, wobei das Eppendorfgefald mehrmals ileververden musste. Anschliel3end
wurde eine SV Minicolumn in eine Collection Tubestpekt, das aufgeloste Gel in die
Minicolumn gegeben und 1 Min. bei Raumtemperatltulmert. Nach einer darauf
folgenden Zentrifugation bei 13000 U/Min. fir 1 Minwurde der Durchfluss
weggeschuttet und die Saulenkombination wiedermosen gesetzt. In gleicher Weise
erfolgte erst die Zugabe von 700 ul Membrane Washti®n mit erneuter Zentrifugation
und dann die Zugabe von 500 pul Membrane Wash $aluit einer Zentrifugation tber 5
Min. Damit das restliche Ethanol noch verdampfemrite, wurde abschlie3end noch
einmal eine Zentrifugation bei 13000 U/Min. fur lirMjedoch ohne Zentrifugendeckel
angeschlossen. Die Minicolumn wurde dann auf egtlies Eppendorfgefald gesetzt. Um
die DNA aus der Membran zu l6sen, wurden 35 pl bast-Free Water zugegeben und
die Suspension fur 1 Min. bei Raumtemperatur inétbind danach bei 13000 U/Min.
zentrifugiert. Nachdem die Minicolumn entfernt weydvurde das saubere Eluat in ein

steriles Eppendorfgefald Gberfuhrt und auf Eis ¢jeste

3.2.3.4 Auffillen bzw. Abbau der Uberstehenden DRi#den

Um die nun aufgereinigten DNA-Strdnge wieder zu emin ringférmigen Vektor

zusammenzufligen, mussten in einem né&chsten Sdliett durch die Restriktion

entstandenen Uberstehenden Enden wieder aufgefillt abgebaut werden. Dafir wurde
das Klenow Enzym verwendet. Als Klenow-Fragmentdwitiie grof3ere der beiden
Untereinheiten der DNA-Polymerase | von Escheriatoé bezeichnet. Es verfugt tber
eine 5'-3'-Polymerase-Funktion, mit der am 5'-Edlderstehende, einzelstrangige DNA-
Sequenzen mit Nukleotiden aufgefullt werden, sosue 3'-5'-Exonuclease-Aktivitat, mit
der am 3'-Ende-Uberstehende, einzelstrangige DNAxS®en abgebaut werden. Es
entstehen damit vollstdndige Enden, sogenanntet ldods, die dann durch Ligation

miteinander verbunden werden kénnen.
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Fur den Klenow-Ansatz des 3,9 Kb DNA-Stiickes (abhs Nund BamH [) wurden

8 ul DNA

1 pl Klenow Enzym (100 U)
2 ul 10x Filling Puffer

2 ul dNTPs (2 mM) und

7 ul steriles Wasser,

fur den Klenow-Ansatz des 3,6 Kb DNA-Stlckes (abe Nund Mlu I)

15 pl DNA

1 pl Klenow Enzym (100 U)
2 ul 10x Filling Puffer und
2 Ul dNTPs (1 mM)

in ein steriles Eppendorfgefal? pipettiert und 15nMibei 37°C inkubiert. Die
Enzyminaktivierung erfolgte anschliel3end bei 652C Min.).

3.2.3.5 Ligation

Bei der Ligation wurde mit Hilfe des Enzyms Ligatie 3"-Hydroxy- und die 5" -Phosphat-
Enden der DNA verbunden und somit der lineare DNV¥&t®) mit den neu gebildeten
vollstandigen Enden zu einem zirkularen Vektor rus@ngefuhrt.

Dazu wurden 6 pl des Klenow-Ansatzes mit

2 ul 10x T4-DNA Ligase Puffer
0,5 ul T4 DNA-Ligase (5 U/ul) und
11,5 pl steriles Wasser

vermischt und im Kuhlschrank Gber Nacht inkubiémn nachsten Tag konnte die Ligase

dann bei —80°C inaktiviert werden.

3.2.3.6 CaC]-Transformation

Im néchsten Schritt erfolgte wie zuvor beschrieden CaCl, -Transformation mit 5 pl
DNA (fur Nhe 1+BamH 1) und 10 pl DNA (fir Nhe 1+MIl) der vorherigen Ligation und
die Aufreinigung der leeren Vektoren mit Wizard $18V Minipreps DNA Purification
System.
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3.2.3.7 Plasmid-Aufreinigung

Je 2 ml der 4 ml Uber-Nacht-Kultur wurden in eim@es EppendorfgefaR geben und 5
Min. bei 9.460 U/Min. zentrifugiert. Danach wurdeerdUberstand abgeschuttet, die
restlichen 2 ml Kultur dazugegeben, nochmals Zewgigrt und wieder der Uberstand
verworfen. Mit 250 pl Cell Resuspension Solutionrdes das Zellpellet anschliel3end
resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pl Cell Lyslsti&m und 4-maligem Invertieren und
10 ul Alkaline Protease Solution und erneutem Zigeat Invertieren wurde alles fur 5
Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zufiigen \850 pl Neutralization Solution
wurde das Eppendorfgefald 10 Min. bei 13.500 U/Mentrifugiert. Daraufhin wurde eine
Spin Column auf eine Collection Tube gesetzt und Weerstand in die Spin Column
gegeben. Um die DNA an die Spin Column zu bindeatden die Saulen bei 13.500
U/Min. far 1 Min. zentrifugiert, der Durchfluss wggschuttet und die Saulenkombination
wieder zusammengesetzt. Anschliel3end wurde mijuTS0ash Solution gefolgt von einer
1-mindtigen Zentrifugation sowie 250 pl Wash Saatigefolgt von einer 2-minltigen
Zentrifugation bei 13.500 U/Min. gewaschen. DierS@olumn wurde dann in ein steriles
1,5 ml Eppendorfgefald tberfiihrt und die DNA miti@SNuclease-Free Water 1 Min. bei
13.500 U/Min. eluiert. Zum Abschluss wurde die DMAnzentration bestimmt und die

Proben bei -20°C eingefroren.

3.2.4 Proteinbestimmung

Alle durchgefuihrten Proteinbestimmungen wurden aein BC Assay (Bicinchoninic
Acid) der Firma Uptima angefertigt. Peptidbindungenerhalb der zu bestimmenden
Proteine fithren zun&chst zu einer Reduktion voA* Gu CU, wobei die Menge an
reduziertem Cti proportional zur Proteinmenge in der Probe iseifrem zweiten Schritt
bildet das BC Assay mit hoher Spezifitait mit jed®m’-lon einen Chelat-Komplex, so
dass eine lilafarbene, wasserlosliche Losung dnitsWird nun nach einem definierten
Zeitraum das Absorptionsspektrum bei 562 nm gemedsan im Vergleich mit einer
vorbekannten Proteinlésung die Proteinmenge in @estldsung bestimmt werden.
Zunachst wurden fur die Proteinbestimmung Proberifie Standardeichgerade nach den
Vorschriften des Herstellers erstellt. In eine 9&lPlatte wurden anschliel3end pro Well
10 pl Standard bzw. Probe pipettiert. Dazu kaméh ABC Assay Reagenz im Verhaltnis
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A:B = 50:1. Die Platte wurde dann kurz auf dem Sidiibei niedriger Stufe gemischt und
30 Min. in den 37°C-Schrank gestellt. Nachdem diatt® bei Raumtemperatur kurz
abgekuhlt und alle Luftblaschen entfernt wordenemakvurde im Photometer die optische
Dichte bei 562 nm bestimmt. Aus den vorbekanntenob®r wurde eine
Standardeichgerade erstellt, mit welcher dann aeh dng/ml-Gehalt der zu

untersuchenden Proben rickgeschlossen werden konnte

3.2.5 Transiente Transfektion

Unter der Transfektion versteht man das Einbringam fremder DNA in eukaryontische
Zellen. Fur die Transfektion wurden die Zellkuliwhialen und Wells zunéchst mit Poly-L-
Lysin vorbehandelt. Dazu wurde eine Mischung austillertem Wasser und Poly-L-

Lysin 1:1000 hergestellt und auf den Boden gegebengdieser vollstandig bedeckt war.
Nach 30 Min. Inkubationszeit wurde das Poly-L-Lysireder entfernt, zweimal mit PBS
gewaschen und danach das neue Medium eingefulit.

Die transiente Transfektion wurde durch Lipofektiomt dem Transfektionsreagenz
Lipofectamin durchgefuhrt. Transfiziert wurden dtasmide ph SR-Bl, pmRFP-hSR-BI,
pPEGFP-(hSR-BI) und ein leerer Vektor. Zunachst wudie bendtigte Menge DNA im

vorgeschriebenen Volumen DMEM ohne FBS und ohnebfatika geltst und gemischt.

In einem zweiten Gefald wurde dann das Lipofectamindem DMEM gemischt und 5

Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesen 5n.Miwurde die DNA auf das

Lipofectamin gegeben, alles nochmals kurz gemisamd fir weitere 20 Min. bei

Raumtemperatur belassen. Nach Ablauf der Inkubsgigit wurde dann die Mischung in
Tropfchen und unter kreisenden Bewegungen der dalikPlatte langsam zugegeben.
Ein gutes Transfektionsergebnis konnte nach 24td38e®reicht werden.

3.2.6 Stabile Transfektion

Um das SR-BlI Plasmid dauerhaft in die Zell-DNA eifigen, musste das Plasmid

zunachst linearisiert werden. Zu Beginn wurde dieskdar Vektor ph SR-BI mit dem

Enzym Not | in zwei Restriktionsanséatzen verdaut.
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Dazu wurden
1 pl Not I-Enzym (10 U)
2 ul Puffer 3
2 ul ph SR-BI (2,6 pg/ul) und
15 pl steriles Wasser

zusammengemischt, kurz zentrifugiert und dann 3. $tei 37°C inkubiert. Die
nachfolgende Gelelektrophorese wurde mit 20 pledie&nsatzes zusammen mit 5 pl
Probenpuffer auf einem 1,2 %igem Agarosegel durcinge Die 6,2 Kb DNA-Stelle
wurde anschliel3end auf dem Schneidetisch aus dérauSgeschnitten und die DNA mit
dem Kit der Firma Qiagen eluiert. Zu dem ausgedtdmen Gelstick in einem
Eppendorfgefald wurde zunéachst das 3-fache Gelvolan&)G Buffer zugegeben, so dass
sich das Gel nun gelb farbte. Das Eppendorfgefafdevaann in ein 50°C warmes
Wasserbad fir 10 Min. gestellt und 1 Gelvolumemispanol hinzugefugt. Danach wurde
eine Saule auf ein Sammeltube gesetzt und die DNdie Saule Gberfuhrt. Nach einer
Zentrifugation bei 13000 U/Min. fur 1 Min. wurde rdeDurchfluss verworfen.
Anschlie3end wurde mit 500 pl QG Puffer gewaschentrifugiert und dann in 750 ul PE
Puffer resuspendiert und wiederum zentrifugiertr Deirchfluss wurde danach wieder
abgeschittet und die Matrix nochmals zentrifugium Schluss wurde die Saule auf ein
neues Eppendorfgefald gesetzt und 50 pl TE-Puffeyefidgt. Nach einer letzten
Zentrifugation erhielt man eine lineare und staldd®&A, deren Konzentration dann
bestimmt wurde.

Anschliel3end konnte die DNA in vorbereitete Flaschat HEK 293 und HEK 293-1.1
Zellen transfiziert werden. Zuerst wurden 752 pl EM1 ohne FBS in einem 2 ml
Eppendorfgefald vorgelegt. 24 ul des Transfekti@ugarz FuGene wurden dann direkt ins
Medium gegeben, ohne das Gefal3 zu berihren. Nactdenkppendorfgefald vorsichtig
gemischt wurde, wurden 24 ul DNA dazugegeben, altehimals gemischt und 40 Min.
bei Raumtemperatur inkubiert. 2 bis 3 Tage spatedes bei allen Flaschen das Medium
gewechselt und 100 pl Antibiotika mit 100 pl dese®&gonsantibiotikums Geneticin (= G
418) dazugegeben. Somit konnten im weiteren Veraufdie HEK-Zellen Gberleben, die
das Plasmid auch wirklich in ihr Genom stabil imied hatten. Sobald die
Zellkulturflaschen relativ dicht bewachsen waremnyrden die Zellen auf eine 96-well
Platte umgesetzt und zwar so, dass in jedem Welleme Zelle Ubrig blieb. Die zu
gréReren Haufen neu gewachsenen Monoklone wurden Aoschluss dann wieder in

grof3e Zellkulturflaschen gegeben. Um den Transiekgrfolg zu Gberprufen wurden die
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transfizierten Zellen im letzten Schritt mit der SIPAGE und dem Western Blot auf ihre
SR-BI Expression untersucht.

3.2.7 SDS-PAGE und Western Blot

3.2.7.1 Gele gieRen bzw. Gele vorbereiten

In der SDS-PAGE (#olyAcrylamideGel Electrophoresis) wird ein Proteingemisch, das
auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen wird, im élsichen Feld entsprechend seiner
GroRRe in einzelne Proteinbanden aufgetrennt. Arefdfihd werden die Proteine beim
Blotten des Polyacrylamid-Gel durch ein senkreahh ZGel angelegtes elektrisches Feld
eluiert und auf eine Nitrocellulosemembran traneferMit Hilfe spezifischer Antikdrper
kénnen einzelne Proteinbanden danach genauerfidemtiwverden.

Alle Western Blot Versuche wurden mit einem 7,5 é6idris-HCI Gel der Firma BioRad
durchgefuhrt. Fur die AR-Messung wurde das Schaggbeverwendet. Fir das
Schaeggergel wurden 5 ml 16,5 % und 2,5 ml 10 %iiGeiner vorbereiteten Gelkammer
zwischen zwei Glasplatten, die durch einen Platehaloneinander getrennt wurden,
eingeflllt und Ubereinander geschichtet. Darauf deuwvorsichtig etwas Isopropanol
gegeben und beide Schichten fir 10 Min. fest weglelassen. Das Isopropanol wurde
dann abgeschuttet, mehrmals kurz mit destilliertéfasser gespilt, dann das 4 %
Sammelgel hinzugefligt, gleichzeitig der Kamm eieggsund wieder gewartet, bis die
Gelschicht fest geworden war. Das fertige Gel kenténn entweder sofort verwendet
oder bei 4°C fur langstens 24 Std. aufbewahrt werd@€ir die AR-Immunoprazipitation
wurde das Schaeggergel in eine Laufkammer eingaspand mit zwei separaten Puffern
befillt. AuRen wurde Anodenpuffer, innen Kathoddfguwerwendet.

3.2.7.2 Auftragen der Proben und Auftrennung detdbne

Das Gel wurde in eine Gelkammer eingespannt undLenfpuffer vollstandig bedeckt.

Die vorbereiteten Proteinproben wurden dann mitereidinnen Pipette in die kurz

vorgespilten Taschen des Gels eingeflllt. In dieedBahn wurde eine Proteinleiter
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gegeben, damit spater die GroRe der entstandensseBdestimmt werden konnte. Die
Gelelektrophorese wurde mit 70-80 V gestartet uobalsl die Proben das Trenngel
erreicht hatten, auf etwa 110-120 V erhdht. Kunzobalie Proben auf dem unteren Ende

des Gels angekommen waren, wurde die Gelkammeseihgjéet.

3.2.7.3 Geltransfer auf Nitrocellulosemembran

Nach der Gelelektrophorese wurden die im Gel artdgeten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Zuvor wurden ehtiérocellulosemembran und zwei
Filterpapiere in Transferpuffer eingelegt, auf d&chuittler geschuttelt und danach mit
dem Gel zu einem blasenfreien Sandwich bestehensl Anode, Filterpapier,

Nitrocellulosemembran, Gel, Filterpapier und Kathodusammengebaut. Bei 4°C und
280-300 mA wurden nach etwa 1-1% Std. die Protethech hydrophobe

Wechselwirkungen an die Nitrocellulosemembran gdban Das an die Proteine
angelagerte SDS wurde bei diesem Vorgang ausgeamscto dass die Proteine
renaturieren und ihre Sekundar- und Tertidrstrykjedoch nicht ihre Quartarstruktur
wieder einnehmen konnten. Die Proteine konntenalesm Anschluss von Antikérpern

erkannt werden.

3.2.7.4 Abblocken der unspezifischen Bindungsstelied Zugabe der Antikdrper

Die geblottete Membran wurde im Anschluss in eifcéiaR6hrchen gegeben und mit 5
ml Blocking Puffer 1 Std. lang inkubiert. Mit demmiBlocking Puffer enthaltenen BSA
wurden unspezifische Bindungsstellen der Proteioekiert. AnschlieBend wurden die
Antikérper zugegeben. Der Primarantikérper wurd® iml Blocking Puffer gelést und 2
Std. auf der Membran belassen. Nach zweimaligenteSpind 3x 10-mindtigem Waschen
mit TBST-Losung, um nicht gebundene Antikdrper zuntfexnen, wurde der
Sekundarantikorper in 5 ml Blocking Puffer fur Shinzugefligt. Zum Abschluss wurde
die Membran wie zuvor nochmals gewaschen und damaakine durchsichtige Folie

gegeben.



3 Material und Methoden 51

3.2.7.5 Entwickeln der Membran

In der Dunkelkammer wurden 1000 pl der ECL 1- uf@@Q pl der ECL 2-Lésung in
einem grol3en Eppendorfgefa zusammengemischt uhdli@auin der Folie liegende
vorbereitete Membran pipettiert. Nach 1 Min. wudie Losung mit Papier aus der Folie
herausgestrichen und die Membran in eine Filmkessgelegt. Ein darauf gelegter
Rontgenfilm wurde unterschiedlich lange belichtetd uder Film dann im Entwickler
entwickelt und ausgedruckt. Die Membran wurde zuohl&s zur spateren weiteren

Bearbeitung kurz getrocknet, in Alufolie eingepacshktl aufbewahrt.

3.2.7.6 Strippen der Membran

Um den Western Blot eines Versuches auf untersktiedProteine zu untersuchen, war
es notig, die zuvor verwendeten Antikdrper von eliedlembran wieder zu entfernen (=
strippen), bevor neue Antikorper hinzugefiigt werllennten. Dafur wurde die in Alufolie
eingepackte, getrocknete Membran kurz in Waschpeifegelegt. AnschlieRend kam die
Membran in ein gut verschlieBbares Gefal? mit 50 Sulpping Puffer und 350 pl
Mercaptoethanol und wurde 2 Std. bei 50°C gesdhiitach den 2 Std. wurde unter dem
Abzug der Stripping Puffer abgegossen, die Memlaznaaimal mit Waschpuffer gespult
und 5-6 Mal 5 Min. mit Waschpuffer gewaschen. Danaarde die Membran wie
gewohnt zunachst mit Blocking Puffer geblockt, ehe neuen AntikOrper zugegeben

wurden.

3.2.8 Einzelne Versuchsdurchfiihrungen

3.2.8.1 APP, APRsund APPsR in transient transfizierten Zellen

Am ersten Tag wurden die Zellen (2,5 x°L@uf die Wells einer mit Poly-L-Lysin

beschichteten 24-well Platte ausgesat. Nachdemilggve®0 pl Medium und 5 pl

Antibiotika zugegeben wurden, wurde die Well-Plditeer Nacht im 37°C-Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium gewalthBie Zellen wurden danach pro
Ansatz mit 0,5 pg DNA in 50 pl DMEM und 2 pl Lipaf@amin in 50 ul DMEM
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transfiziert. Alle Uberstande wurden am dritten Tamlstandig abgesaugt und frisches
Medium mit Antibiotika zugegeben. Am nachsten THglgte die Ernte der Zellen. Dazu
wurde der Uberstand abgenommen und in ein fris@msendorfgefal berfiihrt. Nach
einer 1-minttigen Zentrifugation bei 13000 U/Minunde der nun gereinigte Uberstand
wiederum in ein neues Eppendorfgefald pipettiert anfl Eis gestellt. Auf die Zellen
kamen daraufhin 400 ul 1x PBS, die vorsichtig anmdReeingelaufen lassen und gleich
danach wieder abgesaugt wurden. Die Platte wurden dauf Eis gestellt, 300 ul
Lysispuffer bestehend aus Solubilisierungspuffed uprotease-/Phosphatase-Inhibitor,
hinzugegeben und 10 Min. inkubiert. Nach den 10 .Mwurden die lysierten
Zellbestandteile durch kreisformiges Spritzen nat Bipette vom Plattenboden abgeldst,
in ein Eppendorfgefal? gefillt und nochmals 10 Manf Eis inkubiert. Zum Schluss
wurden die EppendorfgefalRe bei 4°C und bei 1300QitJ/fir 5 Min. zentrifugiert und
der Uberstand davon in ein neues Eppendorfgefa@iitg

60 pl Probe vom Uberstand und dem Zelllysat wurdann mit 20 pl 4x Probenpuffer
gemischt und im 95°C heifl3en Wasserbad fur 5 Minatigiert. Nachdem von den Proben
des Zelllysats die Proteinkonzentration bestimmtrdea war, wurden alle Proben
zusammen mit 7 pl Proteinstandard auf ein 7,5 %{gekaufgetragen. Das Gel wurde
zundchst bei 90 V laufen gelassen, spater wurdedagsn auf 120/130 V erhoht.
Anschlie3end wurde das Gel mit 75 V fur 75 Min. Igélet und danach fir 30-35 Min. in
Milch geblockt (6 % Milchpulver + PBST). Fiur den ¥ern Blot wurden folgende
Antikorper verwendet:

- Test auf APP (im ZL) und APPs (im Us#) 22C11 (1:5000) und anti-Mouse (1:2000)

- Test auf APPs (im Ust.) - W02 (1:1000) und anti-Mouse (1:2000)

- Test auf APPsR (im Ust.) - AK 192 (1:100) und anti-Rabbit (1:2000)

- Test auf SR-BI (im ZL) - NB 400-104 (1:2000) und anti-Rabbit
(1:2000)

3.2.8.2 AB-Immunoprazipitation

Um die AR-Bildung zu bestimmen wurde eine AR-Immundaipitation durchgefihrt.
Dafiir wurden HEK 293-1.1 und SH-SY5Y Zellen (2 »)1auf 6 cm-Schalen, die zuvor
mit Poly-L-Lysin beschichtet worden waren, ausge®¥ch Erreichen der Adhasion
wurden die Zellen transfiziert. Dazu wurden diel@®imit 8 pg DNA (pmRFP-hSR-BI
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bzw. fur die Kontrolle mit leerem Vektor) in 500 PMEM und 20 pl Lipofectamin in 500
pl DMEM transfiziert. Nach 24 Std. wurden die Zallmit PBS gewaschen und 1,5 ml
frisches Medium mit 15 pl Antibiotika hinzugegebeMach insgesamt 72 Std.
Transfektionsdauer wurde das Transfektionsergebnier dem Fluoreszenzmikroskop
kurz Uberprift und dann mit der Ernte der Zellegdmnen.

Als erstes wurde der Uberstand abgenommen, in EoplyefaRe tberfihrt, fur 1 Min.
bei 13000 U/Min. zentrifugiert und der Uberstand eddrum in ein frisches
Eppendorfgefald gegeben. Die auf dem Schalenbodereaden Zellen wurden mit 600 pl
1x PBS gewaschen und die Platte auf Eis gestedlinDvurde auf jede 6 cm-Schale 600 pl
Lysispuffer mit Protease- und Phosphatase-Inhilderrugegeben und dieser fur 10 Min.
wirken gelassen. Danach wurden die lysierten Zstdelteile durch kreisférmiges
Spritzen mit der Pipette leicht vom Plattenbodeldgiein ein Eppendorfgefald Gberfuhrt
und nochmals 10 Min. auf Eis stehen gelassen. Aiefgnd wurde das Zelllysat fir 5
Min. in einer 4°C vorgekihlten Zentrifuge bei 130Q0Min. zentrifugiert und der
Uberstand in einem frischen Eppendorfgefal aufoewstit Hilfe der Proteinbestimmung
wurde der Proteingehalt der Zelllysate bestimme Bi3-Bestimmung der stabil SR-BI
transfizierten Monoklone erfolgte auf ahnliche Véei¥on den grof3en Zellkulturflaschen
wurden die Zellen (2,6 x fpauf eine 6 cm-Schale gesetzt und 1,5 ml Mediuch 16 pl
Antibiotika hinzugefuigt. Nach 15 Std. Inkubation$zeurde der Uberstand abgenommen
und zentrifugiert und die restlichen Zellen mit 3Q0 Lysispuffer und Protease- und
Phosphatase-Inhibitor lysiert und zentrifugierte ehle Proteinbestimmung angeschlossen

wurde.

Der gesamte Uberstand aller Proben wurde danacBOmit Protein-A-Sepharose (= PAS)
far 30 Min. bei 4°C auf dem Rotary Shaker vorgagginDabei war es wichtig, die PAS
vor jedem Gebrauch gut zu mischen, die Pipetterespibrher etwas abzuschneiden und
nach Zugabe der PAS die Probe nochmals gut zu emsé&ach 30 Min. konnten dann die
PAS bei 6000 U/Min. und 4°C fur 5 Min. abzentrifagiwerden. Von den vorgereinigten
Uberstanden wurde danach der vorher in der Pragstitomung errechnete pl-Wert
abgenommen und in ein neues Eppendorfgefa? gegéliendie Immunoprazipitation
wurden 2 ul Antikérper 3552 (1:400) und 40 ul PABzhgefugt und alles ber Nacht bei
4°C auf dem Rotary Shaker gelassen. Am darauffdigenTag wurden die Proben
zunachst bei 6000 U/Min. und 4°C fur 5 Min. abziéagiert, so dass die entstandenen
Komplexe aus PAS, Antikdrper und Protein AR auf @afidlRboden absanken und dort
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verblieben. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenemnso dass ein kleiner Rest noch
ubrig blieb. Im Anschluss daran folgten drei Wastinste. Zuerst erfolgte die Zugabe von
1 ml STEN-NaCl, dann eine 5-miniitige Zentrifugatibei 4°C. Der Uberstand wurde
entfernt und danach mit 1 ml STEN-SDS bzw. 1 mISIXKEN gewaschen. Nach dem
letzten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstanbgenommen, 12 pl 5-facher
Probenpuffer hinzugegeben und alles bei 95°C fiMi®. im Wasserbad gekocht. Die
Proben wurden zusammen mit 7 pl eines Proteinstdadauf ein Schaeggergel
aufgetragen und dieses bei 80 V (spater bei 12@iMka. 2 Std. entwickelt. Das Gel
wurde dann bei 400 mA fuar 60 Min. in der Transfenkaer auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die geblotteteniden wurde anschliel3end in einer
Glasschale, gefllt mit 1x PBS und einigen Siedeshen, jeweils 2% Min. pro Seite auf
der Heizplatte gekocht und anschlieRend 1 Std Raeimtemperatur in Blocking Puffer
inkubiert. Nach dem Blocken erfolgte die Zugabe Hestantikérpers 6E10 (1:2000) und
die Inkubation Uber Nacht bei 4°C auf dem Schittlem nachsten Tag wurde die
Membran 3 x 5 Min. mit PBST gewaschen und dann Zieeitantikdrper anti-Mouse
(1:5000) in Blocking Puffer 60 Min. bei Raumtemparahinzugeftigt. Nach erneutem 3 x
10-minutigem Waschen mit PBST konnte die Membrawiekelt werden.

3.2.8.3 Dichtegradient

Mit dem Saccharose-Dichtegradienten konnen verdehe Membranfraktionen getrennt
werden. Daflr werden die Zellen zunachst lysiertd udann mit Suspensionen
verschiedener Saccharosekonzentrationen, dererl Antéucker kontinuierlich abnimmit,
Uberschichtet. In der nachfolgenden Ultrazentrifioge bei der die Rohrchen so befestigt
sind, dass sie aufgrund der Zentrifugalbeschleunggin die Horizontale ausgelenkt
werden, wandern die einzelnen Zellpartikel durah\dérschiedenen Schichten und lagern
sich dann an dem Ort ab, wo ihre Dichte der Dicdlei® umgebenden Zuckers entspricht.
Fur den Dichtegradienten wurden acht 75° groRe Zellkulturflaschen verwendet, die
maoglichst dicht mit neuronalen SH-SY5Y-Zellen behsen waren. Diese Flaschen
wurden mit 3 ml 1x PBS gewaschen und mit 10 ml Medohne Antibiotika befillt. Jede
Flasche wurde daraufhin mit 28,6 ug pmRFP-hSR-BLT87 pul DMEM bzw. 8 ug
pmRFP-hSR-BI und 20,6 pg BACE in 1787ul DMEM (fluusatzliche BACE
Uberexpression) oder 8 ug leerem Vektor mit 20,BAGE in 1787ul DMEM (fur die
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Kontrolle) und 71,4 pl Lipofectamin in 1787 pl DMEMansfiziert. Am dritten Tag
erfolgte nochmals ein Mediumwechsel mit Zugabe Aletibiotika und am vierten Tag
konnte dann mit der Anfertigung der Proben begonmerden. Dazu wurde zunachst der
Uberstand aller Zellkulturflaschen abgesaugt urel Zillen mit jeweils 3 ml 1x PBS
gewaschen. Nach Zugabe von 3 ml PBS/EDTA und kiwaatezeit bei 37°C konnten die
Zellen gut abgel6st werden. Der Zellinhalt von jésvewei Flaschen wurde dann in einem
Zentrifugenréhrchen vereinigt und 10 Min. bei 100Min. zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgeschiittet, das Zellpellet mml1lx PBS resuspendiert und erneut 10
Min. bei 1000 U/Min. abzentrifugiert. Der Uberstamedurde anschlieBend vollstandig
entfernt.

Alle weiteren Versuchsschritte wurden bei 4°C aig Busgefuhrt. Dies war insofern
wichtig, da die Lipid Raft-Regionen bei 4°C in Dt X-100, im Gegensatz zu den
restlichen Teilen der Zelle, unldslich sind und waiteren Untersuchung erhalten bleiben.
Auf das Pellet wurden nun 230 pl MNE-Puffer mit 1T%ton X-100 und 20 ul Protease-
und 20 pl Phosphatase-Inhibitor gegeben, das Rplletdurchgemischt und 30 Min. auf
Eis stehen gelassen. Durch mehrmaliges Auf- undellen mit einer 1 ml Spritze wurde
das Pellet anschlieRend homogenisiert. Von diestisuigpension kamen 250 pl auf den
Boden eines Ultrazentrifugenréhrchens und auf di@&® ul einer 80 %igen Saccharose-
Lésung (in MNE Medium ohne Triton X-100), so dassath sorgfaltiges Mischen 500 pl
einer 40 %igen Saccharose/MNE Schicht entstandsnertblgte dann die Zugabe der
weiteren Schichten des Gradienten durch vorsichtigefleiten von 1000 ul einer 31
%igen (0,9 M), 500 ul einer 27 %igen (0,8 M), 1QdC=iner 24 %igen (0,7 M) und 1000
ul einer 3,4 %igen (0,1 M) Saccharose/MNE-Schishtdass ein Endvolumen von 4 ml
pro Probe erreicht wurde. Alle Zentrifugenréhrchwarden dann in die vorgekihlte
Ultrazentrifuge eingesetzt und fur 16 Std. bei 496d 49000 U/Min. ohne Bremse
ultrazentrifugiert. Danach wurden die 8 Fraktion€eweils 500 pl) vorsichtig
abgenommen und in 2 ml Eppendorfgefal3e auf EisllgefDer Inhalt von zwei
Ultrazentrifugenréhrchen wurde wiederum in einenpéplorfgefald zusammengefihrt.
Die 2 x 8 Fraktionen wurden 1:1 mit 20 %iger Tran@lssigsaure gefallt, 20 Min. auf Eis
stehen gelassen und 30 Min. in der 4°C kalten #agé bei 13000 U/Min. zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgegossen und das entstandeifidiche Pellet vollstandig
luftgetrocknet. Auf das Pellet der Fraktionen 1-Bree nach dem Lufttrocknen 30 ul 0,2
N NaOH, auf Pellet 6-8 100 pl 0,2 N NaOH gegebed altes 15 Min. auf Eis belassen.
Wenn sich die Pellets danach noch nicht gelésehatturde weitere etwa 20-30 ml
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NaOH dazugegeben, und durch Mischen das Pelleeléstg Die Proben wurden dannin 1
x 8 Eppendorfgefal3en vereinigt und davon eine FPioéstimmung (zusammen mit BSA
in NaOH geldst) angefertigt. Um im darauffolgendérestern Blot die Proteine zu
identifizieren, wurde eine relativ hohe Proteinmengn 64 g ausgewahlt, bei geringerer
Proteinkonzentration die maximal mogliche Menge 86nul. In den Fraktionen 1 und 2,
in denen sich stets eine deutlich geringere Pnotenge ergab, wurde weniger Protein
aufgetragen und die Probe lediglich zum Vergleidtiamfen gelassen. Die SDS-Page und
der Western Blot erfolgten nach dem oben beschimbeSchema. Die Membranen
wurden dann untersucht auf APP und BACE und nacimibdan Stripping auch auf
Flotillin und SR-BI. Hierbei wurden die folgendemi#korper eingesetzt:

Testauf APP > 22C11 (1:5000) und anti-Mouse (1:2000)

Test auf SR-BI -> NB 400-104 (1:2000) und anti-Rabbit (1:2000)

Test auf Flotillin - anti-Flotillin IgG1 (1:250) und anti-Mouse (1:2000

Testauf BACE - BACE CT 7520 (1:1000) und anti-Rabbit (1:2000)

3.2.8.4 Konfokale Laserscanmikroskopie

Bei der Konfokalen Laserscanmikroskopie werden rftsmierende Gewebsstrukturen
durch kurzwellige Strahlen angeregt, langwellige®rahlung zu emittieren. Ein
Laserstrahl mit der zur Anregung der Gewebsstrukjeeigneten Wellenlange wird,
nachdem er eine Lochblende passiert hat, im Innelesi Mikroskops von einem
dichromatischen Spiegel auf das Praparat reflektider Spiegel hat eine kritische
Wellenlange, wobei er Licht mit kleineren Wellerdg@n reflektiert, Licht mit gré3eren
Wellenlangen hingegen durchlasst. Der Spiegel veiod gewahlt, dass die kritische
Wellenlange zwischen Anregungs- und Emissionsmaximiegt. Das vom Objekt
langwelligere emittierte Fluoreszenzlicht passigederum den Spiegel und wird, bevor es
von einem Detektor, einem Photomultiplier, aufgenn wird durch eine Lochblende
gefuihrt. Der Lichtdetektor erzeugt je nach Starke dichtsignals ein analoges elektrisches
Signal. Beide Lochblenden sowie der Fokuspunkt imje&t liegen in konjugierten
Ebenen, sind also konfokal. Nur Licht aus der Bedyame gelangt zum Detektor, wahrend
Licht aus anderen Schichten ausgeblendet wird. lonkamplettes Bild zu erhalten, muss
der Laserstrahl mit Hilfe eines Scanners PunktPfiinkt Gber das Objekt bewegt werden.
Aus den Einzelpunkten wird dann im Computer eina@@bild rekonstruiert.
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Nacheinander kénnen mehrere Schichten des Objektder z-Achse gescannt und
abgebildet werden und ermdglichen somit optischen®e durch das Préaparat (Abb. 7).
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Abb. 7: Das Konfokale Laserscanmikroskop

Ein Laserstrahl mit geeigneter Wellenlange passierzunachst eine Lochblende und wird im Inneren

des Mikroskops nach Ablenkung durch einen dichromaschen Spiegel auf das Praparat reflektiert.

Das vom Praparat emittierte Licht wandert erneut duch den Spiegel und durch eine Lochblende und
wird von einem Detektor registriert und in ein anabges elektrisches Signal umgewandelt (nach

http://www.zeiss.de).

Die Laserscanversuche wurden in ZusammenarbeitPmit Doz. Dr. Stefan Zahler
(Institut fir Pharmazeutische Biologie der Ludwigsimilians-Universitat Minchen)
angefertigt. Zunéchst wurden in eine mit Poly-Libybeschichtete 24 Well-Platte HEK
293-1.1 bzw. SH-SY5Y-Zellen (6 x $0zusammen mit 500 pl Medium und 5 pl
Antibiotika pro Well ausgesat. Nach Erreichen dethasion wurden die Wells mit PBS
gewaschen und frisches Medium zugegeben (ohne iétikid). Die Zellen wurden mit 8
pg DNA in 50 pl DMEM und 2 pl Lipofectamin in 50 [PDMEM transfiziert. Im
folgenden sind die verwendeten DNA-Mengen angefihrt
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APP mit SR-BI 0,65 ug peak 12/HA-APP-GFP und
0,15 pg pmRFP-hSR-BI

BACE mit SR-BI 0,65 ug Bace-FL-wt*GFP und
0,15 pg pmRFP-hSR-BI

APP mit BACE in nicht SR-BI transfizierten Zellen
0,325 g pcDNA3/APP-YFP
0,325 pg BACE-FL-wt*GFP und
0,15 pg leerer Vektor aus BamH | und Nhe |

APP mit BACE in SR-BI transfizierten Zellen
0,325 pug pcDNA3/APP-YFP
0,325 pug BACE-FL-wt*GFP und
0,15 pg pmRFP-hSR-BI

Nach Ende der Transfektion wurden die Zellen m@d E0PBS gewaschen und mit 500 pl
PBS/EDTA fur 10-15 Min. im 37°C-Brutschrank abgeldsie abgeltsten Zellen wurden
in ein Eppendorfgefald Gberfihrt und 10 Min. bei @@OMin. abzentrifugiert. Nachdem
wiederum der Uberstand abgenommen worden war, wuwlgerestlichen Zellen mit 100
pl frischem Medium resuspendiert. 50 pl Zellen Widdium wurden daraufhin in die
Mitte eines zuvor mit Collagen A beschichteten gml{lasplattchens gegeben. Das
Glasplattchen kam dann in einer Schale fur 2 &tden 37°C-Schrank, wahrenddessen die
Zellen wieder adharent werden sollten. Danach wudideSchale mit 10 ml Medium mit
Antibiotika aufgefullt und alles Uber Nacht im 37Btutschrank belassen. Am néachsten
Tag konnten die fluoreszierenden Zellen visualisiexd analysiert werden. Dabei wurden
folgende Wellenlangen verwendet:

rot fluoreszierendes Protein (RFP) - 543 nm

grun fluoreszierendes Protein (GFPy> 488 nm

gelb fluoreszierendes Protein (YFP)~> 514 nm.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung der SR-BI Expression auf die APP-Prozeserung

4.1.1 APP-Expression im Uberstand und im Zelllysah nicht-neuronalen Zellen

Um den Einfluss der SR-BI Expression auf die Preieesng von APP zu untersuchen,
wurden zunachst die nicht-neuronalen HEK-293 Zellegrwendet, die mit drei
verschiedenen SR-BI Plasmiden (ph SR-BIl, pmRFP-BSBRAd pEGFP-(hSR-BI)) und
zum Vergleich mit einem leeren Vektor transiennsfeziert wurden. Bei den HEK 293-
1.1 Zellen handelt es sich um veranderte HEK-29BeZgedie eine Uberexpression des
APP-Proteins ermdglichen. Der fur den Western Bértvendete Antikdrper 22C11 bindet
an den N-Terminus des APP-Molekuls und erkennt dabeohl das gesamte APP wie
auch dessen Spaltprodukte ABRs\d APPsi3. Um den Erfolg der SR-BI Transfektion zu
Uberprifen, wurden die Membranen anschlieRendigpstind mit Hilfe des Antikdrpers

NB 400-104 die SR-BI Expression untersucht (Abaon8 9).
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Abb. 8: Bestimmung von Gesamt-APP im Uberstand undm Zelllysat von SR-BI transfizierten HEK-293 Zellen

und in entsprechenden Kontrollzellen.
HEK-293 Zellen wurden mit den Plasmiden ph SR-BI (SRBI), pEGFP-(hSR-BI) (SR-BI griin) und pmRFP-hSR-

Bl (SR-BI rot) transient transfiziert. Die Ergebnisse wurden in einem unabh&ngigen Experiment bestatigt.
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Abb. 9: Mittelwerte +/- Standardabweichung der Bildounkte des Western Blots Gesamt-APP im Zelllysat voSR-
Bl transfizierten HEK-293 Zellen und in entsprechenan Kontrollzellen nach densitometrischer Auswertung

Die HEK-293 Zellen zeigten nach Expression von SRd@ne Anderungen in der APP-
Expression in den Zelllysaten und in der Menge sisetierten APP im Uberstand. Die
unterschiedlichen APP-Banden im Zelllysat erklaseeh durch die verschiedenen APP-
Isoformen (Abb. 10).

<l PP 751 reif

- APP 751 unreif + APP 595 reif

——— APP 695 unreif

Abb. 10: Unterschiedliche Isoformen von APP
Durch alternatives Splicing der mRNA entstehen vershiedene im Gehirn vorkommende Isoformen (vgl. 1.2).
APP 751 stellt das endogene APP dar, welches ineadlZellen des Koérpers und v.a. in nicht-neuronaleGliazellen

exprimiert wird. APP 695 kommt hingegen ausschliefth in Neuronen vor. Von beiden Isoformen existiene reife

und unreife Formen.
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Danach wurde die Wirkung der SR-BI Expression aef APP-Prozessierung in APP
Uberexprimierenden HEK 293-1.1 Zellen analysiertierbei wurde wieder keine
Veranderung in der Menge des sezernierten APP ierdidind beobachtet. Hingegen war
die Gesamtmenge an APP in den Lysaten der SR-Béftederten Zellen reduziert (Abb.

11 und 12).
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Abb. 11: Bestimmung von Gesamt-APP im Uberstand undm Zelllysat von SR-BI transfizierten und APP

Uberexprimierenden HEK 293-1.1 Zellen und in entsprehenden Kontrollzellen.
HEK 293-1.1 Zellen wurden mit den Plasmiden ph SR-B(SR-BI), pEGFP-(hSR-BI) (SR-BI griin) und pmRFP-
hSR-BI (SR-BI rot) transient transfiziert. Reprasertatives Ergebnis von insgesamt 3 Experimenten.
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Abb. 12: Mittelwerte +/- Standardabweichung der Bilpunkte des Western Blots Gesamt-APP im Zelllysaton
SR-BI transfizierten und APP Uberexprimierenden HEK 293-1.1 Zellen und in entsprechenden Kontrollzellen

nach densitometrischer Auswertung.
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4.1.2 Einfluss von SR-BI auf die APP-Spaltung in negonalen SH-SY5Y Zellen

Um die Wirkung von SR-BI auf die APP-Prozessierumgieuronalen Zellen zu testen,
wurden SH-SY5Y Zellen verwendet. Dabei war nachB3Rransfektion vergleichbar mit
den HEK 293-1.1 Zellen kein Unterschied in der Mzndgs in den Uberstand sezernierten
APP festzustellen. Hingegen kam es zu einer Realuktes Gesamt-APP in den

Zelllysaten der SR-BI transfizierten Zellen (Ab3.dnd 14).
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Abb. 13: Bestimmung von Gesamt-APP im Uberstand uniém Zelllysat von SR-BI transfizierten SH-SY5Y Zelken

und in entsprechenden Kontrollzellen.
SH-SY5Y Zellen wurden mit den Plasmiden pEGFP-(hSR-B (SR-BI griin) und pmRFP-hSR-BI (SR-BI rot)

transient transfiziert. Die Ergebnisse wurden in eiem unabhangigen Experiment bestatigt.
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Abb. 14: Mittelwerte +/- Standardabweichung der Bilpunkte des Western Blots Gesamt-APP im Zelllysaton
SR-BI transfizierten SH-SY5Y Zellen und in entsprebenden Kontrollzellen nach densitometrischer Ausweting.
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4.1.3 Spaltung des APP-Proteins durch dig-Sekretase

Da zwischen den Kontrollzellen und den SR-BI tremsften Zellen kein Unterschied in
der Menge des in den Uberstand sezernierten APRrfieswar es nun von grolRem
Interesse, ob moglicherweise Anderungen in derdenu- oder R-Sekretase gespaltenen
APP-Menge aufgetreten waren. Dazu wurden die vorwegefertigten Proben der
Uberstande verwendet und mit dem Antikorper W02, spezifisch nur durch-Sekretase

gespaltenes und sezerniertes APP erkennt, untéf@ldn 15 und 16).
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Abb. 15: Bestimmung von APPa im Uberstand von SR-BI transfizierten HEK-293 Zellan und in entsprechenden

Kontrollzellen.
Die Zellen wurden mit den Plasmiden ph SR-BI (SR-Bl pEGFP-(hSR-BI) (SR-BI griin) und pmRFP-hSR-BI

(SR-BI rot) transient transfiziert. ReprasentativesErgebnis von jeweils 2 Experimenten. Das untere Bildeigt die
Mittelwerte +/- Standardabweichung der Bildpunkte des Western Blots APPg& im Uberstand von SR-BI

transfizierten HEK-293 Zellen und in entsprechenderKontrollzellen nach densitometrischer Auswertung.
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Abb. 16: Bestimmung von APPa& im Uberstand von SR-Bl transfizierten HEK 293-1.1 2llen und in

entsprechenden Kontrollzellen.
Die Zellen wurden mit den Plasmiden ph SR-BI (SR-Blund pEGFP-(hSR-BI) (SR-BI griin) transient transfiziert.

Représentatives Ergebnis von jeweils 2 Experimenten.Das untere Bild zeigt die Mittelwerte +/-
Standardabweichung der Bildpunkte des Western Blot&APP=t im Uberstand von SR-BI transfizierten HEK 293-

1.1 Zellen und in entsprechenden Kontrollzellen ndtdensitometrischer Auswertung.

In den mit SR-BI transfizierten Zellen zeigte seihe Abnahme des durch dieSekretase
gespaltenen APP. Dies galt sowohl fir die endogeR Axprimierenden HEK-293 Zellen,
als auch fur die APP Uberexprimierenden HEK 293Zkllen.
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4.1.4 Prozessierung des APP-Proteins durch die R{3etase

Da die Menge des im Uberstand befindlichen GesaRf-Aach SR-BI Expression gleich
blieb, die Menge des durahrSekretase gespaltenen APP aber abnahm, bestinainten
Anschluss das durch die R-Sekretase gespaltend s R) im Uberstand. APPsR wurde
mit dem Antikérper 192 detektiert, welcher spezifi;mwur das 3-gespaltene APP erkennt
(Abb. 17).
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Abb. 17: Bestimmung von APPa und APPsR im Uberstand und von Gesamt-APP und SRiBm Zelllysat von SR-
Bl transfizierten HEK 293-1.1 Zellen und in entspretienden Kontrollzellen.

HEK 293-1.1 Zellen wurden mit dem Plasmid pmRFP-hSRBI (SR-BI rot) transient transfiziert. Reprasentatives
Ergebnis von 2 Experimenten. Das untere Bild zeigt di Mittelwerte +/- Standardabweichung der Bildpunktedes
Western Blots APPsR im Uberstand von SR-BI transfierten HEK 293-1.1 Zellen und in entsprechenden

Kontrollzellen nach densitometrischer Auswertung.
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Wie schon zuvor beobachtet, induzierte die SR-BirEssion eine Abnahme von APP in
den Zelllysaten. Auch war das von darSekretase gespaltene APP im Uberstand
vermindert. Gleichzeitig kam es nach SR-BI Transéekzu einem Anstieg des von der 13-
Sekretase gespaltenen APP im Uberstand.

Gleiche Experimente wurden auch mit den neuron8lgf5Y5Y Zellen durchgefiihrt. Da
die erhaltenen Spaltprodukte ARPand APPsR im Uberstand jedoch zu gering waren,

waren keine verlasslichen Bestimmungen maoglich.

4.2 Einfluss der SR-BlI Expression auf die Bildung és [3-Amyloid
Peptids

4.2.1 AR in stabil SR-BI transfizierten nicht-neuraalen Zellen

Nachdem die bisherigen Experimente gezeigt hatkess SR-BI die Bildung des durch die
3-Sekretase generierten Abbauprodukts von APP forderrde als néchstes geprift, ob
der Scavenger Rezeptor die Bildung des AR-Peptdandert. Dazu war es erforderlich,
stabil mit SR-BI transfizierte HEK-293 bzw. HEK 293l Zellen zu praparieren. Die
dabei erhaltenen Monoklone zeigten eine unterstbiedSR-BI Expression (Abb. 18).

Monoklon 1
Monoklon 1

kDa

1 1 R BN e

SR-BI im Zelllysat

Abb. 18: Darstellung der Monoklone der endogen APRexprimierenden (links) und APP (berexprimierenden
(rechts) HEK-Zellen nach stabiler SR-BI Transfektion. Die Monoklone 1-3 und 5 (HEK-293 Zellen) und die
Monoklone 1 und 4 (HEK 293-1.1 Zellen) zeigen eingéabile SR-BI Expression.

Mit diesen Monoklonen wurde eine AR-Immunoprazipia durchgefihrt um das Al-
Peptid nachzuweisen. Fir die Immunopréazipitation Y& wurde der Antikdrper 3552
verwendet. AnschlieBend wurde das AR-Peptid mit demikorper 6E10 dargestellt.
Allerdings war die SR-BI Expression in den HEK 2B3-Zellen nur sehr gering
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ausgepragt. Daher waren diese Zellen fur die Aealger AR-Bildung nicht
verwendungsfahig. Nach stabiler Transfektion vorEBR den HEK-293 Zellen kam es

zu einem Anstieg des sezernierten A3-Peptids (A8).
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Abb. 19: Immunoprézipitation zum Nachweis des AR-Patids im Uberstand von stabil SR-BI transfiziertenHEK-
293 Monoklonen und in entsprechenden Kontrollzellen

(1= sekretiertes ganzes APP, 2= APP-Reste, 3= schevKette des AK 3552, 4= leichte Kette des AK 35523=[3-
Amyloid). Das untere Bild zeigt die Mittelwerte +/- Standardabweichung der Bildpunkte der AR-
Immunoprazipitation von stabil SR-BI transfizierten HEK-293 Monoklonen und entsprechenden Kontrollzella

nach densitometrischer Auswertung.
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4.2.2 Bildung des AR-Peptids in neuronalen Zellen

Um die Wirkung von SR-BI auf die AR-Bildung in neanalen Zellen zu analysieren,
wurden die Zellen transient mit SR-BI transfizidbabei wurde beobachtet, dass SR-BI
die Entstehung von AR forderte (Abb. 20). Die imddEK-293 Zellen gemessenen

Ergebnisse konnten somit bestatigt werden.
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Abb. 20: Immunoprézipitation zum Nachweis des AR-Patids im Uberstand von transient SR-BI transfizierten

SH-SY5Y Zellen und in entsprechenden Kontrollzellen
SH-SY5Y Zellen wurden mit dem Plasmid pmRFP-hSR-BI(SR-BI rot) transient transfiziert. Reprasentatives
Ergebnis von insgesamt 2 Experimenten. Das untere Bilzeigt die Mittelwerte +/- Standardabweichung der

Bildpunkte der AR-Immunoprazipitation von transient SR-BI transfizierten SH-SY5Y Zellen und entsprecheden

Kontrollzellen nach densitometrischer Auswertung.
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4.3 Lokalisation von APP und BACE in Detergens-resienten

Membrandomanen

Das Vorlauferprotein APP und die R-Sekretase BAUJRd sin unterschiedlichen
Membrandomanen lokalisiert. So ist bekannt, dagds APP ausschlief3lich in Detergens-
l6slichen Membranen (DSM) befindet, wahrend BACEchaun Detergens-resistenten
Membrandomanen (DRM) lokalisiert ist (Marlow et 2003; Abad-Rodriguez et al. 2004).
Dabei sind die DRM besonders Cholesterin reich gMata et al. 2007). Dies konnte hier
an SH-SY5Y Zellen bestatigt werden (Abb. 21).

kDa

100 —_— a APP
55
- ) Flotillin

40 -

70 - BACE
55
— —
DRM DSM
L 2 3 4 5 6 7 8
Fraktion

Abb. 21: Dichtegradient der Membranen von SH-SY5Y 2llen vor SR-BI Transfektion.

Die Fraktionen 3 und 4 stellen DRM, die Fraktionen6, 7 und 8 DSM dar. Flotillin wurde als Marker fur DRM
mitbestimmt. Zum Nachweis von APP wurde der Antikdper 22C11, von Flotillin der Antikorper anti-Flotil lin
IgG1 und von BACE der Antikérper BACE CT 7520 verwende.

APP akkumulierte in den Fraktionen 7 und 8, welbt&M reprasentieren. Flotillin stellte
sich als Marker fur DRM in den Fraktionen 3 undat.Die B-Sekretase BACE lag zum
gréReren Teil in DSM, zu einem kleinen Teil auclDiRM. Nach Transfektion mit SR-BI
kam es zu deutlichen Veranderungen in der Lok#&bisaton APP. Dabei war das APP nun
auch in den DRM nachweisbar (Abb. 22 und 23). BA@&r in endogen BACE-
exprimierenden Zellen und besonders nach Uberesipregbenfalls in DRM anzutreffen
(Abb. 22 und 23). Dies konnte darauf hindeutens &iR-BI die Interaktion von APP und
BACE in DRM fordert, wodurch es zu einer gesteigertAR-Bildung kommt (vgl.
Diskussion). SR-BI konnte sowohl in DSM, als autlidRM nachgewiesen werden.
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Abb. 22 und 23: Dichtegradienten der Membranen vorSH-SY5Y Zellen nach SR-BI Transfektion (oben) und
nach SR-BI Transfektion mit zusétzlicher BACE-Uberespression (unten).

SH-SY5Y Zellen wurden mit dem Plasmid pmRFP-hSR-Blransient transfiziert. Die Fraktionen 3 und 4 stelen
DRM, die Fraktionen 6, 7 und 8 DSM dar. Flotillin wurde als Marker fir DRM mitbestimmt. Zum Nachweis von
APP wurde der Antikérper 22C11, von Flotillin der Antikrper anti-Flotillin IgG1, von SR-BI der Antikd rper NB
400-104 und von BACE der Antikdrper BACE CT 7520 verwadet.
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4.4  Zellulare Lokalisation von APP und BACE in Abhéngigkeit der
SR-BI Expression

4.4.1 Lokalisation von APP und SR-BI

Da SR-BI offensichtlich die Kolokalisation von ARIRd BACE in DRM foérdert (vgl. 4.3),
wurde als nachstes untersucht, in welchen subasdinlKompartimenten diese Interaktion
stattfinden koénnte. Dazu wurden zunachst die Lek#ibn von APP und SR-BI mit der
Konfokalen Laserscanmikroskopie analysiert. Hierbeurde eine relativ geringe
Kolokalisation beobachtet, die ausschliel3lich tlar war (Abb.24).

@ APP
@® SR-BI
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Abb. 24: Lokalisation von APP und SR-BI in HEK 293-11 Zellen.
Die HEK-293 Zellen wurden parallel mit pmRFP-hSR-BI (rot) und peak 12/HA-APP-GFP (griin) transient
transfiziert. Die Pfeile zeigen Kolokalisationen an
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Ein ahnliches Ergebnis ergab sich in den neuronal8Y5Y Zellen. Wiederum war die
Kolokalisation ausschlief3lich intrazellular (Ablp)2

@ APP
@® SR-BI
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Abb. 25: Lokalisation von APP und SR-BI in neuronale SH-SY5Y Zellen.
Die SH-SY5Y Zellen wurden parallel mit pmRFP-hSR-BI (rot) und peak 12/HA-APP-GFP (griin) transient

transfiziert. Die Pfeile zeigen Kolokalisationen an
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4.4.2 Lokalisation von BACE und SR-BI

Bei der Visualisierung der Lokalisation von BACEduSR-BI konnte in beiden Zellen
eine deutliche Kolokalisation gefunden werden. Biegar wiederum vorwiegend im
Zellinneren, in der neuronalen Zelllinie teilweiseich unterhalb der Zellmembran
festzustellen (Abb. 26).

@® BACE
@ SR-BI
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Abb. 26: Lokalisation von BACE und SR-BI in HEK 293-11 (oben) und SH-SY5Y Zellen (unten).
Die Zellen wurden parallel mit BACE-FL-wt*GFP (griin) und pmRFP-hSR-BI (rot) transfiziert. Die Pfeile zigen

die Kolokalisation von BACE und SR-BI in perinukledren und submembranésen Arealen.

4.4.3 APP und BACE in Kontrollzellen

Die Kolokalisation von APP und BACE in Kontrollzeli war besonders ausgepréagt in
submembrandsen Arealen in den Zellen, in den Zaladern (Protrusionen) und teilweise
auch in perinuklearen Arealen (Abb. 27 und 28). bellen wurden parallel mit BACE-
FL-wt*GFP (gruiin) und pcDNA3/APP-YFP (rot) und eindmeren Vektor transfiziert.
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@® BACE
@® APP

O Kolokalisation

Abb. 27: Kolokalisation von BACE und APP in HEK 293-11 Zellen vor SR-BI Transfektion.

Die Zellen wurden parallel mit BACE-FL-wt*GFP (griin) und pcDNA3/APP-YFP (rot) und einem leeren Vektor
transfiziert. Die Pfeile zeigen die Kolokalisationvon BACE und APP in submembrandsen und perinukledren
Arealen der Zellen an.
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Abb. 28: Kolokalisation von BACE und APP in SH-SY5YZellen vor SR-BI Transfektion.
Die Zellen wurden parallel mit BACE-FL-wt*GFP (griin) und pcDNA3/APP-YFP (rot) und einem leeren Vektor

transfiziert. Die Pfeile zeigen die Kolokalisationvon BACE und APP in submembrantsen und perinukleédren

Arealen der Zellen an.
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4.4.4 APP und BACE in SR-BI transfizierten Zellen

Nach Transfektion von HEK 293-1.1 Zellen mit SRdbaben sich zum Teil deutliche
Veranderungen der Lokalisation von APP und BACEbé&sondere waren die Proteine
vermehrt in der Umgebung der Plasmamembran ddrateHier und im Zellinneren war

eine deutliche Kolokalisation zu beobachten (Alf). 2
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Abb. 29: Kolokalisation von BACE und APP in SR-BI transfizierten HEK 293-1.1 Zellen.
Die Zellen wurden parallel mit BACE-FL-wt*GFP (griin), pcDNAS3/APP-YFP (rot) und pmRFP-hSR-BI

transfiziert. Die Pfeile geben die Bereiche an, idenen die Kolokalisation am ausgeprégtesten war.
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In SH-SY5Y Zellen die mit SR-BI transfiziert wurdewar insgesamt die Kolokalisation
von APP und BACE weniger deutlich als in den Kolttadlen. Jedoch war eine markante
Kolokalisierung in der Umgebung der Plasmamembrad direkt submembrands zu
verzeichnen (Abb. 30). Dies lasst darauf schlielass die SR-Bl Expression v.a. die
Interaktion von APP und BACE in der Plasmamembdaddrt.

@ BACE
@ APP
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Abb. 30: Kolokalisation von BACE und APP in SR-BI transfizierten SH-SY5Y Zellen.
Die Zellen wurden parallel mit BACE-FL-wt*GFP (grin), pcDNAS3/APP-YFP (rot) und pmRFP-hSR-BI
transfiziert. Die Pfeile zeigen die Kolokalisationstellen in der Umgebung der Plasmamembran und im

Zellinneren.
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5 Diskussion

5.1 Cholesterin als pathogenetischer Faktor der Aheimer-
Erkrankung

Die aulerhalb von Nervenzellen gelegenen R-Amyl&lhques stellen eine der
Veranderungen dar, die fur die Alzheimer-Erkrankehgrakteristisch sind. Hierbei wird
das APP-Vorlauferprotein statt Ublicherweise dutiEho- undy-Sekretase von der 13- und
y-Sekretase gespalten und das kurze AR-Protein igeneAR andert nach seiner
Freisetzung seine Sekundarstruktur und bildet linkis Aggregate, die das Zentrum der
3-Amyloid Plaques darstellen. Von besonderem Isgerast es derzeit, die Faktoren zu
identifizieren, die die normal ablaufende APP-Spait beeinflussen und zur vermehrten

pathologischen AR-Bildung und AR-Aggregation fihren

Ausgangspunkt fur die Cholesterinhypothese der dimRr-Erkrankung war die
Beobachtung, dass Gentrager désllels von Apolipoprotein E im Gegensatz zu Nicht
Tragern ein erhohtes Risiko aufwiesen, an der sptem der Alzheimer-Krankheit zu
erkranken. Besonders die Familien, die homozygodése4 Allel waren, zeigten einen
verfrihten Erkrankungsbeginn (Huang et al. 2004¢kBa et al. 2007). Apolipoprotein E
ist das am meisten vorkommende Apolipoprotein iasfla und das Transportprotein fur
Cholesterin im Gehirn (Lane et al. 2005; Cedazoguer 2007).

Nach diesen ersten Beobachtungen wurde in zahéreisleiteren Studien eine Verbindung
zwischen Cholesterin und der Alzheimer-Krankheistpbert. So wurde beispielsweise
gezeigt, dass ein hoher Cholesterin-Wert im métidtebensalter das Risiko erhdht, spater
an Alzheimer zu erkranken (Kivipelto et al. 2002artinann et al. 2007; Anstey et al.
2008) Der Serumgehalt an Gesamtcholesterin und LDL kiertel mit dem Anteil an 13-
Amyloid im Gehirn verstorbener Alzheimer-Patien{&uo et al. 1998). Weiterhin wiesen
Versuchstiere, die mit einer Cholesterin-reichemmMag gefittert wurden, eine vermehrte
3-Amyloid Bildung auf (Refolo et al. 2000; Shie at 2002). Wurde dagegen der
Cholesterin-Gehalt medikamentds reduziert, ergelb sine Abnahme der Plaque-Bildung
(Fassbender et al. 2001; Refolo et al. 2001; Hetiuet al. 2008). Prinzipiell ahnliche
Ergebnisse zeigten sich auch in Zellkultur-Versamchach Reduzierung bzw. Erhéhung
des Cholesteringehaltes (Simons et al. 1998; Fegaats 1999; Grimm et al. 2008).
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Um den Zusammenhang zwischen Cholesterin und dérofenese der Alzheimer-
Erkrankung auf molekularer Ebene zu erklaren, wulideHypothese aufgestellt, dass die
APP-Bildung, Metabolisierung und  Aggregierung von hofesterin-reichen
Membrandomanen abhangt, den sogenannten Lipid Ralftsng et al. 2007; Reid et al.
2007; Taylor et al. 2007). Diese kbnnten eine gestg Umgebung bilden, in denen
Proteine, die an der Prozessierung des APP-Moldieéitsiligt sind, akkumulieren und in

besonderem Mal3e die toxische [3-Amyloid Bildung éond

5.2 Einfluss Cholesterin-reicher Membrandomanen auf die

Prozessierung des APP-Proteins

Im ersten Versuch dieser Arbeit wurde der Einfluls SR-BI Expression auf die
Prozessierung des [-Amyloid Vorlauferproteins sueht. Frihere Untersuchungen
hatten ergeben, dass SR-BI die Bildung der LipidtReerstarkt (Wiedmann 2006). In
nicht-neuronalen Zellen kam es nach SR-BlI Trangfekzu einem Anstieg der APP-
Prozessierung durch die R-Sekretase, wahrend mal-&ekretase Spaltung verringerte.
Dies beobachteten wir sowohl bei endogener APPdSgmon wie auch in APP
Uberexprimierenden Zellen.

Unser Ergebnis ist in prinzipieller Ubereinstimmungt mehreren friiheren Arbeiten.
Kojro et al. (2001) fanden, dass die Senkung desl&Sterin-Gehaltes mit Hilfe von
Cyclodextrin und Lovastatin in verschiedenen pesigh und neuronalen Zelllinien zu
einem Anstieg des von derSekretase gespaltenen APP fuhrte (Kojro et allR08uch
Ehehalt et al. (2003) beobachteten in Neuroblastéeti@n von Mausen nach Behandlung
mit Cyclodextrin und Lovastatin eine Abnahme deal&mg des APP-Molekiils durch die
3-Sekretase und eine Zunahme @&paltung (Ehehalt et al. 2003). Umgekehrt erbeatht
APP transgene Mause, die mit einer Cholesterirregic Nahrung geflttert wurden
(Howland et al. 1998; Refolo et al. 2000) und dtABIP transfizierte HEK-293 Zellen, die
mit Cholesterin inkubiert wurden (Bodovitz et al99b), eine Senkung des ARPS
Produkts. Des Weiteren war im Hippocampus von Rattie Uber einen langeren
Zeitraum mit Cholesterin gefuttert wurden, der Aegtdes Cholesterin-Gehalts in den
Neuronen mit einer Zunahme der Aktivitat der R-8tdge BACE 1 verbunden (Ghribi et
al. 2006).
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Allerdings zeigen andere Arbeiten dass der Effadg @holesterins auf A3 dosisabhangig
ist. Diese untersuchten hauptsachlich die R-AmylBittlung nach einer Cholesterin-
Reduzierung. Dabei stellte sich heraus, dass zfengchtlich unabhangige zellulare
Mechanismen beeinflusst werden. Eine maRige ClalesReduzierung fihre zu einer
starken Zunahme des AR-Peptids. Ursache ist eisard@nisation der Lipid Rafts, die ein
vermehrtes Aufeinandertreffen von APP und BACE weide vermehrte AR-Bildung
ermogliche. Eine sehr starke Cholesterin-Reduzgeruesultiere hingegen in einer
deutlichen AR-Abnahme. Die 3- und gi&Sekretase wirden durch die starke Cholesterin-
Entfernung derart behindert, dass, obwohl APP uA@B direkt aufeinandertreffen, eine
vermehrte AR-Bildung nicht mehr statt finden kojAbad-Rodriguez et al. 2004; Kaether
et al. 2004). Aufgrund dieser Kontroversen ist eswendig, die APP-Spaltung unter
definierten Veranderungen der Lipid Raft-Bildung antersuchen, wie sie durch SR-BI

erzielt werden kénnen.

5.3 Cholesterin-reiche Membrandomanen und die Bildog des R3-
Amyloid Peptids

Nach dem ersten Hinweis, dass durch Cholesteriherit) eine bevorzugte 3-Sekretase
Spaltung statt finden konnte, untersuchten wir imséhluss genauer die Bildung des 13-
Amyloid Proteins. Dafur wurden zunachst stabil SReRprimierende HEK-Monoklone
prapariert. Eine anschlielende AR-Immunoprazipitateigte einen leichten Anstieg des
3-Amyloid Peptids in den endogen APP exprimierend&iK-Monoklonen. Dies wurde
durch die Analyse in der neuronalen Zelllinie begtaln diesen Zellen kam es ebenfalls
Zu einer Zunahme des 3-Amyloids.

Puglielli et al. (2001) wiesen mit unseren Ergebais Ubereinstimmend nach, dass der
Cholesterinester-Spiegel in der Zellkultur direlt der AR-Bildung korreliert (Puglielli et
al. 2001). Weiterhin konnten im Tierversuch sowie in-vitro Versuchsreihen eine
intrazellulare Anreicherung des Cholesterins miteeivermehrten Produktion des R3-
Amyloids in Verbindung gebracht werden (Fassbeetlat. 2001; Refolo et al. 2001; Shie
et al. 2002).
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5.4 Lokalisation des 3-Amyloid Vorlauferproteins urd der [3-Sekretase

und deren Aufeinandertreffen in DRM nach SR-BI Expression

Wie bereits erwahnt, konnten Detergens-resistenéenbfandomanen (Lipid Rafts) den
Hauptbildungsort fur die AR-Bildung darstellen. Bsirde postuliert, dass ein hoher
Cholesterin-Gehalt die Alzheimer-Erkrankung begigmstia er die Lokalisationen steigert,
an denen die AR-Bildung prinzipiell statt findemka(Ehehalt et al. 2003). Aus diesem
Grund untersuchten wir im Anschluss in der neurem&elllinie die Lokalisation des [3-
Amyloid Vorlauferprotein (APP) und der 3-Sekret&®&CE 1 in Detergens-resistenten
(DRM) und Detergens-loslichen Membrandomanen (DSNDie Ergebnisse der
Dichtegradienten zeigten, dass unter Normalbediggurdas APP-Protein ausschliel3lich
in DSM vorhanden ist. Auch BACE 1 stellte sich zgnd3eren Teil in DSM, zu einem
geringeren Anteil jedoch auch in DRM dar. Nach SRFBansfektion beobachteten wir,
dass das APP-Protein vermehrt von Cholesterin-aid®M in Cholesterin-reiche DRM
transferiert war. Dies war auch die Doméne in dehaBACE 1 nach SR-BI Transfektion

zu finden watr.

Bisher wurde bereits nachgewiesen, dass APP in DR#aul3erhalb der DRM lokalisiert
sein konnte (Parkin et al. 1999; Hayashi et al.02Bhehalt et al. 2003). Dies wirde
erklaren, warum das Vorlauferprotein auf zwei veisdene Weisen und durch zwel
verschiedene  Membran-gebundene  Sekretasen gespalterden kann. In
Ubereinstimmung mit unserem Ergebnis wurde mitfatgikorper Vernetzung gezeigt,
dass APP und BACE in DRM aufeinander treffen (Ehlettaal. 2003). Die Messung des
AR-Peptids zeigte nach Antikdrper-Vernetzung einfnstieg, nach Cholesterin-
Reduzierung und Desintegration der Lipid Rafts eMmahme. Die Autoren folgerten
daraus, dass BACE APP in DRM spalten muss und 8iBi#dung von der Intaktheit der
Lipid Raft Doméanen abhangig ist. Zu einem &ahnlickegebnis kamen auch Cordy et al.
(2003), die dem BACE-Molekul einen GPI-Anker hinagten, so dass dieses
ausschlief3lich mit Lipid Rafts assoziiert war. Dertirde ebenfalls ein Anstieg des von der
3-Sekretase gespaltenen APP und von AR erzieltd{Cet al. 2003). Auch Abad-
Rodriguez et al. (2004) stellen in drei verschieerExperimenten fest, dass unter
normalen Zellbedingungen APP lediglich in DSM, BAGtioch hauptsachlich in DRM
lokalisiert ist. Nach Abnahme des Cholesterinskb#éP in DSM und BACE wechselte

von DRM in DSM, welches durch eine Umorganisatien DRM erklart werden kénnte
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(Abad-Rodriguez et al. 2004). In einer neueren Arkien Sakurai et al. (2008) wird
ebenfalls ein Wechsel von APP hin zu BACEl enthdéa Mikrodoméanen als
Voraussetzung fur die APP-Spaltung angesehen. Dsd®eint durch Cholesterin und
neuronale Aktivitat regulierbar zu sein (Sakuraiakt 2008). Im Ubrigen konnte auch
gezeigt werden, dass dieSekretase vorwiegend in DRM lokalisiert ist (Wahdt al.
2002; Hur et al. 2008)

5.5 DRM-Isolierung mit Detergenzien und das Konzeptder Lipid
Rafts

Neuere Veroffentlichungen deuten darauf hin, dagsdLRafts oder liquid-ordered
domains nicht mit DRM gleichgesetzt werden sollfeichtenberg et al. 2005). Da Lipid
Rafts sehr klein (<20 nm) und sehr dynamisch siistl, es schwierig, sie direkt
nachzuweisen. Eine indirekte Mdglichkeit, Lipid Batu isolieren und analysieren, stellt
die haufig angewandte biochemische Isolierung neindDetergens Triton X-100 dar
(Simons et al. 1997; Brown et al. 2000). Dabei vdirel Plasmamembran mittels Triton X-
100 bei 4°C extrahiert. Anschliel3end werden mifeHdines Dichtegradienten und durch
Ultrazentrifugation die DRM von den DSM getrennta DGPI-verankerte Proteine
hauptséachlich in den DRM nachweisbar sind und d&MDvor allem aus Sphingomyelin
und Cholesterin bestehen, ging man davon aus,diess Lipid Rafts reprasentieren und
dass Membranproteine, die bei einer hohen Konzgatran Detergens unldslich sind, in
Lipid Rafts lokalisiert sind (Brown et al. 1992).

Allerdings weist diese Methode einige offensiclitic Nachteile auf. Dazu zahlt
beispielsweise die Isolierung der Domanen bei 4€{& die in vivo Struktur der
Plasmamembran verdndern konnte (Chamberlain 208dinit kénnten in der sehr
temperaturempfindlichen Lipidmembran Lipid Raftsktlich vergréf3ert oder durch eine
durch die niedrige Temperatur hervorgerufene Phes®ermung auch direkt induziert
werden (Heerklotz 2002). Weiterhin erbrachten Sinddie Lipid Raft assoziierte Proteine
mit unterschiedlichen Detergenzien untersuchtenjwdese sehr unterschiedliche
Ergebnisse (Taylor et al. 2002). DRM, die mit ustéredlichen Detergenzien isoliert
wurden, sind damit nicht unbedingt miteinander lgofpbar. Dabei ist aber zu bedenken,
dass viele Detergenzien durchaus weniger effizadat Triton X-100 sind und liquid-

ordered Doménen nicht ganz aufzulésen vermoégenKbieentration des Detergens und
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das Verhaltnis von Detergens zu zellularen Proteuned Lipiden kann weiterhin einen
Einfluss auf die Assoziation mit DRM haben (Browd0B). Deshalb kann man nicht von
einer ganz genauen Ubereinstimmung zwischen ddierism DRM und Lipid Rafts in
Vivo ausgehen.

Unabhangig von diesen Nachteilen stellt die Dictadgntenzentrifugation mit
anschlie3ender Trennung von DRM und DSM eine wgehlethode fur die Analyse von
Lipid Rafts dar (Lingwood et al. 2007; Lingwood at 2008). Allerdings bedarf es
zusatzlicher Methoden, die es erlauben sollenPgieamik der Lipid Rafts in vivo besser

zu verstehen.

5.6 Intrazellulare Lokalisation der APP-Prozessiermg unter Einfluss

Cholesterin-reicher Membrandomanen

Nachdem wir die DRM als APP-Prozessierungsort bigstd konnten, war es nun von
Interesse herauszufinden, in welchen subzellulfempartimenten die Raft-abhangige
Bildung des 3-Amyloids statt findet. Dazu trangrzen wir neuronale und nicht-neuronale
Versuchszellen mit APP-, BACE- und SR-BI fluoresereen Plasmiden und detektierten
deren Lokalisation mit dem Konfokalen Laserscanoskop. In Wildtyp-Zellen waren
v.a. in den Zellauslaufern, den sogenannten Piotres, und im Zellinneren deutliche
Kolokalisationen von APP und BACE nachweisbar. Ne&8R-Bl Transfektion und
Expression zeigte sich in den nicht-neuronalenefietine deutliche Kolokalisation von
APP und BACE in der Umgebung der Zellmembran undemem kleineren Teil im
Zellinneren. APP stellte sich dabei besonders guden Zellkontaktstellen dar. An dieser
Stelle war auch SR-BI sehr gut lokalisiert, so dagsdaraus folgerten, dass SR-BI zu
einer Translokation von APP in die Umgebung desiEmembran fuhrt. Damit sollte die
durch SR-BI vermittelte gesteigerte AR-Bildung ttiegend in der Zellmembran und
submembrands stattfinden. Diese Veranderungen wupd@zipiell in den neuronalen
Zellen bestétigt.

Ubereinstimmend zu unserem Ergebnis zeigten frilnemeunofluoreszenz- und FRET (=
Fluorescence resonance energy transfer)-Experimetdes APP und BACE unter
normalen Bedingungen bevorzugt an der Zelloberéashd in Early Endosomes, jedoch
kaum in lysosomalen Kompartimenten aufeinandefeme{Kinoshita et al. 2003). Auch

Abad-Rodriguez et al. (2004) fanden in neuronalelleri eine Kolokalisation von APP
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und BACE in der Zellmembran (Abad-Rodriguez ef8l04). BACE kolokalisierte auf der

Zelloberflache mit Thy-1, einem DRM-Marker, so d&A&CE an der Zelloberflache in

DRM identifiziert werden konnte. Nach Blockierungrdndozytose beobachteten Ehehalt
et al. (2003), dass die R3- nicht jedoch diSpaltung blockiert war. Daraus wurde
gefolgert, dass BACE eher nach dessen Internalisieals an der Zelloberflache aktiv ist
(Ehehalt et al. 2003). Weiterhin wurde gezeigt, sd&gr die AR-Sezernierung die

Aufnahme von der Zelloberflache und nachfolgendeanellulare Spaltung des APP-
Molekils nétig ist (Haass et al. 1992; Koo et &98; Jung et al. 1999; Walter 2006). Da
die B-Sekretase BACE einen sauren pH-Wert fur dé/paltung benétigt, kamen als
Lokalisationen der APP-Spaltung hier entweder dalyEEndosomes oder der spate
Golgi-Apparat in Frage, nicht aber die Lysosomeadgss et al. 1993).

5.7 Modell fur den Einfluss Cholesterin-reicher Menbrandoménen auf
die APP-Spaltung

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen abschlie3enéimem Schaubild zusammengefasst
werden (Abb. 31).

/ \:‘..R-BI Expression

in der Plasmamembran m Early Endosomes

i I<1::> I

AB

Abb. 31: Hypothese zum Einfluss Cholesterin-reicheMembrandoménen auf die APP-Spaltung

Nach Erhéhung des Cholesterin-Gehalts der Zelle under Vermehrung bzw. VergroRerung der Lipid

Rafts durch SR-BI wechselt APP von Nicht-Raft zu Lpid-Raft Regionen und wird dort von der B3-

Sekretase gespalten. Dieser Vorgang findet wahrsdhich vorwiegend in Early Endosomes und auf
der Ebene der Plasmamembran statt. (schwarze BalkenLipid Raft Doméanen)
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Das [-Amyloid Vorlauferprotein ist v.a. auf3erhalbonv Cholesterin-reichen
Membrandomanen lokalisiert, wahrend BACE sich hségdtlich in Rafts befindet. Da die
Lipid Raft Doménen relativ klein sind und nur s@henige Proteine enthalten (Pralle et al.
2000), ist die Wahrscheinlichkeit eher gering, daB® und BACE sich in der gleichen
Lipid Raft Doméane befinden. Nach einer Erhdhung d&solesterin-Gehalts und
VergrofRerung der zellularen Lipid Rafts durch SRtinsloziert das APP-Protein von
Nicht-Lipid Raft zu Lipid Raft Doméanen. Dort trife,s auf die 3-Sekretase BACE, welche
nun ebenfalls vermehrt in Lipid Rafts lokalisiest.i Statt der nicht pathologischen
Sekretase Spaltung, die gewdhnlich aufRerhalb ged Raft Domanen stattfindet, kommt
es nun vermehrt zur pathologischen 3-Sekretasé¢uBigalind folglich zu einer erhdhten
AR-Bildung. Diese Spaltung findet hochstwahrschelinin den Early Endosomes statt,

maoglicherweise zum Teil auch direkt in der Zellmearb

5.8 Ausblick: Cholesterinsenkung als Therapiemdglikeit fir die

Alzheimer-Erkrankung?

Als Therapiemdoglichkeit erscheint es also sinnvdllych eine Cholesterin-Senkung den
Lipid Raft Anteil der Zelle zu senken und somit B@hrscheinlichkeit zu reduzieren, dass
die B-Sekretase BACE und APP in der gleichen Mendwaane aufeinander treffen.
Dabei spielt offensichtlich der Grad der Cholestdeduktion fir die Modulierung der
Amyloidogenese eine sehr entscheidende Rolle (Aadliguez et al. 2004; Kaether et al.
2004). Weiterhin umstritten ist, ob das Cholestesa@ibst sowie die zur Cholesterin-
Senkung eingesetzten Medikamente Uberhaupt dieHBtotSchranke passieren und in
das ZNS eindringen koénnen (Caballero et al. 200#). zwei unabhangigen
epidemiologischen retrospektiven Studien konnterdithgs beobachtet werden, dass
Patienten, die Cholesterinsynthese hemmende Mediki@reinnahmen, zu 70% weniger
wahrscheinlich an der Alzheimer-Krankheit erkrank{dick et al. 2000; Wolozin et al.
2000). Neuere prospektive Studien mit Statinen bgaeilweise bestatigende, teilweise
kontrare Ergebnisse dazu (Buxbaum et al. 2002; &snab al. 2002; Sjogren et al. 2003;
Scheen et al. 2008). Es mehren sich auch die Stm@&ss anstatt der Cholesterin-
senkenden, die anti-oxidierende und anti-entzihdligVirkung von Statinen oder eine
sekundéar verbesserte Sauerstoffversorgung desrSdiiir deren Wirkung verantwortlich
sind (Cucchiara et al. 2001; Zamvil et al. 200ZuBo et al. 2008). Zusatzlich scheint der
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Prozess der Cholesterinsenkung und die damit vednen Wirkung auf die 3-Amyloid
Bildung wegen der sehr langen (etwa 6-monatigeddwizrtszeit des Cholesterins in vivo

nur sehr langsam abzulaufen (Andersson et al. 1990)

Letztendlich gilt es aber zu bedenken, dass eirdikamentdse Senkung des Cholesterins
im Organismus und besonders im Gehirn, aufgrund \delzahl der zu erfiillenden
Funktionen mit gravierenden Folgen verbunden seinnie. Ein Beispiel stellt die
autosomal-rezessive Erbkrankheit des Smith-Lemliz@®yndroms dar. Aufgrund einer
Genmutation kommt es bei dieser Erkrankung zu eiS8&irung der Cholesterin-
Biosynthese und folglich zu einem Mangel an Chel@st Je nach Schweregrad endet
diese Krankheit vor oder nach der Geburt bereitHidi® oder ist mit einer Vielzahl

korperlicher Fehlbildungen verbunden.



6 Zusammenfassung 87

6 Zusammenfassung

Obwohl seit der erstmaligen Beschreibung der AlneetErkrankung vor tber 100 Jahren
eine Vielzahl der urséchlichen histopathologisch&randerungen und der beteiligten
molekularen Mechanismen erforscht werden konnteyash unklar, welche Faktoren die
Spaltung des 3-Amyloid Vorlauferproteins (APP) bflassen und zu der pathologischen
3-Amyloid (AR) Bildung und Aggregation fuhren. Iatdreichen Studien ergaben sich
Hinweise, dass Cholesterin einen wichtigen Modulatter Alzheimer-Erkrankung
darstellt. Zusammen mit Sphingolipiden bildet Cltdein laterale Membrandoménen,
sogenannte Lipid Rafts, die bei der Bildung dermyfoid Plagues entscheidend beteiligt
sein koénnten. In der vorliegenden Arbeit wurde 8teuktur dieser Doméanen spezifisch
verandert. Durch Transfektion mit dem ScavengereBex Klasse B Typ | (SR-BI) der
die selektive Cholesterin- und Phospholipidaufnaimelie Zelle erhéht, wurden neue
Lipid Rafts generiert und bestehende Domanen vBegtd SR-Bl induzierte eine
Abnahme des von derSekretase gespaltenen APP, sowie eine Zunahmeodeger [3-
Sekretase gespaltenen APP. Gleichzeitig kam esrmmeAnstieg der Menge des Al3-
Peptids. Somit wurde gezeigt, dass ein AnstiegCihelesterin-reichen Membrandomanen
zu einer Abnahme derSekretase Spaltung, einer Erhéhung der 3-Sekr8zaleung und
einer Zunahme der pathologischen 3-Amyloid Bilddiaigrt. Wéahrend APP in Wildtyp-
Zellen nahezu ausschlief3lich in DSM lokalisiert waam es durch die SR-BI Expression
zu einer Translokation in DRM, die weitgehend Lifdfts reprasentieren. In den DRM
konnte BACE damit mit APP interagieren. Um das sllbfare Kompartiment zu
identifizieren, an dem die APP-Spaltung stattfindednnte, wurde mit Hilfe der
Konfokalen Laserscanmikroskopie die intrazellul#esteilung von APP und BACE vor
und nach SR-BI Expression untersucht. Nach SR-Bh3fektion war die Kolokalisation
von APP und BACE in der Umgebung der Zellmembrautladh verstarkt. Zusammen mit
friheren Arbeiten lassen diese Ergebnisse vermuttass die verstarkte APP-
Prozessierung durch Induktion Cholesterin-reichemBnen vorwiegend submembrands
(Early Endosomes) und auf der Ebene der Plasmanaembtattfindet. Ob eine
medikamentdse oder diatetische Cholesterin-Redumerdie den Lipid Raft Anteil der
Zelle senkt und somit die Interaktion von APP mitAGE verhindert, als
Therapiemdglichkeit fur die Alzheimer-Erkrankunghrage kommt, bedarf noch weiterer

intensiver Forschung.
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