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1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer Krankheit

Vor 100 Jahren beschrieb der Neurologe und Psychiater Alois Alzheimer als Erster die heute
nach ihm benannte Alzheimer Krankheit (Alzheimer, 1907). Hierbei handelt es sich um eine
Erkrankung des Gehirns, die mit Gedichtnisausfillen, Storungen der rdumlichen und
zeitlichen Orientierung, Wahrnehmungsschwierigkeiten und Halluzinationen einhergeht. Die
Alzheimer Krankheit ist die hdufigste Form von Demenz (Selkoe, 2001). Zum heutigen
Zeitpunkt leiden alleine in Deutschland ca. 1,2 Millionen Menschen an der Alzheimer
Krankheit (Quelle: http://www.neuro24.de/alzhei.htm, Stand 2006). Weltweit belauft
sich die Zahl auf ungefahr 27 Millionen Patienten (Quelle:
http://www.alzheimersanddementia.org/article/PIIS155252600700475X, Stand 2006). Da der
groBBte Risikofaktor fiir diese Erkrankung das Altern ist, muss aufgrund der steigenden
Lebenserwartung sowie der zunehmenden Alterung der Gesellschaft mit einem dramatischen
Anstieg der Patientenzahlen in den nichsten Jahren gerechnet werden.

Histopathologische Kennzeichen der Alzheimer Krankheit sind das Auftreten von amyloiden
Ablagerungen (,,Plaques®) und neurofibrilliren Biindeln (,,neurofibrillary tangles®), die
vorwiegend in den Gehirnregionen Neokortex und Hippokampus sowie im limbischen System
nachweisbar sind (Braak et al., 1996). Diese beiden Merkmale werden auch zur endgiiltigen
Diagnose der Krankheit herangezogen, die bisher nur post mortem moglich ist (Thorsett and

Latimer, 2000).

Abbildung 1: Histopathologische Kennzeichen der Alzheimer Krankheit
Mikroskopische Aufnahmen von Silberfirbungen von A) neuritischen Plaques (rote Pfeile) und B)
neurofibrillédren Biindeln (blaue Pfeile)

(Quelle: http://www.neuropathologyweb.org/chapter9/chapter9bAD.html)
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Bei den neurofibrilldren Biindeln oder ,,tangles handelt es sich um intraneuronale Aggregate
von gepaarten helikalen Filamenten (Terry et al., 1964). Diese bestehen {iberwiegend aus
einer hyperphosphorylierten Form des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau (Grundke-Igbal
et al., 1986), dessen physiologische Funktion die Stabilisierung der axonalen Mikrotubuli
(Friedhoff et al.,, 2000) ist. Unter pathologischen Bedingungen kommt es zur
Hyperphosphorylierung des Proteins, was durch eine Stérung des Gleichgewichts
verschiedener Kinasen und Phosphatasen bedingt ist (Mandelkow and Mandelkow, 1998).
Neurofibrillire Biindel treten, im Gegensatz zu den Amyloid-Plaques, auch im
Zusammenhang mit anderen Demenz-Erkrankungen auf und sind somit nicht spezifisch fiir
die Alzheimer Krankheit. Ein Beispiel hierfiir ist die sogenannte Frontal Lobe Demenz (FLD)
(Morris et al., 2001).

Die Amyloid-Plaques bestehen vor allem aus dem Amyloid-B-Peptid (AB) das durch
proteolytische Spaltung des Amyloid-Vorldufer-Proteins (,,Amyloid Precursor Protein“, APP)
entsteht (sieche 1.2.1.3). Den Hauptbestandteil der Plaques bildet dabei eine leicht
aggregierende 42 Aminosduren lange Form des Peptids (AB42) (Jarrett et al., 1993; Lansbury,
1997), wihrend ein kleinerer Teil aus einer 40 Aminosduren langen Form (APB40) besteht.
Dariiber hinaus sind weitere N- und C-terminal verkiirzte oder verlingerte Formen des Af-
Peptids nachweisbar (Glenner et al., 1984; Masters et al., 1985). Die Plaques sind fast
ausschlieflich im extrazelluliren Raum des Gehirns und im zerebralen Blutgefdfsystem zu
finden (Selkoe, 1999). Es lassen sich, je nach Aggregationsform, sogenannte neuritische und
diffuse Plaques mikroskopisch unterscheiden. Neuritische Plaques besitzen einen dichten
Amyloid-Kern, der von degenerierten Axonen und Dendriten (Braak et al., 1996) sowie
aktivierten Mikrogliazellen und Astrozyten umgeben ist (Pike et al., 1994). Diese Form der
Plaques ist spezifisch fiir die Alzheimer Krankheit. Die diffusen Plaques hingegen konnen
auch im Gehirn von nicht-dementen, dlteren Menschen auftreten (Hardy and Selkoe, 2002).
Man geht nach heutigem Wissensstand davon aus, dass die diffusen Plaques eine Vorstufe der

neuritischen Plaques sind (Giaccone et al., 1989; Tagliavini et al., 1988).
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1.2 Molekulare und genetische Grundlagen der Alzheimer

Krankheit

Die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins und die damit verbundene Entstehung von
neurofibrilliren Biindeln sind nicht spezifisch fiir die Alzheimer Krankheit (Joachim and
Selkoe, 1992; Morris et al., 2001). Des Weiteren sind keine Mutationen im Tau kodierenden
Gen bekannt, die zur Entstehung der Alzheimer Krankheit fithren. Die Bildung von
neurofibrilliren Biindeln fiihrt zu Neurodegeneration, kann jedoch nicht die Entstehung von
Amyloid-Plaques bewirken (Hardy et al., 1998; Lewis et al., 2000). Umgekehrt konnen
Amyloid-Ablagerungen die Bildung neurofibrilldrer Biindel induzieren (Gotz et al., 2001).

Obwohl der direkte Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Amyloid-Plaques, der
Pathologie der Alzheimer Krankheit und der neuronalen Degeneration im
Zentralnervensystem bisher nicht endgiiltig gekldrt werden konnte, kommt der Bildung der
Plaques eine Schliisselrolle bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit zu (Hardy and
Selkoe, 2002; Huse and Doms, 2001; Selkoe, 1999). Man geht heutzutage jedoch davon aus,
dass nicht die Plaques selbst neurotoxisch sind, sondern dass die Toxizitit von 16slichen Ap-
Oligomeren ausgeht, wihrend die Plaques lediglich ein Reservoir fiir diese Spezies bilden
(Haass and Selkoe, 2007; Hardy and Selkoe, 2002; Kawasumi et al., 2002; Walsh et al.,
2002). In Abbildung 2 ist die sogenannte Amyloid-Kaskade dargestellt, in der anfingliche
Veranderungen im A-Stoffwechsel, wie vermehrte AB-Bildung, verringerter AB-Abbau oder
Verschiebung des AP-Gleichgewichts zugunsten von AB42, letztlich zur Schidigung von
Neuronen fiihren (Hardy and Selkoe, 2002). AP42 ist widerstandsfdhiger gegeniiber
enzymatischem Abbau als die iibrigen AB-Spezies (Glabe, 2001). AuBlerdem ist Ap42 durch
die zusitzlichen Aminosduren Isoleuzin und Alanin am C-Terminus des Peptids stirker
hydrophob als APB40 und aggregiert deshalb leichter (Selkoe, 1999). Die Aggregation der Ap-
Peptide fiihrt direkt oder indirekt zu einer zunehmenden Schidigung der Neuronen und zu
Verianderungen im intrazelluldren Milieu der Zellen. Dadurch ausgeldste Verdnderungen von
Kinase- und Phosphatase-Aktivititen fithren unter anderem zur Entstehung von gepaarten
helikalen Filamenten und somit zu Funktionsverlust und Absterben von Neuronen, was als
unmittelbare Ursache fiir die Demenz angesehen wird (Hardy and Selkoe, 2002; Selkoe,

2001; Sisodia and St George-Hyslop, 2002).
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Abbildung 2: Vereinfachte schematische Darstellung der Amyloid-Kaskade
Auslosendes Moment fiir die Kaskade ist die vermehrte Entstehung von AB42.
(Modifiziert nach (Hardy and Selkoe, 2002))

1.2.1 Das Amyloid-Vorlaufer-Protein (,,Amyloid Precursor Protein“, APP)

Die Identifizierung des Ap-Peptids als Bestandteil der Amyloid-Plaques stellt einen
Meilenstein in der Erforschung der Alzheimer Krankheit dar (Glenner et al., 1984; Gorevic et
al., 1986; Masters et al., 1985; Selkoe et al., 1986). Basierend auf der Peptid-Sequenz konnte
das Gen fiir das Amyloid-Vorldufer-Protein (,,Amyloid Precursor Protein“, APP) kloniert
werden (Kang et al.,, 1987), aus dessen Genprodukt das A-Peptid durch proteolytische
Spaltung freigesetzt wird.
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1.2.1.1 Allgemeine Beschreibung von APP

Das Gen fiir humanes APP ist auf Chromosom 21 lokalisiert. Mit 19 Exons umspannt es einen
Bereich von ca. 3600 Basenpaaren. Durch alternatives Spleilen von drei dieser Exons
entstehen hauptséchlich drei verschiedene mRNAs, die fiir Proteine von 695 (APP695), 751
(APP751) oder 770 (APP770) Aminosduren Lénge kodieren (Sandbrink et al., 1994; Selkoe,
1994). APP695 wird vor allem in neuronalem Gewebe exprimiert, wiahrend APP751 die
Hauptisoform in nicht-neuronalem Gewebe darstellt (Wertkin et al., 1993). APP ist ein Typ-I-
Transmembranprotein ~ mit  einer  groBen  N-terminalen  Ektodomédne, einem
Transmembranbereich und einer kurzen zytoplasmatischen Doméne (Abbildung 3) (Dyrks et

al., 1988; Kang et al., 1987).

Extrazellularer Raum / Lumen Membran  Zytosol
v W

1 16 38 40 42°
KM-DAEFRHDSGYEVHHQK- =V V-IA-TVIVITL

t Y trs
8 . T

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Struktur von APP
Die Aminoséduresequenz des AP-Peptids ist vergrofiert im Einbuchstaben-Code dargestellt. AuBerdem
sind die wichtigsten Schnittstellen der Sekretasen angegeben.

Eine 17 Aminosduren lange N-terminale Signalsequenz ist fiir die Translation des Proteins am
endoplasmatischen Retikulum (ER) verantwortlich (Kang et al., 1987). APP wird {iber den
sekretorischen Weg an die Zelloberfliche transportiert, wobei es durch N’- und O’-
Glykosylierung, Phosphorylierung und Sulfatierung modifiziert wird (Oltersdorf et al., 1990;
Perez et al., 1999). Von der Zelloberfliche kann APP durch Clathrin-vermittelte Endozytose
in Endosomen aufgenommen werden und entweder dem lysosomalen Abbau zugefiihrt
werden (Golde et al., 1992; Haass et al., 1992) oder iiber endosomales Recycling wieder an
die Zelloberflache zuriickgelangen (Koo and Squazzo, 1994; Koo et al., 1996). APP kann
zudem von verschiedenen Proteasen, den sogenannten Sekretasen, proteolytisch gespalten
werden (Abbildung 4 und 1.2.1.3). Dies ist fiir die Entstehung der Alzheimer Krankheit von

entscheidender Bedeutung.
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APP bildet mit den beiden APP-dhnlichen Proteinen APLP-1 und -2 (,,APP-like protein®) eine
Proteinfamilie (Sprecher et al., 1993; Wasco et al., 1992; Wasco et al., 1993), deren Gene in

der Evolution hoch konserviert sind.

1.2.1.2 Funktion von APP

Wihrend die Rolle der APP-Prozessierung bei der Alzheimer Krankheit immer klarer wird
(siche 1.2.1.3), gestaltet sich die Suche nach der physiologischen Funktion von APP um
einiges schwieriger (De Strooper and Annaert, 2000).

Aufgrund der Dominenstruktur von APP sowie der auffallenden Ahnlichkeit der
proteolytischen Prozessierung von APP und des Notch-Rezeptors wird eine Rezeptorfunktion
fiir APP postuliert (Annaert and De Strooper, 1999; Kang et al., 1987; Selkoe and Kopan,
2003). Die intrazellulire Doméne von APP (AICD) konnte dabei, analog zur intrazelluldren
Domine des Notch-Rezeptors an der Regulation der Transkription bestimmter Zielgene
beteiligt sein (Cao and Sudhof, 2001), was jedoch kontrovers diskutiert wird (Hebert et al.,
20006).

Die Féhigkeit von APP an Proteine der extrazelluldren Matrix wie Heparin und Kollagen zu
binden (Beher et al., 1996; Multhaup, 1994) und die Bildung von Homo- und Heterodimeren
zwischen den APP-Familienmitgliedern in benachbarten Zellen (Soba et al., 2005) deuten auf
eine Rolle von APP bei der Zelladhdsion hin.

Weitere wichtige Hinweise auf mdgliche Funktionen von APP stammen aus ,knockout™
Experimenten in verschiedenen Organismen. Untersuchungen des APP-Homologen APL-1 in
C. elegans lassen auf eine Rolle von APP in der Entwicklung schlieen (Hornsten et al.,
2007). Studien in D. melanogaster zeigen, dass eine Deletion oder Mutation des APP-
dhnlichen Proteins APPL Auswirkungen auf den Kinesin-vermittelten axonalen Transport und
die Lebensfihigkeit von Neuronen hat (Gunawardena and Goldstein, 2001). app-, aplp1- oder
aplp2-defiziente Maéduse sind lebensfahig und zeigen nur geringe neurologische
Abnormalititen gegeniiber Kontrolltieren, dies gilt ebenso fir app”aplpl™ ,Doppel-
Knockout* Miuse (Heber et al., 2000). app/aplp-2 und aplp-1/aplp-2 ,,.Doppel-Knockout*
und app/aplp-1/aplp-2 , Trippel-Knockout™ Maiuse sind hingegen nicht lebensfahig und
sterben kurz nach der Geburt. app'/ ’/aplp-2'/ " Miuse weisen Defekte der neuromuskuldren
Verbindungen auf (Wang et al., 2005), wihrend app”/aplp-2"/aplp-2”~ Miuse kortikale
Fehlbildungen, darunter Lissenzephalie und neuronale Migrationsdefizite, zeigen (Herms et
al., 2004). Diese Befunde lassen auf eine essenticlle Funktion von APP und seinen

Homologen in der frithen Entwicklung schlief3en.
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1.2.1.3 Proteolytische Prozessierung von APP
Ein entscheidender Prozess bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit ist die proteolytische
Prozessierung von APP. APP kann dabei von drei unterschiedlichen Proteasen, den

sogenannten Sekretasen, gespalten werden.

APPsa APPsp
NG
] -
y-Sekretase a-Sekretase B-Sekretase y-Sekretase
< < > >~
p3
p—cln -
Extrazellularer Raum /
o AB AB Lumen
I ‘ |
ce3 c’ Cc99
AICD Zytosol AICD
anti-amyloidogener Weg amyloidogener Weg

Abbildung 4: Schematische Darstellung der proteolytischen Prozessierung von APP
Dargestellt sind der amyloidogene und der anti-amyloidogene Prozessierungsweg von APP.
(Modifiziert nach (Haass and Steiner, 2002))

Im ersten Prozessierungsschritt wird die Ektodomidne des Proteins abgespalten. Dieser
Vorgang wird auch als ,,ectodomain shedding* bezeichnet und kann von der a- oder der -
Sekretase durchgefiihrt werden. Der iliberwiegende Teil der APP-Molekiile wird dabei durch
die a-Sekretase prozessiert, wobei ein grofles l9sliches Ektodoménenfragment (APPsa) und
ein membranstindiges 83 Aminoséduren langes C-terminales Fragment (CTFa, C83) entstehen
(Esch et al., 1990; Sisodia et al., 1990). Durch die anschlieBende Spaltung von C83 durch die
v-Sekretase entstehen das losliche p3-Peptid (Haass et al., 1993) sowie eine intrazellulédre
Doméne (AICD) (Sastre et al., 2001). Da der a-Sekretase-Schnitt innerhalb der AB-Doméne
von APP stattfindet, verhindert er die Entstehung von AP. Man spricht deshalb auch vom anti-

amyloidogenen Weg.
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Alternativ konnen APP-Molekiile, die nicht durch die a-Sekretase geschnitten wurden, im
amyloidogenen Weg durch die B-Sekretase prozessiert werden, wodurch ein etwas kiirzeres
l16sliches Ektodoménenfragment (APPsP) und ein 99 Aminosduren langes C-terminales
Fragment (CTFpB, C99) entstehen (Seubert et al., 1993). Die Spaltung von C99 durch die y-
Sekretase flihrt dann zur Freisetzung von AP anstelle von p3, wobei vorzugsweise die Peptide

APB40 und AB42 gebildet werden (Haass and Steiner, 2002).

1.3 Die Sekretasen

1.3.1 Die a-Sekretase

Die a-Sekretase katalysiert den ersten Schritt des anti-amyloidogenen Wegs der APP-
Prozessierung. Sie spaltet die APP-Ektodomidne zwischen den Aminosduren Lysinl6 und
Leucinl7 der AB-Doméne und verhindert dadurch die AB-Bildung (Esch et al., 1990; Sisodia
et al, 1990). Die Prozessierung durch die o-Sekretase erfolgt vor allem an der
Plasmamembran und ist in der Regel konstitutiv. Aktivierung der Proteinkinase C, z.B. durch
Stimulierung mit Phorbolestern (PDBu, PMA), fiihrt zu einer Erh6hung der Aktivitéit der a-
Sekretase (Felsenstein et al., 1994; Hung et al., 1993; Jacobsen et al., 1994).

Als oa-Sekretasen wurden drei Mitglieder der ADAM-Genfamilie (,,A disintegrin and
metalloprotease) identifiziert (Allinson et al., 2003). a-Sekretaseaktivitit konnte fiir die
ADAM-Proteasen ADAMI0 (Lammich et al., 1999), ADAM17/TACE (Buxbaum et al.,
1998) und ADAMY (Koike et al., 1999) nachgewiesen werden, wobei noch unklar ist, welche
dieser Proteasen die physiologisch relevante a-Sekretase ist. Die a-Sekretasen spalten ihr
Substrat scheinbar unabhéngig von einer bestimmten Konsensussequenz in einem Abstand
von 12-13 Aminosduren von der Membran. Eine wichtige Voraussetzung ist dabei eine a-
helikale Konformation des Substrats an der Spaltstelle (Sisodia, 1992). Aufgrund dieser
relativ geringen Substratspezifitit katalysieren ADAMI10 und ADAMI17 auch die
Ektodominenspaltung weiterer Typ-I-Transmembranproteine, darunter TNFa, Notch 1-4 und
L-Selectin (Seals and Courtneidge, 2003).

ADAMIO0 ,knockout Méuse sterben bereits vor der Geburt aufgrund eines Defektes der
Notch-Signaltransduktion (Hartmann et al., 2002). Auch ADAM17/TACE ,,knockout* Méuse
sind nicht lebensféhig und sterben zwischen Tag 17,5 der Embryonalentwicklung und Tag 17
nach der Geburt aufgrund gestorter Signaltransduktion (Peschon et al., 1998).
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Da die a-Sekretase-Spaltung von APP die Bildung von A verhindert (Buxbaum et al., 1993;
Hung et al, 1993), stellt die Stimulierung der o-Sekretaseaktivitit eine therapeutische
Moglichkeit fiir die Alzheimer Krankheit dar (Lichtenthaler and Haass, 2004).

1.3.2 Die B-Sekretase

Als Gegenspieler der a-Sekretase leitet die B-Sekretase durch Spaltung von APP am N-
Terminus der AB-Doméne den amyloidogenen Weg ein (siehe auch Abbildung 3 und 4).
Friihe zellbiologische und pharmakologische Studien konnten zeigen, dass die pB-Sekretase
nicht mit der a- oder y-Sekretase identisch ist, ein saures Milieu bendtigt und in
Kompartimenten des sekretorischen Weges und in Endosomen lokalisiert ist (Haass et al.,
1995b; Koo and Squazzo, 1994). Im Jahr 1999 gelang es Vassar et al. die Aspartylprotease
BACEIl (,,B-site APP-cleaving enzyme*) als P-Sekretase zu identifizieren (Vassar et al.,
1999). Dieser Befund wurde anschlieBend durch mehrere Arbeitsgruppen mithilfe
verschiedener experimenteller Ansétze bestétigt (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha
etal., 1999; Yan et al., 1999).

BACE]I ist ein Typ-I-Membranprotein mit einer Linge von 501 Aminosduren, dessen Gen auf
Chromosom 11 lokalisiert ist. Eine Signalsequenz am N-Terminus ist fiir die Translation des
Proteins am ER verantwortlich. Daran anschlieBend folgen eine Prodomine, die katalytische
Domaéne, der Transmembranbereich sowie eine kurze zytoplasmatische Doméine (Abbildung
5). Die katalytische Domine enthdlt zwei charakteristische Aminosduremotive, DTGS
(Aminosduren 93-96) und DSGT (Aminosduren 289-292), welche dem katalytisch aktiven
Zentrum einer Aspartylprotease entsprechen (Hussain et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et
al., 1999). Die Mutation eines der beiden Aspartylsdure-Reste fiihrt zu einem vollstindigen
Verlust der Aktivitit von BACE1 (Bennett et al., 2000b; Hussain et al., 1999). BACE1 ist

somit die erste bekannte membranverankerte, Pepsin-dhnliche Aspartylprotease.
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Extrazellularer Raum / Lumen Membran  Zytosol
DTGS DSGT
N SP Il * * C
1 21 46

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Struktur von BACE1
Dargestellt ist der schematische Aufbau von BACE1. Hervorgehoben sind das Signalpeptid (SP) in
orange, das Propeptid (Pro) in blau, sowie die beiden katalytischen Aspartylmotive (roter Stern).

Nach der kotranslationalen Insertion des Proteins in die Membran wird im Laufe der
Maturierung die Prodomine durch Furin oder Furin-dhnliche Proteasen abgespalten (Bennett
et al., 2000b; Capell et al., 2000; Creemers et al., 2001). AuBerdem wird die extrazelluldre
Domine von BACE]1 an drei von vier N-Glykosylierungsstellen glykosyliert und kann drei
intramolekulare Disulfidbriicken ausbilden (Capell et al., 2000; Charlwood et al., 2001;
Fischer et al., 2002; Haniu et al., 2000).

BACEI ist im Golgi-Apparat, im trans-Golgi Netzwerk (TGN) und in den Endosomen
lokalisiert (Capell et al., 2000; Vassar et al., 1999). Die Lokalisierung in schwach sauren
Kompartimenten der Zelle stimmt mit dem ermittelten pH-Optimum von BACEI] {iiberein, das
bei pH 4,5 liegt (Vassar et al., 1999).

Die B-Sekretase besitzt, im Gegensatz zur a-Sekretase, eine hohe Sequenzspezifitit (Citron et
al., 1995). APP weist an der P-Sekretase-Schnittstelle die Aminosduresequenz Lysin-
Methionin (KM) auf (siche Abbildung 3). Die Substitution von Methionin durch einen grof3en
hydrophoben Rest wie z.B. Leucin erhoht die Affinitdt der B-Sekretase zum Substrat
dramatisch. Umgekehrt bedingt die Einfithrung kleiner hydrophober Reste an dieser Stelle
(z.B. Valin) eine Verringerung der Affinitdt bzw. eine Inhibition der Spaltung (Citron et al.,
1995).

Die Tatsache, dass BACE1 , Knockout“ Méuse in Gegenwart von humanem APP keine
nachweisbare AB-Bildung in Neuronen aufweisen (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds
et al., 2001), zeigt, dass BACEI die einzige B-Sektretase in Neuronen ist (Vassar, 2002). Die
Aktivitdit von BACEI1 ist im Gehirn von Patienten mit sporadischer Alzheimer Krankheit
signifikant erh6ht (Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2002; Yang et al., 2003), was die
Relevanz der Protease fiir die Alzheimer Krankheit bestétigt. Zahlreiche Studien belegen, dass
die Expression von BACE1 sowohl auf transkriptioneller, als auch auf translationeller Ebene
reguliert wird (Lammich et al., 2004; Rogers et al., 2004; Rossner et al., 2006; Sastre et al.,
2000).
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Die physiologische Funktion von BACEI ist noch nicht endgiiltig geklart. BACEI1
»Knockout* Mause sind lebensfdhig und zeigen keinen auffilligen Phéanotyp (Cai et al., 2001;
Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Neben APP konnten einige weitere Substrate
identifizert werden, darunter die Sialyl-Transferase ST6 Gall (Kitazume et al., 2001), der P-
Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) (Lichtenthaler et al., 2003) und APLP-1 und -2 (Li
and Sudhof, 2004). Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass BACEl auch fiir die
Prozessierung von Neuregulin und infolgedessen fiir die regulierte Myelinisierung des
peripheren Nervensystems verantwortlich ist (Hu et al., 2006; Willem et al., 2006). In diesen
Studien konnte unter anderem gezeigt werden, dass BACE1 ,,Knockout“ Maéuse eine
Hypomyelinisierung des peripheren Nervensystems aufweisen.

Neben BACEl konnte eine zweite membrangebundene Aspartylprotease, BACE2,
identifiziert werden (Lin et al., 2000; Solans et al., 2000; Yan et al., 1999). Die
Aminosduresequenzen von BACE1 und BACE2 sind zu 64% homolog und die beschriebenen
strukturellen Eigenschaften sind identisch (Vassar, 2002). Im Gegensatz zu BACE1 wird
BACE2 aber vor allem in peripherem Gewebe exprimiert (Bennett et al., 2000a; Vassar et al.,
1999). BACE2 zeigt keine PB-Sekretaseaktivitit, sondern prozessiert APP an alternativen
Schnittstellen (Farzan et al., 2000; Fluhrer et al., 2002; Yan et al., 2001).

1.3.3 Die y-Sekretase

Die y-Sekretase ist fiir die Prozessierung der, durch das ,,ectodomain shedding* entstandenen,
C-terminalen APP-Fragmente C83 und C99 verantwortlich (vgl. 1.2.1.3). Der Schnitt kann
dabei an verschiedenen Positionen durchgefiihrt werden, wodurch, ausgehend von C99,
verschieden lange AB-Peptide gebildet werden (vgl. Abbildung 3). Uberwiegend entsteht
AP40, wihrend die weitaus pathogenere Form AP42 nur einen Anteil von ca. 5-10 %
ausmacht (Selkoe, 1999). Die intrazellulire Domidne von APP (AICD) wird durch einen
weiteren  y-Sekretase-vermittelten ~ Schnitt  weiter  C-terminal in der  APP-
Transmembrandomaine freigesetzt (e-Schnitt) (Sastre et al., 2001).

Das Besondere an der y-Sekretase-vermittelten Proteolyse ist, dass diese nicht in wassriger
Umgebung, sondern innerhalb Membran erfolgt (Wolfe et al., 1999), weshalb man auch von
Intramembranproteolyse spricht. Durch Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dass der -
Sekretase-Schnitt nicht sequenzspezifisch ist, sondern Ladnge und Struktur der
Transmembrandoméne des Substrats entscheidend sind (Esler and Wolfe, 2001; Lichtenthaler

et al., 2002).
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Die y-Sekretase ist ein hochmolekularer Komplex bestehend aus den vier Untereinheiten
Presenilinl (PS1) oder dem homologen Presenilin2 (PS2), APH-1 (anterior pharynx defective
1), Nicastrin und Pen-2 (presenilin enhancer protein 2), wobei die Preseniline die katalytisch
aktive Untereinheit darstellen (Abbildung 6). Diese vier Untereinheiten sind fiir die Aktivitét
des Komplexes notwendig (Francis et al., 2002) und zugleich ausreichend (Edbauer et al.,

2003).

— Aggregation — Plaquebildung

Nicastrin \

Extrazellularer Raum / Lumen 4

Membran

Zytosol AICD

Abbildung 6: Schematische Darstellung des y-Sekretase-Komplexes

Dargestellt sind die vier Komplexuntereinheiten der y-Sekretase und deren Orientierung in der
Membran. Durch die Intramembranproteolyse von C99 entsteht Af. NTF: N-terminales Fragment,
CTF: C-terminales Fragment; AICD: intrazellulire Doméine von APP (,,APP intracellular domain®)
(Modifiziert nach (Steiner et al., 2006))

Die Preseniline sind homologe, polytope Transmembranproteine (Levy-Lahad et al., 1995b;
Sherrington et al., 1995) und zéhlen zur Gruppe der GXGD-Aspartylproteasen, zu denen auch
die Typ 4 Prepilin Peptidasen (TFPPs) in Prokaryonten (LaPointe and Taylor, 2000) und die
Signalpeptid-Peptidasen (SPPs) (Ponting et al., 2002) gehdren. Sie besitzen zwei
hochkonservierte Aspartylsdure-Reste in den Transmembrandoménen 6 und 7, die fiir die
katalytische Aktivitdt entscheidend sind (Steiner and Haass, 2000; Wolfe et al., 1999). Nach
der Translation des Holoproteins kommt es zu einer endoproteolytischen Spaltung zwischen
der Transmembrandoméne 6 und 7. Die entstehenden Fragmente bilden ein Heterodimer und

stellen die aktive Form der Preseniline dar (Ratovitski et al., 1997; Thinakaran et al., 1997).
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Die Rolle der anderen Komplex-Untereinheiten ist noch weitgehend unklar. Nicastrin, ein
Typ-I-Transmembranprotein mit groer Ektodoméne, konnte eine Funktion als Substrat-
Rezeptor besitzen (Shah et al., 2005), wobei dieser Befund durch eine kiirzlich erschienene
Publikation infrage gestellt wurde (Chavez-Gutierrez et al., 2008). Das polytope Protein Pen-
2 spielt moglicherweise eine Rolle bei der Endoproteolyse von Presenilin, indem es die
entstehenden N- und C-terminalen Presenilin-Fragmente (PS-NTF/-CTF) stabilisiert (Prokop
et al., 2005; Prokop et al., 2004).

Das Substratspektrum der vy-Sekretase umfasst neben APP viele weitere Typ-I-
Transmembranproteine wie die Notch-Rezeptoren 1-4 (Mizutani et al., 2001; Okochi et al.,
2002; Saxena et al., 2001), ErbB-4 (Lee et al., 2002), E-Cadherin (Marambaud et al., 2002),
CD44 (Lammich et al., 2002) und ILIR-2 (Kuhn et al., 2007). Grundsitzlich erscheint es
moglich, dass alle Typ-I-Transmembranproteine, deren Ektodoméne eine bestimmte Lénge

nicht iiberschreitet, Substrate fiir die y-Sekretase sind (Struhl and Adachi, 2000).

1.4 Formen der Alzheimer Krankheit

Bei der Alzheimer Krankheit unterscheidet man zwischen der senilen, sporadischen Form und
der présenilen, autosomal-dominant vererbten familidiren Form (,,Familial Alzheimer’s
Disease®, FAD). Das Alter des Patienten, in dem sich die Krankheit manifestiert, dient als
weiteres Unterscheidungsmerkmal. Koénnen typische Krankheitssymptome vor dem Erreichen
des 65. Lebensjahres diagnostiziert werden, spricht man von ,,early onset™ (frither Ausbruch),
wohingegen die Krankheit beim ,late onset” erst nach dem 65. Lebensjahr ausbricht

(Jellinger, 2005).

1.4.1 Die sporadische Form der Alzheimer Krankheit

Beim weitaus grofiten Anteil (95 %) der Alzheimer-Patienten entsteht die Krankheit
sporadisch. Die ersten klinischen Symptome treten dabei meist erst nach dem 65. Lebensjahr
auf, es handelt sich also um einen ,late onset® der Alzheimer Krankheit (Breitner and
Folstein, 1984; Nee et al., 1983; Reisberg et al., 1983). Die Entstehung der sporadischen Form
der Alzheimer Krankheit ist multifaktoriell bedingt. Umweltfaktoren und genetische
Pridisposition sind dabei nicht die Ursache der Krankheit, kdnnen aber den Ausbruch

beschleunigen und den Krankheitsverlauf beeinflussen. Der groBte Risikofaktor fiir die
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sporadische Form der Alzheimer Krankheit ist das Altern, gefolgt von kardiovaskuldren
Erkrankungen, Adipositas, Typ2-Diabetes und Artheriosklerose (Mayeux et al., 2003).

Der wichtigste genetische Risikofaktor ist das Auftreten des e4-Allels des Gens fiir das
Apolipoprotein-E (ApoE). Es existieren drei verschiedene ApoE Allele, €2, €3 und &4, wobei
in der Gesamtpopulation iiberwiegend das Allel €3 vertreten ist, wiahrend €2 und €4 weniger
hiufig sind. ApoE spielt eine regulierende Rolle im Lipidmetabolismus und der Aufnahme
und intrazelluldren Freisetzung von Cholesterin. Es konnte gezeigt werden, dass das €4 Allel
bei ,.late onset* Patienten {iberreprisentiert ist (Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993)
und zu erhohter Amyloid-Ablagerung im zerebralen Cortex fiihrt (Rebeck et al., 1993;
Schmechel et al., 1993).

1.4.2 Die familidre Form der Alzheimer Krankheit

Mutationen in drei Genen konnen zur Entstehung der familidren Alzheimer Krankheit (FAD)
fiihren (Hardy, 1997; Tilley et al., 1998). Diese Mutationen sind meistens mit einem ,,early
onset” der Krankheit verbunden. Die Pathologie der FAD unterscheidet sich nicht von der
sporadischen ,late onset” Form der Alzheimer Krankheit (Selkoe, 1999). Mutationen im
APP-Gen sind dabei nur fiir 2-3 % der Félle verantwortlich (Goate et al., 1991), wahrend
Mutationen in den Genen fiir Presenilinl (PS1) (Sherrington et al., 1995) und Presenilin2
(PS2) (Levy-Lahad et al., 1995a; Levy-Lahad et al., 1995b; Li et al., 1995; Rogaev et al.,
1995) 70-80 % bzw. 20 % aller Fille von FAD verursachen (Hyman and Tanzi, 1995).

1.4.2.1 Mutationen im Gen fiir APP

Alle bisher identifizierten FAD-verursachenden Mutationen im Gen fiir APP treten entweder
innerhalb oder in der Ndhe der AB-Region von APP auf. So bewirkt beispielsweise eine
Mutation der beiden ersten Aminosduren der AP-Sequenz von KM zu NL eine starke
Erhohung der Affinitdt von APP zur B-Sekretase und somit eine vermehrte Bildung von A.
Diese Mutation wurde bei zwei schwedischen Familien entdeckt, weshalb sie auch als
»schwedische Mutation* bezeichnet wird (Mullan et al., 1992). Mutationen im Bereich der -
Sekretase-Schnittstellen konnen zu einer Verschiebung des Schnittes von AB40 zu AP42
fiihren, welches stirker aggregiert und somit leichter zur Plaque-Bildung fiihrt (Ancolio et al.,
1999; Makarova et al., 2004). Des Weiteren sind Mutationen innerhalb der AB-Sequenz
beschrieben, die zu verstirkter Aggregation von AB40 fiihren (Irie et al., 2005).
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1.4.2.2 Mutationen in den Genen fiir Presenilin 1 und 2

Neben Mutationen im APP-Gen konnten zahlreiche Missense-Mutationen in den Genen fiir
Presenilin 1 und 2 mit dem Auftreten von FAD in Verbindung gebracht werden (Levy-Lahad
et al., 1995b; Sherrington et al., 1995). In zahlreichen Zellkultur- und Tiermodellen sowie in
Patienten konnte gezeigt werden, dass alle diese Mutationen zu einer vermehrten Generierung
des pathogeneren AP42-Peptids fiihren (Borchelt et al., 1996; Citron et al., 1997; Haass, 1997;
Haass and Steiner, 2002; Scheuner et al., 1996), was zu einem ,,early onset™ der Alzheimer
Krankheit spdtestens im flinften oder sechsten Lebensjahrzehnt fiihrt. Der Mechanismus, der
der Verschiebung der Schnittspezifitdt der y-Sekretase zu AP42 zugrundeliegt, ist noch

unklar.

1.5 Behandlung der Alzheimer Krankheit

Obwohl mittlerweile viel iiber die molekularen Ursachen der Alzheimer Krankheit bekannt
ist, ist bis heute lediglich eine symptomatische Behandlung der Krankheit moglich. Allerdings
gibt es einige vielversprechende Ansétze, die zur Entwicklung einer wirksamen kausalen

Therapie fiihren konnten.

1.5.1 Vakzinierung

GroB3e Hoffnungen werden in die Behandlung der Alzheimer Krankheit durch Vakzinierung
gesetzt.

Diese griinden sich unter anderem auf dem Befund, dass die aktive Immunisierung mit
praaggregiertem AP42 die Plaque-Formation im transgenen Tiermodell hemmen kann
(Schenk et al., 1999). In weiteren Versuchen an Miusen konnte im ,,radial arm water-maze
performance‘-Test gezeigt werden, dass auch Gedéchtnisleistungen bzw. das Verhalten der
Tiere durch aktive Immunisierung beeinflussbar sind (Morgan et al., 2000). Die
immunisierten Tiere bildeten dabei fast keine Plaques mehr. Auch die passive Immunisierung
mit Antikdrpern gegen A fiithrte zu vergleichbaren Ergebnissen (Bard et al., 2000; DeMattos
et al., 2001). Eine erste grof3 angelegte klinische Studie musste allerdings aufgrund des
Auftretens von z.T. drastischen Nebenwirkungen abgebrochen werden (Schenk, 2002). Trotz
dieses Riickschlages stellt die Vakzinierung weiterhin einen vielversprechenden Ansatz zur

Priavention und Behandlung der Alzheimer Krankheit dar.
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1.5.2 Inhibition der amyloidogenen Prozessierung von APP

Eine weitere Moglichkeit zur Therapie der Alzheimer Krankheit besteht in der Unterbindung
der amyloidogenen Prozessierung von APP.

Ein Ansatz hierfiir besteht in der Aktivierung des anti-amyloidogenen Wegs. Die Spaltung
von APP durch a-Sekretasen innerhalb der AB-Sequenz verhindert die Entstehung von AP
(sieche 1.2.1.3). Postina und Kollegen konnten zeigen, dass eine moderate Uberexpression der
a-Sekretase ADAMI0 die Plaque-Bildung in transgenen Médusen verhindern kann (Postina et
al., 2004). Dieser Befund zeigt, dass die Aktivierung der a-Sekretasespaltung von APP eine
vielversprechende therapeutische Mdoglichkeit zur Behandlung der Alzheimer Krankheit
darstellt (Lichtenthaler and Haass, 2004).

Eine weitere Moglichkeit ist die Inhibition der amyloidogenen Sekretasen, der B- und der -
Sekretase. Es konnten bereits einige Substanzen identifiziert werden, welche die y-Sekretase
sehr effizient blockieren (Beher and Graham, 2005; Wolfe, 2002). Ein bedeutendes Problem
hierbei stellt allerdings das breite Substratspektrum der y-Sekretase dar (siche 1.3.3). Dieses
umfasst neben APP noch viele weitere Typ-I-Transmembranproteine, darunter die Notch-
Rezeptoren 1-4. Eine Inhibition der y-Sekretase fiihrt infolgedessen neben der Unterbindung
der AB-Bildung auch zur Blockade wichtiger Signaltransduktionswege, was zu
unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren kann (Beher and Graham, 2005). Aus diesem Grund
wird heutzutage zunehmend an Substanzen geforscht, welche die y-Sekretase nicht inhibieren,
sondern deren Schnittspezifitdt modulieren. Ein solch modulierender Effekt konnte fiir eine
Untergruppe von entziindungshemmenden Medikamenten, den sogenannten ,,Nonsteroidal
antiinflammatory drugs® (NSAIDs) nachgewiesen werden (Weggen et al., 2001). Die
NSAIDs fiithren zu einer Verschiebung der Schnittspezifitit von AB42 zu APB38, welches
wesentlich weniger hydrophob und damit weniger pathogen ist. In Studien an transgenen
Miusen konnte gezeigt werden, dass diese NSAIDs auch in vivo zu einer Reduktion der
AP42-Bildung fithren konnen (Eriksen et al., 2003; Weggen et al., 2001). Die Substanz (R)-
Flurbiprofen wird derzeit in klinischen Studien der Phase III getestet (Imbimbo, 2008; Kukar
and Golde, 2008). Der Wirkmechanismus dieser Substanzen auf die Schnittspezifitdt der y-
Sekretase ist noch weitgehend ungekldrt, wobei eine kiirzlich veroffentlichte Studie eine
Bindung an APP postuliert (Kukar et al., 2008).

Der Befund, dass BACEI ,,Knockout Méiuse lebensfahig sind und keinen offensichtlichen
Phénotyp aufweisen (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001), zeigt, dass

dieses Enzym ein attraktives Zielmolekiil fiir die Therapie der Alzheimer Krankheit darstellt
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(Vassar, 2002). Auch die kiirzlich publizierte Involvierung von BACE]1 in die Prozessierung
von Neuregulin und dadurch in die Myelinisierung des peripheren Nervensystems (Willem et
al., 2006) steht dieser Sichtweise nicht entgegen, da die Myelinisierung ein Prozess ist, der
bereits friih in der Entwicklung stattfindet, wahrend eine Behandlung der Alzheimer
Krankheit mit BACE1-Inhibitoren erst in fortgeschrittenem Alter erfolgen wiirde. Es konnten
bereits einige hocheffiziente Inhibitoren identifiziert werden, welche auf peptidischen
Strukturen beruhen (Ghosh et al., 2001; Sinha et al., 1999). Diese Art von Molekiilen ist
jedoch zu groB3, um die Bluthirnschranke zu passieren, was eine therapeutische Anwendung
ausschlieBt. Sie dienen aber als Ausgangsmolekiile fiir die Entwicklung von weiteren
Inhibitoren (Vassar, 2002). Ein Problem hierbei stellt das relativ grofle aktive Zentrum von
BACE]1 dar (Hong et al., 2000), was eine Inhibtion mit niedrig-molekularen Substanzen (,,low
molecular weight compounds”) erschwert. Aus diesem Grund ist es von entscheidender
Bedeutung, mehr tiber die Regulation der Ektodoménenspaltung von APP zu lernen, um auf

diesem Weg alternative Ansidtze zur Inhibition der AB-Bildung zu identifizieren.
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1.6 Ziel der Arbeit

Die Identifizierung geeigneter BACE1-Inhibitoren zur Therapie der Alzheimer Krankheit
gestaltet sich sehr schwierig (siehe 1.5.2). Dariiber hinaus ist die Blockade der vy-
Sekretasespaltung zur Hemmung der amyloidogenen Prozessierung von APP aufgrund des
groflen Substratspektrums des Enzyms therapeutisch nicht einsetzbar (siehe 1.3.3 und 1.5.2),
wihrend die bisher bekannten y-Sekretasemodulatoren nur bei sehr hohen, therapeutisch
wenig relevanten Konzentrationen wirksam sind.

Das Ziel dieser Arbeit war deshalb neue Wege zur Inhibition der amyloidogenen
Prozessierung von APP zu identifizieren. Zu diesem Zweck sollte zu Beginn ein Screen nach
chemischen Modulatoren der APP-Ektodoménenspaltung durchgefiihrt werden. Hierfiir sollte
eine Substanzbibliothek verwendet werden, die 480 Substanzen mit weitestgehend bekannten
Effekten enthdlt (ICCB Known Bioactives Library, Biomol). Als Reporterzelllinie sollten
klonale HEK293-EBNA Zellen, die ein Fusionsprotein aus sekretorischer alkalischer
Phosphatase und APP (AP-APP) exprimieren, verwendet werden (AP-APP Zellen), in
welchen die Menge an abgespaltener APP-Ektodoméne im konditionierten Medium mittels
einer alkalischen Phosphatase-Reaktion bestimmt werden kann (Lichtenthaler et al., 2003;
Schobel et al., 2006). AnschlieBend sollten die Effekte der im Screen gefundenen ,,Hits* in
verschiedenen Zelllinien verifiziert und mithilfe biochemischer und zellbiologischer
Methoden, sowie zellfreier Testsysteme der zugrundeliegende Mechanismus aufgeklért
werden. Dartiber hinaus sollte ein moglicher Effekt der im Screen gefundenen Substanzen auf
die Schnittspezifitit der y-Sekretase untersucht werden. Hierfiir sollten ein sogenannter
»dandwich-Immunoassay®, sowie die Harnstoff-Gelelektrophorese nach Wiltfang (Wiltfang

et al., 1997) zur Bestimmung der verschiedenen AB-Spezies eingesetzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

2.1.1.1 Allgemein

Material Hersteller
Analysenwaage (Analytical+ 200 g - 0,0001 g) Ohaus
Autoklav (Tuttnauer 3850 EL) Systec
Einwegauslaufpipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml) Sarstedt
Feinwaage (Standard 2000 g - 0,01 g) Ohaus
Gefrierschrank (Arktis) AEG
-80°C-Gefrierschrank Heraeus

Heizblocke

Kolbenhubpipetten (1 ml, 200 ul, 20 ul, 2 ul)
Kiihlschrank (Santo)

Kiihlzentrifuge (Biofuge fresco)
Magnetriihrer (IKAMAG RCT basic)
Mikrotiterplatten (96-well, transparent)
Mikrowelle

pH-Elektrode

pH-Meter (Inolab pH Level 1)
Pipettenspitzen (1 ml, 200 pl, 20 pl, 2 ul)
Pipettierhilfe (Accu-Jet)
Plattenspektrometer

Scanner

Spannungsquelle

Thermomixer kompakt

Thermomixer

Tischzentrifuge (Biofuge pico)
Uberkopfschiittler (Reax2)

Vortex VF2
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Stuart Scientific, NeoLab
Gilson

AEG

Heraeus

IKA Labortechnik
Nunc

Alaska

Schott

WTW

Sarstedt

Brand

Tecan

Hewlett Packard
Bio-Rad
Eppendorf
Eppendorf
Heraeus

Heidolph
IKA-Labortechnik
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Wirmeschrank 37°C (Function line) Heraeus
Wasseraufbereitungsanlage Millipore
Wasserbad GFL

Zentrifuge Avanti J-20 XP Beckmann
2.1.1.2 Molekularbiologische Methoden

Material Hersteller
Dokumentation (Quickstore plus II) MS Laborgerite
Drucker Geldokumentationsanlage Mitsubishi
Elektrophoresekammern Peqlab

Kamera (CCD Video Camera Module) MS Laborgerite
PCR-Maschine (PTC-200) MJ Research

Schiittelinkubator Certomat BS-1

B. Braun Biotech International

UV-Schirm Intas
2.1.1.3 Zellkultur

Material Hersteller
Bunsenbrenner Heraeus
Einfriergefifie (Qualifreeze) Qualilab
Einwegpipetten, steril (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt
Einweg-PP-Rohrchen, steril (15 ml, 50 ml) Sarstedt
Mikroskop (Wiloverts 10x 4/10/20) Hund

N»-Tank (Chronos)
Pasteurpipetten
Sterilwerkbank
Zahlkammer (Neubauer)

Messer Griesheim
Sarstedt
Heraeus Instruments

Optik Labor

Zellkulturschalen (6 cm, 10 cm, 24-well, 12-well, 6-well) Nunc

Zell-Inkubator
Zentrifuge Megafuge 1.0

2.1.1.4 Zellulire Assays
Material

Heraeus, Kendro Laboratories

Heraeus Instruments Products

Hersteller

Multidrop
Pipettier-Roboter (BiomekFX)

Thermolabs

Beckmann Coulter
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Plattenspektrometer (Victor2)
Poly-D-Lysin-beschichtete Zellkulturgetiaf3e
(384-well, 96-well, 24-well)

Perkin Elmer

BD Biosciences

Mikrotiterplatten (384-well, transparent) Nunc
2.1.1.5 Proteinbiochemische Methoden
Material Hersteller
Elektrophoresekammern

Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis Cell Bio-Rad

Hoefer Mighty Small Gelsystem
Filmentwicklungsgerit (Curix 60)
Fluorchem 8900
Rontgenfilme (SuperRX)

Streptavidin-beschichtete Standard MA2400 Messplatten

(96-well)
Sektor Imager
Transferkammer: Mini Trans-Blot Transfer Cell

Gel Transfer Filterpapier

Amersham Biosciences
Agfa
Biozym

Fujifilm

Meso Scale Discovery (MSD)
Meso Scale Discovery (MSD)
Bio-Rad

Schleicher & Schuell

PVDF Membran (Immobilon-P) Millipore
Nitrozellulose Membran (Protran) Schleicher & Schuell
Wasserbad mit Schiittelvorrichtung (1083) GFL
2.1.1.6 BACEL1 in vitro Test
Material Hersteller
Fluorimeter (Fluoroscan Ascent FL)
Filtersystem: Exitation 530 nm / Emission 590 nm Labsystems
Mikrotiterplatten (96-well, schwarz) Nunc
2.1.1.7 Calcium-Imaging
Material Hersteller
Glasplattchen (@ 12 mm) Marienfeld
Fluoreszenz-Mikroskop (BX50WT) Olympus
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2.1.1.8 NMR-Analyse
Material

Hersteller

Varian VXR-400 Spektrometer

Varian

2.1.2 Enzyme, Versuchssysteme (Kits), Chemikalien

2.1.2.1 Allgemein

Nicht spezifisch aufgefiihrte Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck, Serva oder

Sigma bezogen. Sind keine anderen Angaben gemacht, so wurden die Chemikalien mit dem

Reinheitsgrad p.a. eingesetzt.

2.1.2.2 Molekularbiologische Methoden
Material

Hersteller

NucleoBond AX500 Kit
NucleoSpin Extract Kit
NucleoSpin Plasmid Kit
Agarose NA

Ampizillin

dNTP (10 mM)

HEPES

1 kb-DNA-Leiter

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Amersham Biosciences
Roth

Roche

Biomol

Gibco Invitrogen Corporation

Pwo-Polymerase (1 U/pl) Peqlab

10x Pwo Polymerase Reaktionspuffer Peqlab

Restriktionsenzyme MBI Fermentas /
New England Biolabs

SAP (1 U/ul) Roche

T4 DNA-Ligase (5 U/pl) Roche

T4 DNA-Ligase-Puffer Roche

2.1.2.3 Zellkultur

Material Hersteller

DMEM Invitrogen

Fotales Kdlberserum (FCS) Gibco

G418 Invitrogen
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Hygromyzin Invitrogen
Penicillin/Streptomycin Gibco
Poly-L-Lysin Hydrobromid Sigma
Puromycin Sigma
Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco
Zeocin Invitrogen
2.1.2.4 Zelluliire Assays

Material Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Lipofectamine 2000 Invitrogen
Substanzbibliothek (ICCB Known Bioactives Library) Biomol
Toxizititsbestimmungs-Kit (CytoTox 96*) Promega
Triton X-100 Merck
2.1.2.5 Proteinbiochemische Methoden

Material Hersteller
4-Nitrophenyl-Phosphat Dinatriumsalz Hexahydrat

(AP-Substrat) Fluka
Acrylamid

Acrylamid - Bis Losung (Tris-Glycine-Gele)

(37,5:1/40 % (w/v)) Serva

Acrylamid (Tris-Tricine-Gele) Biomol

N-N’-Methylen-Bisacrylamid (Tris-Tricine-Gele) Serva

Acrylamid — Bis Losung (Harnstoff-Gele)

(19:1 /40 % (w/v)) Bio-Rad
Alkalische Phosphatase gekoppelte Sekundérantikdrper ~ Tropix
Ammonium-Persulfat (APS) Roche
BCA-Assay Kit Uptima, Interchim
Bicin Sigma
Bis-Tris Sigma

Bovines Serumalbumin (BSA)
ECL Western Blotting Detection Reagents
ECLplus Western Blotting Detection System
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Glutaraldehyd

Glycin

Harnstoff

[-Block

Magermilchpulver (instant)

[B-Mercaptoethanol

Molekulargewichtsstandard Marker (See Blue Plus 2)
MSD Read-Puffer

Sigma
Biomol
Serva
Tropix
Frema
Merck
Invitrogen

Meso Scale Discovery (MSD)

NP-40 Sigma
Protein-A-Sepharose (PAS) Sigma
Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG (1mg/ml) Promega
Peroxidase-gekoppelte anti-Maus IgG (1mg/ml) Promega
Protease-Inhibitor-Mix (PI-Mix) Sigma
SDS (,,sodium-dodecyl-sulfate”’; Natrium-Dodecyl-Sulfat) Calbiochem
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) Merck
Tricin Biomol
Tris Biomol
Tween-20 Merck
Western Star Kit Tropix
2.1.2.6 BACEI1 in vitro Test

Material Hersteller
Natrium-Acetat Trihydrat Roth

Substratpeptid

2.1.2.7 Calcium-Imaging
Material

Amersham Biosciences

Hersteller

Fura-2/AM

2.1.2.8 NMR-Analyse

Molecular Probes

Material Hersteller
Lipide (POPC, PSM) Avanti Polar Lipids
Cholesterin Sigma
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2.1.3 Puffer und Medien

Alle Losungen wurden mit voll entsalztem H,O angesetzt, das mit einer Milli-Q Anlage zur
bidest. Qualitét aufgereinigt wurde und einen elektrischen Widerstand >18.2 MQ cm bei 25°C
hat. Bei Prozentangaben handelt es sich um Volumenprozent, soweit keine anderen Angaben

gemacht wurden.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung

Puffer Zusammensetzung
4x DNA-Probenpuffer 30 % Glyzerin

10 mM EDTA

0,05 % Orange G
4x SDS-Probenpuffer 4 ml 20 % Glyzerin

4 ml 20 % (w/v) SDS

1 ml B-Mercaptoethanol
1,25 ml 1 M Tris pH 6,8

10 pl 10 % Bromphenolblau

2x Wiltfang-Probenpuffer 0,72 M Bis-Tris

0,32 M Bicine

2 % SDS

5 % B-Mercaptoethanol
30 % Sucrose
Bromphenolblau

Ampizillin-Stamml6sung (1000x) 100 mg/ml Ampizillin in 70 % Ethanol

Anoden-Puffer (Harnstoff-Gele) 0,2 M Tris-HCI
50 mM H,S04

Anoden-Puffer (Tris-Tricin-Gele) 0,2 M Tris-HCI pH 8,9

AP-Puffer 0,1 M Glycin
1 mM MgCl,
1 mM ZnCl,
pH 10,4 (mit NaOH einstellen)

Blockierlosung fiir Western Blot 5 % Magermilchpulver in PBST oder
0,8 g I-Block in 400 ml PBS + 400 pl Tween-20

ECL-Blockierpuffer PBS
0,5 % BSA
0,05 % Tween-20

Elektrophoresepuftfer (SDS-PAGE) 25 mM Tris
0,2 M Glycin
0,1 % SDS

Einfriermedium FCS mit 10 % DMSO
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HBSS-Puffer (Ca**-frei)

145 mM NaCl
2,5 mM KCl

1 mM MgCl,
20 mM HEPES
10 mM Glucose
50 uM EGTA
pH 7,2

HBSS-Puffer (Ca*-haltig)

145 mM NaCl
2,5 mM KCl1

20 mM HEPES
10 mM Glucose
1,8 mM CaCl,
pH 7,2

Gelpuffer (Tris-Tricin-Gele)

3 M Tris-HCI pH 8,45
0,3 % (w/v) SDS

Kathoden-Puffer (Harnstoff-Gele)

0,2 M Bicin
0,1 M NaOH
0,25 % SDS

Kathoden-Puffer (Tris-Tricin-Gele)

0,1 M Tris-HCI
0,1 M Tricin
0,1 % SDS

LB-Medium

1 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl pH 7,0
(autoklavieren)

Lysispuffer

50 mM Tris pH 7,5
150 mM NacCl

1 % NP-40

2 mM EDTA
PI-Mix

Natrium-Acetat-Puffer

50 mM Natrium-Acetat pH 4,5

PBS

140 mM NacCl

10 mM Na,HPO4

1,75 mM KH,PO,4 pH 7,4
(autoklaviert)

PBS/EDTA

PBS
25 mM EDTA

PBST

PBS
0,05 % Tween-20

Protein-A-Sepharose

2 mg PAS in 1 ml 20 % Ethanol
vor Gebrauch 3x mit PBS gewaschen

Primérantikorper

Antikorper in entsprechender Konzentration
(siche 2.1.4)

0,25 % (w/v) BSA

0,05 % (w/v) Natriumazid

in PBST

Poly-L-Lysin-Ldsung

100 pg/ml Poly-L-Lysin in dH,O (steril)

Sammelgelpuffer (Harnstoff-Gele)

0,72 M Bis-Tris
0,32 M Bicin
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Sammelgelpufter (Tris-Glycin-Gele)

0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS

Sekundérantikorper

Antikorper in
(siche 2.1.4)
0,25 % BSA

in PBST

entsprechender

Konzentration

SOB-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO4

2,5 mM KCI

ad 1 1 mit dH,O (autoklavieren)

Spacergelpuffer (Harnstoff-Gele)

0,8 M Bis-Tris
0,2 M H,SO,

STEN-Puffer

0,05 M Tris-HCI pH 7,6
0,15 M NacCl
2 mM EDTA
0,2 % NP-40

STEN-NacCl

STEN-Puffer mit 175 mM NaCl

STEN-SDS

STEN-Puffer mit 0,1 % SDS

Stripping-Puffer

67,5 mM Tris pH 6,8
2 % SDS

TAE-Puffer (50x Stammlosung)

2 M Tris
1 M Essigséure
50 mM EDTA

TB-Puffer

10 mM HEPES

15 mM CacCl,

250 mM KCl1

55 mM MnCl,

pH 6,7 (mit KOH einstellen)
steril filtrieren

Transferpuffer

25 mM Tris
0,2 M Glycin

Trenngelpufter (Harnstoff-Gele)

1,6 M Tris
0,4 M H,SO4

Trenngelpufter (Tris-Glycin-Gele)

1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS

Waschpuffer I

PBS
0,05 % Tween-20

Waschpuffer 11

PBS
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2.1.4 Antikorper

Folgende Antikorper wurden im Laufe dieser Doktorarbeit verwendet.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die fiir den Western Blot verwendeten Primirantikérper

Name Zielprotein / Spezies Verdiinnung Quelle
Epitop
6E10 AB 1-16 Maus, 1:2000 Senetek Inc.
monoklonal
4G8 AP 17-24 Maus, 1:1000 Senetek Inc.
monoklonal
3552 AP 1-40 Hase, 1:1000 Eurogentec
polyklonal
22C11 APP (AS 66-81) | Maus, 1:5000 Dr. K.
monoklonal Beyreuther
Wwo02 APPsa Maus, 1 ng/ml Dr. K.
monoklonal Beyreuther
192wt APPsf (wt) Hase, 1:100 Elan
polyklonal Pharmaceuticals
192swe APPsp (swe) Hase, 1:800 Elan
polyklonal Pharmaceuticals
6687 APP, C- Hase, 1:1000 Eurogentec
Terminus polyklonal
EE-17 BACEl1 Hase, 1:4000 Sigma
Ektodomine polyklonal
a-Calmodulin Bovines Maus, 0,5 pg/ml Upstate
Calmodulin monoklonal
(AS 128-148)
mono-GFP GFP Maus, 1:2000 Clontech
monoklonal
a-B-Aktin Humanes - Maus, 1:1000 Sigma
Aktin monoklonal

Tabelle 3: Ubersicht iiber die fiir den Western Blot verwendeten Sekundirantikorper

Name Zielprotein / Spezies Verdiinnung Quelle
Epitop

a-mouse-HRP Maus IgG Ziege 1:10000 Promega

a-rabbit-HRP Hase IgG Ziege 1:10000 Promega

AP-gekoppelter Maus IgG Ziege 1:5000 Tropix

Sekundérantikdrper

HRP: Meerrettich-Peroxidase; AP: alkalische Phosphatase
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die fiir die Inmunprizipitation verwendeten Antikorper

Name Zielprotein / Spezies Verdiinnung Quelle
Epitop
3552 AP 1-40 Hase, 1:400 Eurogentec
polyklonal
4G8 AP 17-24 Maus, 1:100 Senetek Inc.
monoklonal

Tabelle 5: Ubersicht iiber die fiir den ,,Sandwich-Immunoassay“ verwendeten Antikorper

Name Zielprotein / Spezies Verdiinnung Quelle
Epitop

a-AB38 MSD- AB38 Maus, 1:1000 MSD
TAG monoklonal

a-Ap40 BAP24- AP40 Maus, 1:1000 Roche
TAG monoklonal

a-Ap42 BAP24- AP42 Maus, 1:1000 Roche
TAG monoklonal

2.1.5 Chemische Substanzen

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten chemischen Substanzen aufgefiihrt.
Angegeben sind jeweils der Name der Substanz sowie das Losungsmittel und die

Bezugsquelle.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten chemischen Substanzen

Name Losungsmittel Bezugsquelle
Amiodarone Hydrochlorid DMSO Sigma
Amiodarone-Derivate DMSO Dr. H.-R. Ha
B-Sekretase Inhibitor IV (C3) DMSO Calbiochem

Bepridil Hydrochlorid DMSO Sigma

Chloroquine dH,0 Sigma

Fenofibrate DMSO Sigma

GL-189 (BACE]l-Inhibitor) DMSO K. Maskos / W. Bode
ICCB Known Bioactives Library DMSO Biomol

NH4C1 dH,O Merck

Nimodipine DMSO Sigma
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat Ethanol / DMSO | Calbiochem

(PMA)

Sulindac Sulfid DMSO Sigma

Tamoxifen Ethanol Sigma

TAPI-1 DMSO Peptides International
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2.1.6 Plasmide und Oligonukleotide

Folgende Plasmide und Oligonukleotide wurden verwendet.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide

Name Vektor cDNA Klonierungs- Bezugsquelle
Enzyme
p12-GFP- peak12 GFP-CaMbp HindIII / Notl Im Rahmen
CaMbp (CaM-bindende dieser
Sequenz aus Doktorarbeit
CaMKII hergestellt
fusioniert an
GFP)
pcDNA3.1- pcDNA3.1/Zeo | BACElwt EcoRI / Xhol Dr. M. Willem
BACElIwt (+)
pcDNA3.1- pcDNA3.1/Zeo | BACE1-GPI HindIII / Notl Dr. M. Willem
BACEI1-GPI (+) (Westmeyer et
al., 2004)
pcDNA3.1-AP- | pcDNA3.1/Zeo | AP-APP HindIII / NotI Umkloniert aus
APP (+) p12-SEAP-APP
pCEP4-SP-C99 | pCEP4 SP-C99 Kpnl / Notl Dr. S.
Lichtenthaler
pNRG1-B1- pAPtag-5 NRG1-B1 Xbal / Xhol Dr. M. Willem
APTag5 (partielle (Zhou et al.,
Sequenz) 2004)

GFP: green-fluorescent protein; CaMbp: Calmodulin-bindendes Peptid; CaMKII:

Calmodulin-abhingige Kinase II; GPI: Glycosylphosphatidylinositol-Anker;

SEAP=AP: sekretorische alkalische Phosphatase; NRG: Neuregulin

In Tabelle 8 sind die verwendeten Oligonukleotide aufgelistet. Angegeben sind der Name des

hergestellten Plasmids, die verwendeten Oligonukleotide und die fiir die PCR-Reaktion

verwendete Template-DNA.

38




Material und Methoden

Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide

Plasmid-
name

Oligonukleotide

Template
-DNA

p12-GFP-
CaMbp

PCR1

fw: p12-Hind

5’-CATTCTCAAGCCTCAGACAGTGG-3’

rev: CaMbp CaMKII rev

5’-
GGCACCCTTCAATTTCCGTCGAGCATTAAATTTCTTCAACC
CGCCACCGCCCTCTAGACCTCCGCCCTTG-3

bzw.

fw: CaMbp_CaMKII fw

5-
CGGAAATTGAAGGGTGCCATCTTGACAACTATGCTGGCTT
GAGCGGCCGCAGGTAAG-3’

rev: pAnNT
5’- GTGCCTGAAGCGGATCCAGAC-3’

PCR 2

fw: p12-Hind
rev: pAnNT

p12-GFP

Produkte
aus PCR1

fw: Vorwirts-Primer (forward); rev: Riickwarts-Primer (reverse)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien ist in Tabelle 1 (2.1.3) aufgefiihrt.

2.2.1.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (,,polymerase chain reaction*, PCR)

Fiir die Amplifikation von DNA mittels PCR wurden folgende Reaktionsansitze hergestellt:

5ul  Pwo-Reaktionspuffer (komplett)

1 ul  Template-cDNA (200 ng/ul)

4 ul  entsprechendes Vorwérts-Nukleotid (,,forward primer”, 10 pM)
4 ul  entsprechendes Riickwérts-Nukleotid (,,reverse primer®, 10 uM)
I ul  dNTP-Mix (10 mM)

1 ul  Pwo-Polymerase (1 U/ul)

34 ul dH,O

Gesamtvolumen: 50 pl

Die Reaktionsansétze wurden gemischt und die Amplifikation mit folgendem PCR-Programm

durchgefiihrt:

Schritt 1:  94°C, 3 Min.

Schritt 2:  94°C, 30 Sek.

Schritt 3:  52°C, 30 Sek. } 30 Zyklen
Schritt 4:  72°C, 1-2 Min.

Schritt 5:  72°C, 10 Min.

Nach Beendigung der Amplifikation wurde die DNA auf einem Agarosegel analysiert (siche
2.2.1.2), aufgereinigt (siche 2.2.1.3) und fiir die weitere Klonierung verwendet (siche 2.2.1.4

).

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Trennung und Analyse von linearen DNA-Fragmenten,
superhelikaler Plasmid-DNA und zur priparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden
1-2 %ige Agarosegele in TAE-Puffer und 0,2 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Vor dem
Auftragen wurden die DNA-Proben mit 1/4 Volumen 4x DNA-Probenpuffer versetzt. Als
GroBenstandard diente eine 1 kb-DNA-Leiter. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V in TAE-

Puffer in Agarose-Gelkammern.
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2.2.1.3 Aufreinigung/Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen
Das gewiinschte DNA-Fragment wurde unter UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells aus dem
Agarosegel ausgeschnitten. Anschlieend wurde die DNA mithilfe des Nucleospin Extract Kit

nach Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.

2.2.1.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (Restriktionsverdau)

Fiir analytische Ansédtze wurden ca. 500 ng Plasmid-DNA fiir 1-2 h bei 37°C mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen (10 U) und dem vom Hersteller empfohlenenen
Reaktionspuffer in 20 pl Endvolumen inkubiert. Die Analyse der Restriktion erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.2).

Fiir préparative Ansdtze im Rahmen der Klonierung wurden 1 pg Plasmid-DNA oder
5-10 pg des entsprechenden PCR-Produktes in dem vom Hersteller empfohlenen
Reaktionspuffer mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (10 U) in einem Endvolumen
von 30 pl fir 3-4 h bzw. liber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Analyse und Aufreinigung der
DNA-Fragmente erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese (sieche 2.2.1.2) und
anschlieBender Isolierung der DNA aus dem Gel (siehe 2.2.1.3).

2.2.1.5 Dephosphorylierung von DNA

Vor einer Ligation (sieche 2.2.1.6) wurden die 5’-Phosphatgruppen der Plasmid-DNA-
Molekiile mithilfe einer alkalischen Phosphatase (,,shrimp alkaline phosphatase®, SAP)
abgespalten, um eine intramolekulare Religation zu vermeiden. Dazu wurden dem
praparativen Restriktionsverdau der Plasmid-DNA nach Ende der Spaltungsreaktion 1 pul SAP
zugefligt und der Ansatz fiir weitere 30 Min. bei 37°C inkubiert.

2.2.1.6 Ligation von DNA

Die Insertion des mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdauten DNA-Fragmentes
(siehe 2.2.1.4) in das restringierte und dephosphorylierte Plasmid (siehe 2.2.1.5) erfolgte unter
der Verwendung der T4 DNA-Ligase. Dafiir wurden ca. 200 ng Plasmid-DNA und ca. 1 pg
DNA-Fragment mit 5 U T4 DNA-Ligase und T4 DNA-Ligase-Puffer in einem 20 pl
Ligationsansatz gemischt und fiir 2-3 Stunden bei RT inkubiert. 10-15 pl des

Ligationsansatzes wurden zur Transformation in kompetente E. coli DH5a-Zellen verwendet.
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2.2.1.7 Herstellung des kompetenten E. coli-Stammes DHS5a

100 ml SOB-Medium wurden mit einer Escherichia coli DH5a-Kolonie angeimpft und {iber
Nacht bei 37°C/200 upm inkubiert. Am nédchsten Morgen wurde die Bakterienkultur mit
SOB-Medium in einem Volumen von 250 ml auf eine ODgos von 0,1 verdiinnt und bei
18°C/250 upm fiir 20-24 h inkubiert. Inoue et al. konnten zeigen, dass die Kompetenz der
Zellen sich erhoht, wenn das Wachstum bei 18°C stattfindet (Inoue et al., 1990). Nach dem
Erreichen einer ODgps von 0,6-0,8 wurde die Kultur auf fiinf 50 ml-Falkon-Gefidfle aufgeteilt
und 10 Min. auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C/3500 upm fiir 20 Min.
Das Bakteriensediment wurde anschlieBend in 80 ml TB-Puffer resuspendiert (4°C) und 10
Min. auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C/3500 upm fiir 20 Min. wurde das
Sediment in 20 ml TB-Puffer (4°C) gelost und 1,5 ml DMSO (Endkonzentration: 7 %)
zugegeben. Nach einer weiteren 10-miniitigen Inkubation auf Eis erfolgte die Aliquotierung
der Bakteriensuspension in 200 pl-Aliquots bei 4°C. Die Bakterienaliquots wurden umgehend

in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

2.2.1.8 Transformation von DNA-Konstrukten in E. coli DHSa

Zur Transformation der hergestellten DNA-Konstrukte in E. coli DH5a wurden 10-15 pl
Ligationsansatz mit 80 pl Bakteriensuspension vermischt und fiir 30 Min. auf Eis inkubiert.
Um eine Aufnahme der DNA in die Bakterienzellen zu ermoglichen wurden die Ansitze fiir
2 Min. bei 42°C inkubiert und dann fiir weitere 2 Min. auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend
wurden 800 ul LB-Medium zugesetzt und die Ansitze fiir 30 Min. bei 37°C auf dem Schiittler
(200 upm) inkubiert. Danach wurden die Bakterienzellen bei 6000 upm fiir 1 Min. pelletiert,
in 100 pl LB-Medium resuspendiert und auf Ampizillin-haltige LB-Platten
(100 pg/ml Ampizillin) ausplattiert. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden auf der
Platte gewachsene Einzelkolonien zum Animpfen von Ubernachtkulturen fiir die

Plasmidpréparation nach der Mini-Préap-Methode (siehe 2.2.1.9) verwendet.

2.2.1.9 Praparation von Plasmid-DNA (Mini- und Maxi-Priip)

Fiir eine Mini-Prap wurden 5 ml Ampizillin-haltiges LB-Medium (100 pug/ml Ampizillin) mit
einer Einzelkolonie von transformierten E. coli DHS5a (siehe 2.2.1.8) angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C auf dem Schiittler (200 upm) inkubiert. Die DNA wurde mithilfe des
Nucleospin Plasmid Kits nach Vorschrift des Herstellers aus den Bakterienzellen prépariert
und aufgereinigt. Nach Verifizierung des DNA-Konstruktes mittels Restriktionsverdau (sieche

2.2.1.4) wurden mit dem Rest der fiir die Mini-Prip verwendeten Ubernachtkultur 250 ml
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Ampizillin-haltiges LB-Medium (100 pg/ml Ampizillin) angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
auf dem Schiittler (200 upm) inkubiert. Die DNA wurde mithilfe des Nucleobond AX500 Kits
nach Vorschrift des Herstellers aus den Bakterienzellen prépariert und aufgereinigt (Maxi-
Prip). Die erhaltene DNA wurde erneut mittels Restriktionsverdau und anschlieBender

Sequenzierung (siehe 2.2.1.10) tberpriift.

2.2.1.10 Sequenzierung der DNA-Konstrukte
Die Sequenzierung der DNA-Konstrukte wurde von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz)
durchgefiihrt.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Verwendete Zelllinien

HEK293-EBNA Zellen wurden in ,,Dulbecco’s modified eagles medium*“ (DMEM), dem
10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden, kultiviert und werden als
HEK293Ewt Zellen bezeichnet.

Klonale HEK293-EBNA Zellen, die ein Fusionsprotein aus sekretorischer alkalischer
Phosphatase und APP (AP-APP) sowie Bcl-X/CrmA exprimieren (Klon Sabc70), wurden
wie beschrieben hergestellt und kultiviert (Schobel et al., 2006) und werden als AP-APP
Zellen bezeichnet.

Stabil mit dem Konstrukt pCEP4/APP695 bzw. pCEP4/SP-C99 transfizierte HEK293-EBNA
Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 100 pg/ml
Hygromycin kultiviert und werden als HEK293E-APP695 bzw. HEK293E-SP-C99 Zellen
bezeichnet.

Klonale HEK293 Zellen, die humanes APP695 exprimieren, welches die schwedische
Mutation an der Schnittstelle der B-Sekretase aufweist (Citron et al., 1992), wurden in DMEM
mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 200 pg/ml G418 kultiviert und werden als
HEK?293-APP695swe Zellen bezeichnet.

Stabil mit dem Konstrukt pcDNA3.1-BACEIwt bzw. pcDNA3.1-BACE1-GPI transfizierte
HEK293-EBNA Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und
200 pg/ml G418 kultiviert und werden als HEK293E-BACE1wt bzw. HEK293E-BACE1-GPI

Zellen bezeichnet.
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Stabil mit dem Konstrukt peak12/APP695 transtizierte COS7 Zellen wurden in DMEM mit
10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 3,0 pg/ml Puromycin kultiviert und werden als
COS7-APP695 Zellen bezeichnet.

Klonale H4 Zellen, die humanes APP751 exprimieren, wurden in DMEM mit 10 % FCS, 1 %
Penicillin/Streptomycin und 200 pg/ml G418 kultiviert und werden als H4-APP751 Zellen
bezeichnet.

Klonale U373 Zellen, die humanes APP751 exprimieren, wurden in DMEM mit 15 % FCS
kultiviert und werden als U373-APP751 Zellen bezeichnet.

2.2.2.2 Kultivierung von Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.
Dazu wurden die Zellen in 10 cm-Schalen in den entsprechenden Medien (siche 2.2.2.1)
ausgesit und im Inkubator geziichtet. Bei Erreichen von ca. 70-80 % Konfluenz wurden die
Zellen mit 2 ml sterilem PBS gewaschen und mit 1,5 ml steriler PBS/EDTA-L6sung von der
Schale abgeldst. Die Zellsuspension wurde mit 3,5 ml Medium resuspendiert und auf Schalen
mit frischem Medium verteilt. Zum Abldsen einiger Zelllinien wurde statt PBS/EDTA eine
0,05 %ige Trypsin-EDTA-Losung verwendet. Die Zellen wurden nach dem Resuspendieren
fiir 5 Min. bei 1000 upm pelletiert, in 5 ml Medium aufgenommen und auf Schalen mit

frischem Medium verteilt.

2.2.2.3 Beschichtung von Zellkulturschalen mit Poly-L-Lysin

Die Zellkulturschalen wurden vollstindig mit steriler Poly-L-Lysin-Losung bedeckt (3 ml
einer 1:1000-Losung in sterilem dH>O) und mindestens 30 Min. bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Abnahme der Poly-L-Lysin-Losung wurden die Schalen zweimal mit je 5 ml

dH,O (steril) gewaschen und anschlieBend getrocknet.

2.2.2.4 Ausséen von Zellen

Zum Aussden wurden die Zellen wie unter 2.2.2.2 beschrieben abgeldst, mithilfe einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezihlt, auf die gewiinschte Zelldichte verdiinnt und auf die
jeweiligen Zellkulturgefdfle verteilt. Bis zum Versuchsstart wurden die Zellen dann bei 37°C

und 5 % CO, inkubiert.
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2.2.2.5 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden die Zellen nach Erreichen von 70-80 % Konfluenz
mit 2 ml sterilem PBS gewaschen und mithilfe von 1,5 ml PBS/EDTA bzw. Trypsin-EDTA-
Losung abgeldst, mit 3,5 ml Medium resuspendiert und fiir 5 Min. bei 1000 upm pelletiert.
AnschlieBend wurde das Zellpellet in 2 ml Einfriermedium aufgenommen und zu gleichen
Teilen auf zwei Kryorohrchen verteilt. Die Kulturen wurden bei -80°C eingefroren und fiir die

Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

2.2.3 Zelluliire Assays

2.2.3.1 Hitze-Inaktivierung von Serum (FCS) fiir den Screen
Das dem fiir den Screen verwendeten Zellkulturmedium zugesetzte Serum (FCS) wurde fiir

1 Stunde bei 60°C inkubiert, um darin enthaltene Phosphatasen zu inaktivieren.

2.2.3.2 Screen nach Substanzen, welche die Ektodoménenspaltung von APP modulieren
AP-APP Zellen (Lichtenthaler et al., 2003; Schobel et al., 2006) wurden in Poly-D-Lysin-
beschichteten 384-well Platten in einer Dichte von 2,75 x 10* Zellen pro well in Medium mit
nicht-inaktiviertem Serum mit dem sogenannten Multidrop ausgesdt. Am folgenden Tag
wurde das Medium durch frisches Medium mit inaktiviertem Serum ersetzt und mithilfe des
Pintools des BiomekFX die Substanzen, gelost in DMSO, aus den Platten der
Substanzbibliothek (Biomol) transferiert. Die Eintauchtiefe und -geschwindigkeit wurden
dabei so gewihlt, dass je ca. 150 nl Substanz transferiert wurden. Die Zellen wurden
darauthin wiederum bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Nach 4 und 8 Stunden wurden jeweils
10 pl Uberstand abgenommen und in unbeschichtete 384-well Platten transferiert, in die
bereits 70 ul AP-Reaktionslosung (AP-Puffer + AP-Substrat) mit dem Multidrop vorgelegt
worden waren. Die Ansdtze wurden durch kurze Zentrifugation der Platten gemischt und bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde stiindlich die Extinktion bei 405 nm in einem
Plattenspektrometer bestimmt, welche proportional zur Menge an umgesetztem AP-Substrat
ist. Fiir die nach 4 Stunden genommenen Proben wurden 5 Messwerte (1-5 Stunden), fiir die
nach 8 Stunden genommenen Proben 3 Messwerte (1-3 Stunden) bestimmt. Jede Substanz
wurde im Duplikat getestet. Als Negativkontrolle diente DMSO, als Positivkontrolle wurde
PMA eingesetzt. Alle Pipettierschritte wurden mithilfe des Pipettier-Roboters BiomekFX
durchgefiihrt.
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2.2.3.3 Behandlung von Zellen mit chemischen Substanzen

AP-APP Zellen wurden in Poly-D-Lysin-beschichtete 24-well Platten in einer Dichte von
3,25-4 x 10° Zellen/well ausgesit. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und
durch frisches Medium, welches die jeweilige chemische Substanz bzw. das Losungsmittel
alleine enthielt, ausgetauscht. Nach einer Inkubation fiir 4 Stunden bei 37°C und 5 % CO;
wurde das konditionierte Medium abgenommen und die Zellen in Lysispuffer lysiert (siche
2.2.4.1). Bei Behandlung mit TAPI-1 wurde vor der vierstiindigen Hauptinkubation eine
45-miniitige Prdinkubation durchgefiihrt. In den Medium-Proben wurde anschlieBend die
Aktivitét der alkalischen Phosphatase, wie unter 2.2.4.3 beschrieben, bestimmit.

Alternativ. wurden HEK293Ewt, HEK293E-APP695, HEK293E-SP-C99, HEK293-
APP695swe und COS7-APP695 Zellen in Poly-L-Lysin-beschichtete 6 cm-Schalen in einer
Dichte von 0,75-3,5 x 10° Zellen/Schale bzw. HEK293E-APP695, HEK293-APP695swe
HEK293E-APPAC, HEK293E-BACEl1wt und HEK293E-BACE1-GPI Zellen in Poly-D-
beschichtete 24-well Platten in einer Dichte von 2-3,5 x 10°/well (Dichte jeweils abhingig
vom Zelltyp) ausgesit. Am folgenden Tag wurde das Medium durch frisches Medium ersetzt.
Am zweiten Tag nach dem Aussden wurde das Medium abgenommen und durch frisches
Medium, welches die chemischen Substanzen bzw. das Losungsmittel alleine enthielt, ersetzt.
Nach einer Prainkubation fiir 45 Min. wurde das Medium erneut gewechselt und die Zellen
fiir weitere 4-24 Stunden in Substanz- bzw. Losungsmittel-haltigem Medium inkubiert. Nach
Ende der Inkubationszeit wurde das konditionierte Medium abgenommen und die Zellen in
Lysispuffer lysiert (siche 2.2.4.1).

H4-APP751 und U373-APP751 Zellen wurden in 24-well Platten in einer Dichte von 2,25 x
10° Zellen/well ausgesit. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und durch
frisches Medium, welches die chemischen Substanzen bzw. das Losungsmittel alleine
enthielt, ersetzt. Nach einer Prainkubation fiir 45 Min. wurde das Medium erneut gewechselt
und die Zellen fiir weitere 4 Stunden in Substanz- bzw. Losungsmittel-haltigem Medium
inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde das konditionierte Medium abgenommen und
die Zellen in Lysispuffer lysiert (siche 2.2.4.1). Fiir die Bestimmung von Af wurden H4-
APP751 Zellen in Poly-L-Lysin-beschichtete 10 cm-Schalen in einer Dichte von 6 x 10°
Zellen/Schale ausgesdt. Die Schalen wurden wie flir die 24-well Platten beschrieben
behandelt.

Die verwendeten chemischen Substanzen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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2.2.3.4 Transiente Transfektion mit rekombinanter DNA

Die entsprechenden Zellen wurden in Poly-D-Lysin-beschichteten 24-well Platten in einer
Dichte von 2 x 10° Zellen/well ausgesit. Am folgenden Tag wurden die Zellen mittels
Lipofectamine2000 transfiziert. Dazu wurden pro Ansatz 2 ul Lipofectamine mit 50 pl
DMEM (Lipo-Mix) und die gewiinschte DNA-Menge ebenfalls mit 50 ul DMEM (DNA-
Mix) gemischt. Lipo-Mix und DNA-Mix wurden vereinigt und fiir 20 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Mischung auf die Zellen pipettiert. Am
folgenden Tag wurde das Medium gewechselt. Am zweiten Tag nach der Transfektion wurde
das konditionierte Medium abgenommen und die Zellen lysiert (siche 2.2.4.1). Alternativ
wurde vor der Verarbeitung der Zellen eine Behandlung mit chemischen Substanzen mit

45 Min. Prédinkubation und 4 Stunden Hauptinkubation durchgefiihrt (siehe auch 2.2.3.3).

2.2.3.5 Herstellung stabil exprimierender Zelllinien

Zur Herstellung von Zelllinien, die ein bestimmtes Protein stabil exprimieren, wurden die
entsprechenden Zielzellen, wie unter 2.2.2.4 beschrieben, in unbeschichtete 24-well Platten in
einer Dichte von 2 x 10° Zellen/well ausgesit. Die Zellen wurden am folgenden Tag, wie
unter 2.2.3.4 beschrieben, mit dem gewiinschten Konstrukt transfiziert. Einen weiteren Tag
spater wurde das Medium gewechselt. An zweiten Tag nach Transfektion wurden die Zellen
in 6-well Platten umgesetzt und die Selektion mit dem entsprechenden Antibiotikum gestartet.
Den Selektionsprozess konnen nur Zellen {iberleben, die das transfizierte Konstrukt stabil
tragen, da auf diesem die Antibiotikums-Resistenz kodiert ist. Von den selektionierten Zell-
Pools wurden, wie unter 2.2.4.1 beschrieben, Zelllysate hergestellt und in diesen mittels SDS-
PAGE und Western Blot (siehe 2.2.4.5 und 2.2.4.8) die Expression des gewiinschten Proteins
nachgewiesen. In manchen Fillen wurden die Zell-Pools anschlieend vereinzelt, um klonale

Zelllinien zu erhalten.

2.2.3.6 Transienter ,,knock-down* von Calmodulin mittels siRNA-Oligos

Fiir den transienten ,,knock-down* von Calmodulin wurde ein Ansatz gewihlt, der auf der
Transfektion von siRNA (,,small interfering RNA*)-Oligonukleotiden basiert. Da Calmodulin
von drei verschiedenen Genen codiert wird (calmi-3), wurden siRNA-Oligonukleotide gegen
die Genprodukte von calml und calm3 verwendet. Die Oligonukleotide wurden von der
Firma Dharmacon in Form von ,,Pools* (smart pools) zur Verfiigung gestellt, welche jeweils

vier verschiedene Oligonukleotide enthalten. Als Kontrolle wurde ein Pool von sogenannten
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,hon-targeting siRNAs*“ verwendet, der gegen keine bestimmte Sequenz gerichtet ist. Die
Pools hatten eine Konzentration von 20 uM.

HEK293E-APP695 Zellen wurden in Poly-D-beschichtete 24-well Platten in einer Dichte von
1 x 10° Zellen/well ausgesit. 4 Stunden spiter wurden die Zellen mit den Oligonukleotid-
Pools mittels Lipofectamine2000 transfiziert. Dazu wurden pro Ansatz Gemische aus 2 pl
Lipofectamine und 50 ul DMEM (Lipo-Mix) sowie aus 4 pl Kontroll- bzw. je 2 ul ca/ml und
calm3-Oligonukleotiden und 50 ul DMEM (Oligo-Mix) hergestellt. Lipo- und Oligo-Mix
wurden vereinigt und flir 20 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubation
wurde die Mischung auf die Zellen pipettiert. Am folgenden Tag wurde das Medium
gewechselt. Einen weiteren Tag spiter wurde das konditionierte Medium abgenommen und
die Zellen lysiert (siche 2.2.4.1). Alternativ wurde vor der Verarbeitung der Zellen eine
Behandlung mit chemischen Substanzen mit 45 Min. Prdinkubation und 4 Stunden

Hauptinkubation durchgefiihrt (siche auch 2.2.3.3).

2.2.3.7 Toxizititsbestimmung mittels Laktat-Dehydrogenase-Test (LDH-Assay)

HEK293E-APP695 Zellen wurden in Poly-D-Lysin beschichtete 96-well Platten in Medium
mit Hitze-inaktiviertem Serum in einer Dichte von 2 x 10* Zellen/well ausgesit. Am
folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und durch frisches Medium, welches
unterschiedliche Konzentrationen von Bepridil Hydrochlorid bzw. das Losungsmittel DMSO
alleine enthielt, ersetzt (je 8 wells/Konzentration). Als Positivkontrolle wurde Tamoxifen mit
Ethanol als Losungsmittelkontrolle verwendet. Die Zellen wurden fiir weitere 24 Stunden
inkubiert. 45 Min. vor Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen von je 3 wells jeder
Bedingung durch Zugabe von 9 % Triton X-100 lysiert, um die maximal mdgliche LDH-
Ausschiittung fiir jede Bedingung zu bestimmen (LDH,,,x). Nach Ende der Inkubationszeit
wurde die Platte fiir 5 Min. bei 250 g zentrifugiert, Proben von den Uberstiinden der Zellen
genommen und diese 1:5 mit frischem Medium verdiinnt. AnschlieBend wurde die LDH-
Aktivitdt in den Proben mittels des CytoTox"-Kits, nach den Angaben des Herstellers,

bestimmt. Das Ausmal} der Toxizitit wurde wie folgt fiir jede Bedingung berechnet:

Toxizitit = O LDHnicht-lysierte proben / @ LDHax

Die Ergebnisse sind als Toxizitits-Werte relativ zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle

angegeben.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Fiir die Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, in 300 ul
(24-well Platten), 800 pl (6 cm-Schalen) bzw. 1 ml (10 cm-Schalen) Lysispuffer abgelost, in
ein Eppendorfreaktionsgefa3 iiberfithrt und 20 Min. auf Eis inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 4°C/13000 upm fiir 5 Min.. AnschlieBend wurde der erhaltene
Proteinextrakt abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefdl pipettiert. Das Pellet wurde
verworfen. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. In den so hergestellten Zelllysaten erfolgte
eine Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der Proben mittels des BCA-Assays
(2.2.4.2). Die Zelllysate wurden entweder umgehend weiter verarbeitet oder bei —20°C

gelagert.

2.2.4.2 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration mittels des Bicinchonic Acid-
Verfahrens (BCA-Assay)

Je 10 pl der Zellllysate wurden in Doppelwerten in eine 96-well Platte pipettiert. Die BCA-
Reagenzien A und B wurden im Verhiltnis 1:50 gemischt und je 200 ul/well zu den
vorgelegten Lysaten pipettiert. Zur Erstellung einer Eichgeraden wurden zusitzlich
Verdiinnungen einer BSA-Standardlésung zwischen 0 pg/ml und 2 pg/ml in einer
Einfachbestimmung angesetzt und ebenfalls mit der BCA-Reagenz-Mischung versetzt. Die
96-well Platte wurde anschlieBend 30 Min. bei 37°C inkubiert. Die Bestimmung der
Extinktion erfolgte photometrisch bei 562 nm. Mithilfe der Eichgeraden konnte aus den

erhaltenen Werten die Proteinkonzentration bestimmt werden.

2.2.4.3 Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitit

Zur Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitit im konditionierten Medium von AP-
APP Zellen bzw. Zellen, die mit AP-Fusionsproteinen transient transfiziert wurden, wurden
Aliquots der konditionierten Medien fiir 30 Min. bei 65°C inkubiert. Dieser Schritt fiihrt zur
Hitzeinaktivierung der endogenen alkalischen Phosphatase, wahrend die exogen exprimierte
alkalische Phosphatase hitzestabil ist. AnschlieBend wurden je 20 pl der Proben in
Doppelwerten in eine 96-well Platte pipettiert und mit 200 pl AP-Reaktionslésung (AP-Puffer
+ AP-Substrat) versetzt. Die Platte wurde bei 37°C inkubiert und zu verschiedenen

Zeitpunkten die Absorption bei 405 nm bestimmt. Diese ist ein Maf} fiir die Menge an
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umgesetztem Substrat. Als Referenz wurde Hitze-inaktiviertes Medium von nicht-
transfizierten HEK293Ewt Zellen verwendet.
Die erhaltenen Werte wurden auf die Proteinkonzentration der entsprechenden Zelllysate

normiert.

2.2.4.4 Immunprizipitation von Proteinen

Zum Nachweis von AP wurde eine Immunprézipitation im konditionierten Medium zur
Anreicherung der Peptide durchgefiihrt.

Dabei wurden Aliquots der konditionierten Medien (Volumina normiert auf die
Proteinkonzentrationen der entsprechenden Zelllysate) mit der in Tabelle 4 (2.1.4)
angegebenen Menge des entsprechenden Antikdrpers und 30 pl Protein-A-Sepharose versetzt
und {iber Nacht bei 4°C auf dem Uberkopf-Schiittler inkubiert. Das Immunprizipitat wurde
durch Zentrifugation (6000 upm/5 Min./4°C) pelletiert und nacheinander je 10 Min. mit je
1000 pl STEN-NaCl Puffer, STEN-SDS Puffer und STEN Puffer gewaschen.

Die Pellets wurden anschlieBend mit 15 pl 4x SDS-Probenpuffer bzw. 1x Wiltfang-
Probenpuffer (fiir Analyse von AP auf Harnstoff-Gelen) versetzt, 5 Min. bei 95°C gekocht
und mittels SDS-PAGE und Western Blot (siehe 2.2.4.6, 2.2.4.7 und 2.2.4.8) analysiert.

2.2.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die eindimensionale Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen
in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970).

Zur Herstellung der Gele sowie zur Trennung der Proteine wurden Minigelsysteme
(Bio-Rad) verwendet.

Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 9 aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Zusammensetzung der Gele fiir SDS-PAGE (Tris-Glycin-Gele; die angegebenen
Mengen reichen fiir 2 Gele mit einer Dicke von 1,5 mm)

Trenngel 8 % Gel 12 % Gel
dH,O 7,8 ml 6 ml
30 % Acrylamid-Bis Losung 4,2 ml 6 ml
Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl |4 ml 4 ml
pH 8.8; 0,4 % (w/v) SDS in dH,0)

10 % APS 60 ul 60 pl
TEMED 30 ul 30 ul
Sammelgel

dH,O 6,5 ml 6,5 ml
30 % Acrylamid-Bis Losung 1,2 ml 1,2 ml
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCI | 2,5 ml 2,5 ml
pH 6,8; 0,4 % (w/v) SDS in dH,0)

10 % APS 30 pl 30 ul
TEMED 30 pl 30 ul

Vor Verwendung wurden die Glasplatten mit Isopropanol von Riickstinden befreit, das
Trenngel bis zu einer Hohe von ca. 2 cm unterhalb des oberen Randes gegossen und mit
Isopropanol iiberschichtet. Nach Polymerisieren wurde der iiber dem Trenngel befindliche
Raum mit saugfihigem Papier getrocknet, mit Sammelgel gefiillt und ein Kamm eingefiigt.
Nach dem vollstindigen Aushérten des Sammelgels wurde der Kamm vorsichtig entfernt und
das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Kammer wurde sowohl auf der Seite der
Anode, als auch auf der Seite der Kathode mit Elektrophoresepuffer gefiillt und die Taschen
mehrmals damit gespiilt. Die Proben (Aliquots der konditionierten Medien bzw. Zelllysate)
wurden vor dem Auftragen mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt (Endkonzentration 1x) und fiir
5 Min. bei 95°C inkubiert. Als Molekulargewichtsstandard wurden 7 pl See Blue Plus 2-
Marker (Invitrogen) geladen. Anode und Kathode wurden mit der Spannungsquelle
verbunden. Die Elektrophorese erfolgte zunichst bei 90 V und nach Eintritt der Proteine in

das Trenngel bei 140 V.
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2.2.4.6 Tris-Tricin Gele

Zur Auftrennung von niedermolekularen Peptiden und Proteinen wurde das Gelsystem nach
Schéigger und Jagow (Schagger and von Jagow, 1987) unter Verwendung des Bio-Rad
Minigelsystems eingesetzt.

Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Tris-Tricin-Gele (die angegebenen Mengen reichen fiir 2
Gele mit einer Dicke von 1,5 mm)

Trenngel Spacergel | Sammelgel
(16,5 %) (10 %) (4 %)
dH,O --- 3,5ml 4,2 ml
Acrylamid-Losung 3,5ml 1,5 ml 0,5 ml
(48 g Acrylamidund 1,5 g
Bisacrylamid ad 100 ml mit
dH,0)
Gelpuffer (3 M Tris-HCI 3,5ml 2,5 ml 1,55 ml
pH 8,45 und 0,3 % (W/v)
SDS in dH,0)
Glycerol (32 % in dH,0) 3,5ml - -
10 % APS 32,5l 35 ul 50 ul
TEMED 4 ul 4 ul S5ul

Mit der Ausnahme, dass das Trenngel noch vor dem Aushdrten mit dem Spacergel
tiberschichtet wurde, wurden die Gele, wie unter 2.2.4.5 beschrieben, gegossen. Die
Elektrophoreskammer wurde auf der Seite der Anode mit Anodenpuffer und auf der Seite der
Kathode mit Kathodenpuffer gefiillt. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich beide Puffer-
Losungen nicht mischen. Die Proben wurden, wie unter 2.2.4.4 bzw. 2.2.4.5 beschrieben,
vorbereitet und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte zu Beginn bei 80 V
und nach Eintreten der Proben in das Spacergel bei 120 V.
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2.2.4.7 Harnstoff-Gele nach Wiltfang
Zur Unterscheidung der einzelnen Amyloid-Spezies wurden Harnstoff-Gele nach Wiltfang
(Wiltfang et al., 1997), unter Verwendung des Hoefer Mighty Small Gelsystems, eingesetzt.

Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Harnstoff-Gele (die angegebenen Mengen reichen fiir 2 Gele
mit einer Dicke von 1 mm)

Trenngel Spacergel | Sammelgel
(11 %)

Harnstoff 48 ¢ --- -
dH;O 1 ml 680 ul 740 ul
40 % Acrylamid-Bis- 2,75 ml 300 ul 675 ul
Losung

Trenngelpuffer 2,5 ml -—- --
Spacergelpuffer - 1 ml -
Sammelgelpuffer - - 1,5 ml
20 % SDS (w/v in dH,0) 50 ul 10 pl 15 ul
10 % APS 40 ul 8 ul 18 ul
TEMED Sul 2 ul 6 ul

Alle drei Gelschichten wurden nach vollstindigem Auspolymerisieren der vorherigen, wie
unter 2.2.4.5 beschrieben, gegossen. Die Elektrophoresekammer wurde auf der Seite der
Anode mit Anodenpuffer und auf der Seite der Kathode mit Kathodenpuffer gefiillt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass sich beide Puffer-Losungen nicht mischen. Die Taschen wurden
mehrmals mit Puffer gespiilt. Die Proben wurden, wie unter 2.2.4.4 beschrieben, vorbereitet
und in die Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte zu Beginn bei 95 V und
nach Eintreten der Proben in das Trenngel bei 125 V.

2.2.4.8 Western Blot

Nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE (siche 2.2.4.5, 2.2.4.6 und 2.2.4.7) wurden die
Proteine in einer Transferkammer auf eine PVDF-Membran iibertragen. Vor dem Transfer ist
eine Aktivierung der Membran durch kurze Inkubation in Isopropanol notwendig. Nach der
Aktivierung wurde die Membran kurz mit VE-Wasser gespiilt und in Transferpuffer

dquilibriert. Alternativ wurde eine Nitrozellulose-Membran verwendet. Bei dieser ist keine
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Aktivierung mit Isopropanol notwendig. Fiir den Transfer wurde das Mini-Gel-

Transfersystem von Bio-Rad verwendet.

Transferaufbau:

e Anodenplatte

e pordser Schwamm in Transferpuffer dquilibriert

e zwei Lagen Gel Transfer Filterpapier (Whatman; Schleicher & Schuell) in Transfer-
Puffer dquilibriert

e Membran

e SDS-Polyacrylamid-Gel

e zwei Lagen Gel Transfer Filterpapier (Whatman; Schleicher & Schuell) in Transfer-
Puffer dquilibriert

e pordser Schwamm in Transferpuffer dquilibriert

e Kathodenplatte

Die Transferkammer wurde komplett mit Transferpuffer aufgefiillt. Der Transfer erfolgte bei
konstantem Stromfluss von 400 mA fiir 65 Min.. Zur Kiihlung des Systems wurde ein
Kiihlakku in die Transferkammer eingesetzt. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran
zur Absittigung unspezifischer Proteinbindungsstellen 30 Min. bei RT in Blockierlésung
geschiittelt. Die so vorbehandelte Membran wurde zweimal mit PBST gewaschen und
2 x 5 Min. mit PBST auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
Primédrantikorper (siche Tabelle 2; 2.1.4) fiir bis zu 1 Stunde bei RT, bzw. {iber Nacht bei 4 °C
auf dem Schiittler inkubiert. Es folgte ein Waschen der Membran fiir 3 x 10 Min. mit PBST.
Der entsprechende Peroxidase-gekoppelte Sekundérantikorper (siehe Tabelle 3; 2.1.4) wurde
anschlieBend fiir bis zu 45 Min. bei RT auf die Membran gegeben. Nach der Inkubation mit
dem Sekundérantikorper wurde viermal je 5 Min. mit PBST-Puffer gewaschen. Die Detektion
der mit den Antikdrpern markierten Proteine erfolgte mittels der sogenannten ,.enhanced
chemoluminescence® (ECL)-Technik (,ECL™ Western Blotting Detection Reagents®;
Amersham Biosciences) nach Angaben des Herstellers. Die Signale wurden durch
Schwirzung von Rontgenfilmen (Super RX, Fuji) sichtbar gemacht. Zum Nachweis
schwacher Signale wurde das ,,ECLplus Western Blotting Detection System* (Amersham
Biosciences) verwendet. Zur Quantifizierung der Intensititen wurden die Signale mit dem

Flurochem 8900 eingescannt und mittels des Fluorchem-Analyse-Programms ausgewertet.
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2.2.4.9 Western Blot-Protokoll zum Nachweis von Ap

Zum Nachweis von AP nach Auftrennung auf Tris-Tricin- oder Harnstoff-Gelen wurde ein
leicht modifiziertes Western Blot-Protokoll verwendet. Nach dem Transfer der Proteine auf
eine Nitrozellulose-Membran wurde diese fiir 5 Min. in PBS-Puffer gekocht. Anschlie3end
wurden die unspezifischen Bindestellen auf der Membran mit I-Block-Losung abgesittigt.
Die Membran wurde dann iiber Nacht bei 4°C mit dem Primérantikdrper inkubiert. Nach
Ende der Inkubation wurde 3 x 5 Min. mit PBST gewaschen und ein an alkalische
Phosphatase gekoppelter Sekundérantikorper (Tropix) fiir 60 Min. auf die Membran gegeben.
Danach wurde 3 x 10 Min. mit PBST und 2 x 5 Min. mit Assay-Puffer (Western Star Kit)

gewaschen. Zur Detektion wurde in diesem Fall das Western Star Kit (Tropix) eingesetzt.

2.2.4.10 Western Blot-Protokoll zum Nachweis von Calmodulin

Zum Nachweis von Calmodulin nach Auftrennung auf Tris-Tricin-Gelen wurde ebenfalls ein
etwas verdndertes Protokoll verwendet. In diesem Fall wurde die Nitrocellulose-Membran,
nach erfolgtem Transfer, fiir 45 Min. in 0,2 %iger Glutaraldehyd-Losung in PBS inkubiert,
um Calmodulin auf der Membran zu fixieren (Van Eldik and Wolchok, 1984). Dies ist notig,
da das Protein sonst bei den nachfolgenden Waschschritten von der Membran gewaschen
wird. Die Inkubation erfolgte dabei in abgedichteten Schalen unter dem Abzug, da
Glutaraldehyd sehr giftig ist. Nach dem Fixierschritt wurde die Membran mehrmals mit PBS-
Puffer gewaschen und anschlieBend in Blockierlosung zur Absidttigung der freien
Bindungsstellen inkubiert. Ab diesem Schritt wurde, wie unter 2.2.4.8 beschrieben, weiter

verfahren.

2.2.4.11 ,,Strippen“ von Western Blot-Membranen

Um eine Western Blot-Membran nacheinander mit verschiedenen Antikdrpern analysieren zu
konnen, wurden die gebundenen Antikérper nach dem ersten Proteinnachweis durch 2-
stiindige Inkubation der Membran in ,,Stripping““-Puffer entfernt. Die Inkubation erfolgte im
Wasserbad bei 50°C unter konstantem Schiitteln. AnschlieBend wurde die Membran
mehrmals mit PBS-Puffer gewaschen, in Blockierlosung inkubiert und erneut zum

immunchemischen Nachweis der Proteine (siehe 2.2.4.8) verwendet.
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2.2.4.12 ,,Sandwich-Immunoassay* zum Nachweis der verschiedenen AB-Spezies

Zum Nachweis und zur Quantifizierung der verschiedenen AP-Spezies im konditionierten
Medium wurde ein sogenannter ,,Sandwich-Immunoassay* der Firma Meso Scale Discovery
(MSD) eingesetzt.

Vor Beginn der Messungen wurden die 96-well Messplatten (Streptavidin-beschichtete
Standard MA2400 Platten, MSD) fiir 30 Min. mit ECL-Blockierpuffer bei RT geblockt, um
eine unspezifische Bindung der verwendeten Antikdrper zu verhindern. AnschlieBend wurden
die Platten fiir 60 Min. bei RT oder iiber Nacht bei 4°C mit biotinyliertem Antikdrper 2D8
(1:1000 verdiinnt in ECL-Blockierpuffer; Endkonzentration 2,4 pg/ml) beschichtet. Nach der
Beschichtung wurde zweimal mit Wasch-Puffer I gewaschen, um ungebundenen Antikorper
zu entfernen. Die so vorbereiteten Platten wurden sofort fiir die Messungen eingesetzt. Es
wurde pro Experiment jeweils eine Platte fiir die AP38-, AP40- und AP42-Messung
vorbereitet. Fiir alle Inkubations- bzw. Waschschritte wurden 100 pl pro well eingesetzt.

Fiir die Messung wurden 75 ul der konditionierten Medien in die vorbereiteten Messplatten
pipettiert. Die Bestimmung erfolgte in Doppelwerten. Zusitzlich wurden auf die Platten
verschiedene Verdiinnungen von Standardlosungen, die definierte Konzentrationen von AB38,
AB40  bzw. AP42  enthalten, aufgetragen, um eine Standardkurve  zur
Konzentrationsbestimmung zu erhalten. Zur Detektion der verschiedenen AB-Spezies wurden
Antikorper eingesetzt, die den C-Terminus von AB38, AB40 bzw. AB42 spezifisch erkennen
(siche Tabelle 5; 2.1.4). Die Antikorper wurden jeweils 1:1000 in ECL-Blockierpuffer
verdliinnt und 25 pl pro well zu den vorgelegten Proben pipettiert. Die Platten wurden
daraufhin fiir 2 Stunden auf einem Schiittler bei RT inkubiert. Nach Ende der Inkubation
wurden die Platten je zweimal mit Wasch-Puffer I und II gewaschen und 100 pl pro well
Ix ,MSD Read-Puffer zugegeben. Die Platten wurden anschlieBend mittels des Sektor
Imagers (MSD) gemessen. Die Messungen wurden von Dr. Richard Page in unserem Labor

durchgefiihrt.
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2.2.5 BACEL1 in vitro Test

Zur in vitro Bestimmung der BACE1 Aktivitdt und eventueller Einfliisse der untersuchten
chemischen Substanzen auf diese Aktivitdt wurde ein BACEL1 in vitro Test eingesetzt (Capell
et al., 2002).

Die Reaktionen wurden in 100 pl Ansdtzen durchgefiihrt, die nach dem in Tabelle 12

dargestellten Schema angesetzt wurden.

Tabelle 12: Pipettierschema des BACEL1 in vitro Test

aufgereinigte BACE1- 1 ul
Ektodomane (BACE]1-

NT)

chemische Substanz 2 ul

(50-fach konzentriert in

DMSO)

Natrium-Acetat-Puffer 80 ul
(50 mM Natrium-Acetat

pH 4.5)

Substratpeptid 0,1 pul

(Endkonzentration 1 uM)
dH;O 17 ul

Es wurden zuerst Mischungen von BACEI-NT, chemischer Substanz und dH,O (Mastermix
1), sowie von Substratpeptid und Natrium-Acetat-Puffer (Mastermix 2) angesetzt. Mastermix
1 wurde in die 96-well Messplatten pipettiert und fiir 30 Min. bei RT inkubiert. Mastermix 2
wurde wihrend dieser Zeit auf Eis gelagert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
Mastermix 2 zu den wells mit vorgelegtem Mastermix 1 gestartet. Anschlieend wurde alle
30 Sekunden iiber einen Zeitraum von 2 Stunden die Fluoreszenz bestimmt (Fluoroskan
Ascent, Anregung bei 530 nm, Bestimmung der Emission bei 590 nm). Als Positivkontrolle
fiir BACE1-Inhibition wurde der bekannte BACE1-Inhibitor GL-189 (Capell et al., 2002) in
einer Endkonzentration von 1 uM eingesetzt. Als weitere Kontrollen wurden Experimente
ohne BACEI-NT bzw. ohne Substratpeptid durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die
gemessene Fluoreszenz auf der Spaltung des Substratpeptids durch BACE1-NT beruht.
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2.2.6 Fluoreszenz-basierte Bestimmung der intrazelluliren Calcium-

Konzentration (Calcium-Imaging)

Zur Bestimmung der intrazelluliren Calcium-Konzentration und eventueller Anderungen
durch Behandlung mit verschiedenen chemischen Substanzen wurden HEK293E-APP695
Zellen in 12-well Platten auf Glasplittchen ausgesit und bei 37°C und 5 % CO; bis zu einer
Konfluenz von ca. 75 % inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit 5 uM Fura-2-
Acetoxymethyl-Ester (Fura-2/AM), einem Calcium-sensitiven Farbstoff, in Calcium-haltigem
HBSS-Puffer, welcher zuséitzlich 1 % BSA und 0,08 % Pluronsdure enthielt, fiir 30 Min. bei
37°C inkubiert. Der Farbstoff kann dabei durch die Plasmamembran der Zellen diffundieren.
Im Zytoplasma der Zelle wird durch die unspezifische Aktivitét von Esterasen der Ester-Rest
des Molekiils abgespalten. Auf diese Weise modifizierter Farbstoff ist nicht mehr
membrangingig und reichert sich deshalb innerhalb der Zelle an. Nach Ende der Inkubation
wurden die Zellen 2 x mit HBSS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend mithilfe
eines Fluoreszenz-Mikroskops (BX50WI, Olympus), unter Verwendung eines Wasser-
Immersions-Objektivs mit 20-facher VergroBerung, analysiert. Der Calcium-sensitive
Farbstoff Fura-2 weist zwei verschiedene Anregungsmaxima auf, abhdngig davon, ob
Calcium gebunden ist oder nicht. Das Maximum fiir die Calcium-gebundene Form liegt bei
340 nm, wahrend der Calcium-freie Farbstoff bei 380 nm maximal angeregt werden kann.
Aus dem Verhiltnis der Fluoreszenzintensitdten nach Anregung bei 340 bzw. 380 nm lésst
sich mittels folgender Gleichung die Calcium-Konzentration bestimmen (Grynkiewicz et al.,

1985):

[Caﬁ] = Ka*B[(R- Riin ) / (Riax— R)]

K4 ist die Dissoziationskonstante von Fura-2 fiir Calcium (K4 = 224 nM), B beschreibt das
Verhiltnis der Fluoreszenzintensitit bei Anregung bei 380 nm in Abwesenheit von Calcium
zur Intensitdt in Anwesenheit einer séttigenden Calcium-Konzentration, Ry, und Ryax geben
das Minimum bzw. Maximum dieses Verhiltnisses an. Ry, und Ry.x wurden mithilfe des
“calcium calibration kit” (Molecular Probes) ermittelt. Die Zellen wurden wéhrend der
Experimente mit Calcium-haltigem bzw. Calcium-freien HBSS-Puffer perfundiert. Die
chemischen Substanzen wurden durch Perfusion zugegeben. Alle Experimente wurden bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.
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2.2.7 NMR-Analyse

2.2.7.1 Praparation der Lipidmembranen

Die Lipide mit einer Gesamtmasse (Lipide und Cholesterin) von 40-50 mg, mit einem Anteil
von mindestens 20 mg an deuteriertem Material, wurden zusammen mit der entsprechenden
Menge an Bepridil in 2,5 ml terz-Butanol (+~-BuOH) gelost und anschlieend lyophilisiert. Die
lyophilisierte Lipidmischung wurde in ein an einer Seite abgeschmolzenes Glasrohr mit einem
inneren Durchmesser von 10 mm eingewogen und 50 wt% isotopenreines 'H,O zugegeben.
Die Probe wurde an den Boden des halboffenen Glasrohrs zentrifugiert und unter Erhitzung
mittels eines Sauerstoffbrenners unter Argon oberhalb der Probe eine Verengung in das Glas
gezogen. Direkt danach wurde das offene Ende des Glasrohrs unter Vakuum abgeschmolzen
und dadurch versiegelt. Wihrend der gesamten Erhitzung wurde der Boden des Glasrohrs mit
der Probe in fliissigem Stickstoff gekiihlt. Das Probengefdll wurde ca. 6-8 mal bei 5000 g
oberhalb  der  Phaseniibergangstemperatur  zentrifugiert, = wobei  nach  jedem
Zentrifugationsschritt das GefdaB3 invertiert wurde. Durch das mehrfache Passieren der
Lipidmischung durch die Verengung wurde die komplette Durchmischung und gleichmaissige
Hydratation der Probe sichergestellt. Das Glasrohr wurde nun an einer Seite mit Hilfe eines
Glasschneiders geoffnet und die Probe in eine runde Polykarbonat-Hiilse mit einem &dufleren
Durchmesser von 5 mm iiberfiihrt, indem leichter Druck mit Hilfe eines Pipettenhiitchens
appliziert wurde. Die Hiilse wurde beidseitig mit Hilfe von maschinell gefertigten Teflon-
Stopseln verschlossen. Vor der Messung wurde die Probe mindestens 6 Stunden bei 50°C
dquilibriert. Der Hydratationsstatus konnte aufgrund der Verwendung von isotopenreinem
'H,O nur iber das Aussehen des “H-NMR-Spektrums oberhalb des Phaseniibergangs
bestimmt werden. Die Reinheit der Lipide wurde zu Beginn und am Ende der NMR-

Messreihen mittels Diinnschichtchromatographie gepriift.
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2.2.7.2 2H-NMR-Spektroskopie

Alle “H-NMR Spektren wurden mit einem Varian VXR-400 Spektrometer mit einer
magnetischen Flussdichte von 9.4 Tesla (*H Frequenz von 61.4 MHz) betrieben. Die Proben
wurden in einer 5 mm Spule gemessen und mittels schneller Dekonvolution durch gewichtete
Fourier-Transformation de-Paked (McCabe and Wassall, 1997). Zur Anregung des Signals
wurde die quadrupolare Echo-Pulssequenz mit einer 90° Pulsbreite von 3 ps benutzt. Der
Pulsabstand betrug 20 ps mit einer Recyclezeit, die der jeweiligen Probe angepasst wurde, um
Sattigung zu vermeiden. Um das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zu verbessern, wurde nur der
Realteil der Datenpunkte prozessiert und die Spektren symmetrisiert. Die Signale wurden
normalerweise unter dem Gesichtspunkt zugeordnet, dass die quadrupolare Aufspaltung von
dem C3 zu dem Methylende abnimmt und die Fliche unter jedem Signal proportional zur
Anzahl der enthaltenen Deuteronen ist. Eine teilweise prézisere Zuordnung wurde, wenn
moglich, auf Grund bereits publizierter Daten angewendet (Guo et al., 2002; Mehnert et al.,
2006). Die vollstindige Hydratation wurde durch die Zugabe von 50 wt% Deuterium-
depletiertem Wasser sichergestellt. Zur Prozessierung der Daten wurde das First-Order-Mean-
Torque Modell benutzt (Petrache et al., 2000; Petrache et al., 1999). Die NMR-Analyse wurde
von Tim Bartels im Labor von Prof. Dr. Klaus Beyer durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Screen nach chemischen Modulatoren der Ektodoméinen-

spaltung von APP

Um die Regulation der Ektodoméanenspaltung (im Folgenden auch als ,,Shedding* bezeichnet)
von APP besser zu verstehen und dadurch neue Wege zur Inhibition der amyloidogenen
Prozessierung zu identifizieren, wurde ein Screen nach chemischen Substanzen, welche diese
Spaltung beeinflussen, durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Substanzbibliothek (Biomol)
verwendet, die 480 chemische Substanzen enthilt, deren Wirkungen weitestgehend bekannt
sind.

Als Reporterzelllinie fiir den Screen wurde eine klonale HEK293-EBNA-Zelllinie verwendet,
die ein Fusionsprotein aus sekretorischer alkalischer Phosphatase und APP (AP-APP)
exprimiert (siche Abbildung 7). In dieser Zelllinie kann die Menge an abgespaltener APP-
Ektodomine mittels einer Phosphatase-Reaktion (siche 2.2.4.3) im konditionierten Medium
bestimmt werden. Die Menge an abgespaltener APP-Ektodoméne ist dabei proportional zur

gemessenen Phosphatase-Aktivitit (Lichtenthaler et al., 2003; Schobel et al., 2006).

ADAM
22C11 \Nogl
AP APP M
BACE

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Reporterproteins AP-APP

Das Reporterkonstrukt AP-APP kodiert fiir ein Fusionsprotein aus sekretorischer alkalischer
Phosphatase (AP) und APP. Angegeben sind die Schnittstellen fiir a-Sekretase (ADAM) und B-
Sekretase (BACE) sowie die Bindestellen der Antikorper 22C11 und W02. M = Membran
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3.1.1 Test der Reporterzelllinie (AP-APP Zellen)

Die Reporterzelllinie AP-APP wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um in einem
Expressionsklonierungs-Screen  neue  Proteine  zu  identifizieren, welche die
Ektodomédnenspaltung von APP regulieren (Schobel et al., 2006).

Um zu testen, ob das APP-Shedding in AP-APP Zellen auch durch Behandlung mit
chemischen Substanzen moduliert werden kann und die Zelllinie somit fiir den im Rahmen
dieser Arbeit geplanten Screen geeignet ist, wurden die Zellen fiir 4 Stunden mit dem
Phorbolester PMA und dem Metalloproteaseinhibitor TAPI-1 behandelt. Diese beiden
Substanzen sind bekannte chemische Modulatoren der APP-Ektodoménenspaltung (Slack et
al., 2001; Slack et al., 1993). Nach Ende der Inkubation wurde die alkalische Phosphatase-
Aktivitdt im konditionierten Medium bestimmt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Test der Reporterzelllinie AP-APP

AP-APP Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von PMA (A) und TAPI-1 (B) fiir
4 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde im konditionierten Medium die alkalische Phosphatase-
Aktivitdt, welche proportional zur Menge an abgespaltenem AP-APP ist, bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen von je zwei unabhingigen Experimenten.

Wie in Abbildung 8 zu erkennen ist, filhrte die Behandlung der Zellen mit PMA zu einer ca.
6,5-fachen Zunahme der APP-Ektodoménenspaltung wéhrend die Behandlung mit TAPI-1
eine Abnahme auf ca. 66 % zur Folge hatte. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen und
zeigt, dass die Ektodoménenspaltung in AP-APP Zellen durch Behandlung mit chemischen

Modulatoren beeinflusst werden kann und die Zellen somit fiir den Screen geeignet sind.
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3.1.2 Modulator-Screen

Der Screen wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Thomas Mayer und Stefan Hiimmer vom Max-
Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried durchgefiihrt. Abbildung 9 zeigt eine

schematische Ubersicht des Screen-Ablaufs.

Zellen aussaen in 384-well Platten

ﬂ Inkubation iber Nacht

[ Zellen sind konfluent

ﬂ Mediumwechsel

Substanztransfer
Tag des < ﬂ Inkubation fiir 4 bzw. 8h
Screens

Probennahme

BiomekFX

ﬂ AP Reaktion

\ Messung bei 405nm

ﬂ Transfer in Excel

Auswertung

Plattenspektrometer

Abbildung 9: Schematische Ubersicht des Screen-Ablaufs

AP-APP Zellen wurden in 384-well Platten ausgesét und am folgenden Tag fiir 4 bzw. 8 Stunden mit
den Substanzen aus der Substanzbibliothek inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde im
konditionierten Medium die alkalische Phosphatase-Aktivitdt bestimmt. Als Negativkontrolle diente
DMSO (Losungsmittel der Substanzen) und als Positivkontrolle wurde PMA verwendet. Die
Bibliothek wurde im Duplikat gescreent.

Als , Hits* wurden Substanzen definiert, die die Ektodoménenspaltung von APP auf mehr als
das 1,5-fache des Kontrollwertes stimulierten bzw. auf weniger als das 0,5-fache des
Kontrollwertes inhibierten. Die Effekte der identifizierten Inhibitoren des APP-Shedding
waren nach acht Stunden am deutlichsten, wahrend die Effekte der Aktivatoren bereits nach

vier Stunden detektiert werden konnten. Tabelle 13 zeigt eine Auswahl der erhaltenen ,,Hits*.
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Tabelle 13: Ubersicht der ,,Hits“ des Modulator-Screens

Dargestellt ist eine Auswahl von Substanzen, welche die APP-Ektodoménenspaltung im Screen
inhibierten (A) bzw. stimulierten (B). Angegeben sind der Name der Substanz, die Stirke des Effektes,
die Wirkung der Substanz (Quelle: Biomol), sowie gegebenenfalls Referenzpublikationen zur
Wirkung der Substanz auf das APP-Shedding.

A Inhibitoren

Name Effekt (8 Std.) Wirkung Referenzen
(Kontrolle=1) (Shedding-Modulation)
Brefeldin 0,4 ARF GEEF Inhibitor (Haass et al., 1993)
Monensin 0,4 Inhibitor der (Haass et al., 1993)
vakuoldren ATPase

B Aktivatoren

Name Effekt (4 Std.) Wirkung Referenzen
(Kontrolle=1) (Shedding-Modulation)
PMA 4,5 PKC-Aktivator (Slack et al., 1993)
Bafilomycin Al 6,3 Inhibitor der (Haass et al., 1995a;
vakuoldren ATPase Schrader-Fischer and
Paganetti, 1996)
Calyculin A 3,1 Phosphatase- (da Cruz e Silva et al., 1995)
Inhibitor
(PP1&PP2A)
Okadaic acid 2,6 Phosphatase- (da Cruz e Silva et al., 1995)
Inhibitor
(PP1&PP2A)
Bepridil 2,2 Calciumkanal- bisher nicht beschrieben
Blocker

Die Tatsache, dass viele Substanzen identifiziert werden konnten, deren stimulierender bzw.
inhibierender Effekt auf die APP-Ektodoméanenspaltung bereits beschrieben ist, validiert die
Screening-Methode. Dariiber hinaus konnte mit Bepridil ein bisher nicht beschriebener
Modulator gefunden werden, der die Ektodoménenspaltung von APP stimuliert. Die Struktur
der Substanz ist in Abbildung 10 dargestellt. Bepridil wird aufgrund seiner Aktivitit als
Calciumkanal-Blocker bereits als Medikament zur Behandlung von kardiovasuldren
Erkrankungen eingesetzt (Hollingshead et al., 1992), was zeigt, dass es eine therapeutische
Verwendung dieser Substanz mdglich ist. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit soll deshalb der

Effekt von Bepridil auf die Spaltung von APP genauer untersucht werden.
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Abbildung 10: Struktur von Bepridil

Dargestellt ist die Struktur des im Screen identifizierten Shedding-Modulators Bepridil.

3.1.3 Verifizierung des Effektes von Bepridil auf die APP-Ektodominen-
spaltung in AP-APP Zellen

Um den im Screen beobachteten Effekt von Bepridil auf die Ektodoménenspaltung von AP-
APP zu verifizieren, wurden AP-APP Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Substanz
behandelt und anschlieBend die alkalische Phosphatase-Aktivitidt im konditionierten Medium
bestimmt. Bepridil fiihrte bei einer Konzentration von 50 uM zu einer signifikanten Zunahme
des Shedding von APP, wihrend bei 10 uM keine Verdnderung zu beobachten war
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Verifizierung des Effektes von Bepridil auf das Shedding von AP-APP

AP-APP Zellen wurden fiir 4 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von Bepridil inkubiert.
AnschlieBend wurde die alkalische Phosphatase-Aktivitit im konditionierten Medium bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhidngigen Experimenten. Die
Signifikanz wurde mithilfe des Student-t-Tests bestimmt (* = p<0,05).

Dieses Ergebnis bestitigt die im Screen beobachtete Shedding-stimulierende Aktivitidt von

Bepridil.
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3.2 Bepridil inhibiert spezifisch die p-Spaltung von APP

Mittels der unter Punkt 3.1 beschriebenen Experimente konnte Bepridil als neuer Modulator
des APP-Sheddings identifziert werden. Die Messung der alkalischen Phosphatase-Aktivitét
im konditionierten Medium erlaubt jedoch keine Differenzierung zwischen gebildetem APPsa
und APPsB. AuBBerdem ist keine Aussage iiber die APP-Level im Zelllysat moglich. Um die
Effekte von Bepridil auf die verschiedenen APP-Spezies (APPsa, APPsp und AP im
konditionierten Medium und Gesamt-APP (full-length APP; flLAPP) im Zelllysat, siehe
Abbildung 12A) detaillierter zu untersuchen, wurden HEK293E Zellen, die APP695 exogen
exprimieren (HEK293E-APP695) sowie HEK293E Zellen, welche nur endogenes APP
exprimieren (HEK293Ewt), fiir 4 bzw. 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Bepridil behandelt und das konditionierte Medium sowie die Zelllysate mittels Western
Blot analysiert. Zur Detektion der verschiedenen APP-Spezies wurden folgende Antikorper
verwendet: 192wt (APPsP), W02 (APPsa), 6E10 (AB) und 6687 bzw. 22C11 (fl.APP). Die
Bindestellen der verwendeten Antikorper in APP sind in Abbildung 12A dargestellt. Zum
Nachweis von AP wurde dem Western Blot eine Immunprézipitation mit dem Antikorper
3552 (generiert gegen AP1-40) vorgeschaltet.

Die in Abbildung 12 dargestellten Ergebnisse bestitigen die Shedding-stimulierende Aktivitit
von Bepridil bei hohen Konzentrationen, welche auf eine Zunahme der a-Sekretase-Aktivitit
zuriickzufiihren ist (siche APPsa-Blot in Abbildung 12B). Bei geringeren Konzentrationen
(1-10 uM), welche im therapeutisch relevanten Bereich der Substanz liegen (siehe unten), ist
dieser Effekt allerdings nicht zu beobachten. Uberraschenderweise ist jedoch bereits bei
Konzentrationen ab 5 uM eine spezifische Inhibition der von BACE1 vermittelten B-Spaltung
von APP durch Bepridil zu erkennen (sieche APPsB-Blots in Abbildung 12B und C und Af-
Blots in Abbildung 12B), wihrend die Mengen an APPsa und fl.APP bei diesen
Konzentrationen unverindert bleiben. Der Effekt ist sowohl fiir exogen exprimiertes APP695
als auch fiir endogenes APP zu sehen, was zeigt, dass er unabhingig vom Expressionslevel
von APP ist. Die beiden im fl.APP-Blot im Zelllysat detektierten Banden, mit Pfeilen
markiert, entsprechen dem immaturen APP (untere Bande, nur N-glykosyliert) und dem
maturen APP (obere Bande, N- und O-glykosyliert). Die Effekte der Substanz auf die AB-
Bildung konnten auch bei Verwendung eines alternativen AB-Antikorpers (4G8), welcher
gegen die Aminosduren 17-24 des Ap-Peptids gerichtet ist, bestétigt werden (Abbildung
12D). Dieser Antikorper erkennt, im Gegensatz zum Antikorper 6E10, auch N-terminal

verkiirzte AB-Peptide. Somit kann ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Abnahme der
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AB-Menge auf einer Verschiebung des B-Schnitts von APP infolge der Bepridil-Behandlung
beruht.
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Abbildung 12: Bepridil inhibiert spezifisch die B-Spaltung von APP

(A) Schematische Darstellung der Bindestellen der verwendeten Antikdrper in APP. Zusétzlich sind
die Schnittstellen von a- und B-Sekretase angegeben.

(B-D) HEK293E-APP695 und HEK293Ewt Zellen wurden 4 bzw. 24 Stunden mit den angegebenen
Bepridil-Konzentrationen behandelt. Der Effekt auf die verschiedenen APP-Spezies wurde im
Western Blot analysiert. In D wurde dabei der alternative AB-Antikdrper 4G8 zur Detektion von Af
verwendet. 1 = immatures APP, m = matures APP
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Der inhibitorische Effekt von Bepridil auf die p-Spaltung von APP wird durch die
Quantifizierungen der Mengen von APPsP und A verdeutlicht, die in Abbildung 13 gezeigt
sind. Aus der Quantifizierung kann der ICsp-Wert (Konzentration, bei der 50 % der
maximalen Inhibition erreicht werden) abgeschitzt werden. Dieser liegt bei 4-6 uM und damit
im Bereich der therapeutisch wirksamen Konzentration von Bepridil, die im Plasma von

Patienten bis zu 10 pM betragen kann (Hollingshead et al., 1992).
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Abbildung 13: Quantifizierung der Mengen an APPsf} und AP

Die Mengen an APPsp und AP aus Abbildung 12 wurden quantifiziert. Die Werte fiir
kontrollbehandelte Zellen wurden jeweils gleich 100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus zwei bis vier Experimenten. (A) HEK293E-APP695, (B) HEK293Ewt
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3.3 Die Inhibition der p-Spaltung durch Bepridil ist nicht
zelltypspezifisch

Um zu testen, ob die Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil zelltypspezifisch ist, wurde der
Effekt der Substanz auf die Prozessierung von APP in weiteren Zelllinien untersucht. Wie in
Abbildung 14 und 15 zu erkennen ist, kann die B-Spaltung auch in den Neurogliom-Zelllinien
H4-APP751, U373-APP751 und in COS7-APP695 Zellen durch Bepridil spezifisch inhibiert
werden. Auch hier bleiben die Mengen an APPsa und flLAPP durch die Behandlung mit der

Substanz unverandert.
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Abbildung 14: Die Inhibition der f-Spaltung durch Bepridil ist nicht zelltypspezifisch

(A) H4-APP751 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit Bepridil in den angegebenen Konzentrationen
behandelt. Die Effekte auf die verschiedenen APP-Spezies wurden im Western Blot analysiert.

(B) Quantifizierung der Ergebnisse aus A. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus zwei (AP) bzw. drei (APPsP) Experimenten. Die Werte fiir kontrollbehandelte Zellen wurden
jeweils gleich 100 % gesetzt.
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Abbildung 15: Bepridil inhibiert die f-Spaltung auch in U373 und COS7 Zellen

U373-APP751 (A) und COS7-APP695 (B) Zellen wurden fiir 4 Stunden mit den angegebenen
Bepridil-Konzentrationen behandelt. Die Effekte auf die verschiedenen APP-Spezies wurden im
Western Blot analysiert. Die Mengen an APPsP wurden quantifiziert und sind jeweils relativ zur
Menge in kontrollbehandelten Zellen angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei (A) bzw. zwei (B) unabhéngigen Experimenten.

Diese Ergebnisse belegen, dass es sich bei der Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil um
einen generellen, nicht zelltypspezifischen Effekt handelt.

3.4 Analyse der Toxizitiat von Bepridil

Um sicherzustellen, dass die Effekte von Bepridil auf die B-Spaltung von APP nicht auf einer
eventuellen Toxizitdt der Substanz beruhen, wurde eine Toxizitdtsbestimmung mit Hilfe des
Laktat-Dehydrogenase-Tests (LDH-Assay) durchgefiihrt. Die Laktat-Dehydrogenase (LDH)
ist ein zytoplasmatisch lokalisiertes Enzym, das nur nach Schidigung der Zellmembran, z.B.
durch toxische Substanzen, aus der Zelle ins Medium gelangt. Die Bestimmung der LDH-
Aktivitdt im konditionierten Medium der Zellen kann deshalb als Indikator fiir zelluldre
Toxizitdit verwendet werden. Die Bestimmung erfolgte mittels des Cyt0T0x®-Kits von
Promega. Die Ergebnisse des LDH-Assays fiir Bepridil sind in Abbildung 16

zusammengefasst.
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Abbildung 16: Analyse der Toxizitit von Bepridil in HEK293E-APP695 Zellen
HEK293E-APP695 Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von Bepridil bzw. der
Positivkontrolle Tamoxifen inkubiert. Nach 24 Stunden wurde in den konditionierten Medien die
LDH-AKktivitdt bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei
unabhéngigen Experimenten.

Der LDH-Assay zeigt, dass, bei fiir den Effekt auf die B-Spaltung relevanten Konzentrationen
(1-20 uM), keine Toxizitdt zu erkennen ist. Erst bei einer Konzentration von 100 pM ist eine
deutliche Zytotoxizitit detektierbar.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann ausgeschlossen werden, dass der inhibitorische Effekt von

Bepridil auf die B-Spaltung von APP durch toxische Effekte ausgeldst wird.
3.5 Bepridil inhibiert auch die BACE1-Spaltung von Neuregulin 1

Wie die vorangegangenen Abschnitte belegen, ist Bepridil ein neuer Shedding-Modulator, der
spezifisch die B-Spaltung von APP hemmt. Um zu testen, ob dieser Effekt auf APP
beschrinkt ist oder auch die Prozessierung von weiteren BACE1-Substraten durch Bepridil
inhibiert werden kann, wurde der Effekt der Substanz auf die B-Spaltung von Neuregulin 1
(NRG1) untersucht. Neuregulin 1 wurde kiirzlich von Willem et al. als neues BACEI-
Substrat identifziert (Willem et al., 2006). Hierfiir wurde ein Konstrukt verwendet, dass fiir
ein Fusionprotein aus sekretorischer alkalischer Phosphatase (AP) und eines Teils von NRG1-
B1, welcher u.a. die BACE1-Schnittstelle enthélt, kodiert (AP-NRG). Analog dem in 3.1
verwendeten Konstrukt AP-APP kann auch hier die abgespaltene Ektodomine des Proteins
leicht im konditionierten Medium der Zellen nachgewiesen werden. Das Konstrukt wurde

transient in HEK293E-BACElwt Zellen transfiziert und die Zellen 48 Stunden nach
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Transfektion fiir 4 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von Bepridil bzw. dem
spezifischen BACE1-Inhibitor C3 behandelt. AnschlieBend wurde die AP-Aktivitdt in den
konditionierten Medien bestimmt. Zur Kontrolle wurde auch der Effekt von Bepridil auf die

Prozessierung von AP-APP in HEK293E-BACE 1wt Zellen analysiert.
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Abbildung 17: Bepridil inhibiert auch die p-Spaltung von Neuregulin 1

HEK293E-BACElIwt Zellen wurden transient mit den Konstrukten pcDNA3.1-AP-APP (AP-APP)
bzw. pNRG1-B1-APTag5 (AP-NRG) transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen
mit den angegebenen Konzentrationen von Bepridil bzw. dem BACEI-Inhibitor C3 fiir 4 Stunden
behandelt. Anschlieend wurde die AP-Aktivitéit in den konditionierten Medien bestimmt und auf die
Transfektionseffizienz und die Proteinkonzentration normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus zwei (AP-NRG) bzw. drei (AP-APP) unabhingigen Experimenten.

Die in Abbildung 17 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass auch der BACEI-Schnitt von
Neuregulin 1 durch Bepridil inhibiert werden kann. Dies bedeutet, dass Bepridil auf BACE1
wirken muss und die Inhibition nicht durch Beeinflussung des Substrats vermittelt werden
kann. Die geringeren inhibitorischen Effekte (vgl. Abbildungen 12-15) beruhen auf der
Tatsache, dass in diesem experimentellen Ansatz Zellen verwendet wurden, welche BACE1
exogen exprimieren (HEK293E-BACE1wt). Die Uberexpression von BACE] fiihrt dazu, dass
die B-Spaltung von APP bereits in frithen Kompartimenten des sekretorischen Weges
stattfindet (Lee et al., 2005), wobei BACE1 unter diesen Bedingungen seine Substrate auch in
Kompartimenten prozessieren kann, in denen der pH-Wert eigentlich nicht ausreichend sauer
ist, wie dem ER (Fluhrer et al., 2002). In diesen pH-neutralen Kompartimenten kann Bepridil
den BACEI1-Schnitt nicht inhibieren (Erkldrung siehe 3.7.4). Die exogene Expression von
BACEI1 bedingt aulerdem, dass der B- {iber den a-Sekretaseschnitt dominiert, wéahrend dieser
in Zellen, die nur endogenes BACE1 exprimieren, z.B. AP-APP Zellen, nur ca. 10 %
ausmacht. Dies erkldrt, weshalb in diesem Experiment bei Behandlung mit 50 pM Bepridil
nicht die in Abbildung 11 dargestellte Zunahme der alkalischen Phosphatase-Aktivitdt in den
AP-APP transfizierten Zellen detektiert wurde.
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3.6 Bepridil inhibiert die enzymatische Aktivitit von BACE1 auf

indirekte Weise

Um zu Uberpriifen, ob die Inhibition der B-Spaltung von APP durch Bepridil auf einer
direkten Blockade der enzymatischen Aktivitit von BACE1 beruht, wurde ein BACE]1 in
vitro Test durchgefiihrt. Mit Hilfe dieses Tests ist es mdglich, die Aktivitit von BACEI in
einem zellfreien System zu analysieren (Capell et al., 2002). Fiir den Test wurde ein APP-
Substratpeptid, das die BACE1-Schnittstelle und an einem Ende eine fluoreszierende Gruppe
(Cy3) enthilt, verwendet. Im ungeschnittenen Peptid ist dessen Fluoreszenz durch eine
»quenchende® Gruppe (Cy5Q) am gegeniiberliegenden Ende unterdriickt. Um die Affinitit
des Peptids zu BACEl zu erhdhen, wurde die schwedische Mutation eingefiigt. Durch
Spaltung des Peptids durch BACE1 kommt es zur Trennung von fluoreszierendem und

»quenchendem® Anteil und die Cy3-Gruppe kann fluoreszieren (siche Abbildung 18).

A

Cy3-S-E-V-N-L-D-A-E-F-K(Cy5Q)NH,

B

keine Fluoreszenz Fluoreszenz
S-E-V-N-L-D-A-E-F-K S-E-V-N-L- -D-A-E-F-K

Abbildung 18: Schematische Darstellung des BACEL1 in vitro Test

Dargestellt sind das verwendete Substratpeptid (A) sowie die durch BACE1 vermittelte Spaltung des
Peptids, die zur Emission der Fluoreszenz flihrt (B). Die schwedische Mutation ist in rot
hervorgehoben. F = fluoreszierende Gruppe (Cy3); Q = ,,quenchende Gruppe (Cy5Q)

Der Test wurde mit verschiedenen Bepridil-Konzentrationen durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurde der spezifische BACE1-Inhibitor GL-189 verwendet. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Bepridil inhibiert die enzymatische Aktivitit von BACE1 nicht direkt
Aufgereinigte BACEI1-Ektodomine wurde mit dem APP-Substratpeptid und den angegebenen
Substanzkonzentrationen in 50 mM Natrium-Acetat-Puffer inkubiert. Uber einen Zeitraum von zwei
Stunden wurde alle 30 Sek. die Fluoreszenz bestimmt. Dargestellt ist das Ergebnis eines
reprasentativen Experiments.

Das Ergebnis des BACEL in vitro Tests zeigt, dass Bepridil, im Gegensatz zu GL-189, die
enzymatische Aktivitit von BACE]1 nicht direkt hemmt.

3.7 Analyse des zugrundeliegenden Mechanismus

Da die Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil nicht auf eine direkte Blockade der BACE1-
Aktivitit zurlickzufiihren ist, stellte sich die Frage nach dem zugrundeliegenden

Mechanismus.
3.7.1 Der Effekt von Bepridil auf die p-Spaltung ist Calcium-unabhiingig

Bepridil ist in der Literatur als Calciumkanal-Blocker (Flaim et al., 1985; Massingham and
Van Zwieten, 1989) beschrieben, weshalb es zur Behandlung von kardiovaskuldren
Erkrankungen eingesetzt wird (Hollingshead et al., 1992). Um zu untersuchen, ob der
beobachtete Effekt der Substanz auf die B-Spaltung mit der Blockade von Calciumkanélen
und dadurch ausgelosten Verdnderungen der intrazelluliren Calcium-Konzentration in

Zusammenhang steht, wurden die folgenden Testexperimente durchgefiihrt.
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3.7.1.1 Analyse des Effektes des Calciumkanal-Blockers Nimodipine auf die p-Spaltung
von APP

Falls der Effekt von Bepridil auf die Blockade von Calciumkanilen zuriickzufiihren ist, sollte
auch der spezifische Calciumkanal-Blocker Nimodipine (Scriabine and van den Kerckhoff,
1988) eine dhnliche Wirkung haben. Um dies zu tberpriifen, wurden HEK293E-APP695
Zellen mit verschiedenen Nimodipine-Konzentrationen behandelt und die konditionierten

Medien und Zelllysate im Western Blot analysiert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Der Calciumkanal-Blocker Nimodipine hat keinen Einfluss auf die p-Spaltung
von APP

HEK293E-APP695 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen des
Calciumkanal-Blockers Nimodipine inkubiert. Die Effekte auf die verschiedenen APP-Spezies wurden
im Western Blot untersucht.

Die Behandlung mit Nimodipine hatte keinen Einfluss auf die B-Spaltung von APP (siche
APPsB-Blot in Abbildung 20). Dieser Befund zeigt, dass der Effekt von Bepridil unabhéngig

von seiner Aktivitat als Calciumkanal-Blocker sein muss.

3.7.1.2 Untersuchung des Einflusses der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration auf
die p-Spaltung von APP

Um zu tiberpriifen, ob eine Verdnderung der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration den
fiir Bepridil gezeigten Effekt auf die B-Spaltung von APP auslosen konnte, wurden
HEK293E-APP695 Zellen mit Thapsigargin bzw. BAPTA-AM behandelt und im Western
Blot analysiert (Abbildung 21). Thapsigargin ist ein Inhibitor der Calcium-ATPase im
endoplasmatischen Retikulum und fiihrt dadurch zu einer Erhdhung der zytoplasmatischen

Calcium-Konzentration (Treiman et al., 1998). BAPTA-AM ist ein zellgdngiger Calcium-
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Chelator, der freies Calcium im Zytoplasma der Zelle bindet und so die zytoplasmatische

Calcium-Konzentration senkt (Smith et al., 1992).
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Abbildung 21: Analyse des Einflusses der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration auf die p-
Spaltung von APP

HEK293E-APP695 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit Thapsigargin (A) bzw. BAPTA-AM (B) in den
angegebenen Konzentrationen behandelt. Die Effekte auf die verschiedenen APP-Spezies wurden im
Western Blot analysiert. Die vertikalen Linien zeigen an, dass die Proben auf dem gleichen Gel,
allerdings nicht in angrenzenden Spuren analysiert wurden. TG = Thapsigargin

Sowohl die Erhohung, als auch die Senkung der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration
filhrte zu einer Zunahme der B-Spaltung von APP (siche APPsB-Blot in A und B). Die
Behandlung mit Thapsigargin flihrte dariiber hinaus zu einer Zunahme der o-Sekretase-
Aktivitat, wihrend BAPTA-AM hier keine Verdnderung bewirkte (siche APPsa-Blots in A
und B). Beide Substanzen hatten keinen Effekt auf fl.LAPP. Verdnderungen der
zytoplasmatischen Calcium-Konzentration sind somit nicht in der Lage, die fiir Bepridil

beobachteten Effekte hervorzurufen.

3.7.1.3 Analyse des Effektes von Bepridil auf die intrazellulire Calcium-Konzentration
in HEK293E-APP69S Zellen

Da fiir Bepridil auch beschrieben war, dass es in bestimmten Zellen zu einer Erh6hung der
zytoplasmatischen Calcium-Konzentration fiihren kann (Chen and Jan, 2001; Jan and Tseng,
2000), wurde der Effekt der Substanz auf die intrazellulire Calcium-Konzentration in

HEK293E-APP695 Zellen mittels des Calcium-Sensors Fura-2/AM analysiert.
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Abbildung 22: Bepridil hat keinen Einfluss auf die intrazellulire Calcium-Konzentration in
HEK293E-APP695 Zellen

In HEK293E-APP695 Zellen wurde mittels Fura-2/AM der Effekt von Bepridil auf die intrazelluldre
Calcium-Konzentration ([Ca®];) analysiert. Als Positivkontrolle wurde der reversible Ca*"-ATPase-
Inhibitor Cyclopropionsiure (CPA) verwendet. Die Inkubation mit den Substanzen erfolgte in Ca*'-
freiem HBSS-Puffer, weshalb alle Anderungen von [Ca®']; auf die Entleerung intrazellulirer Calcium-
Speicher zuriickzufiihren sind.

Die Ergebnisse in Abbildung 22 zeigen, dass Bepridil zu keiner Verdnderung der
intrazelluldren Calcium-Konzentration ([Ca>'];) fiihrt. Die als Positivkontrolle verwendete
Cyclopropionsiure 15ste, wie erwartet, einen deutlichen Anstieg von [Ca’']; aus. Da das
Experiment in diesem Fall in Abwesenheit von extrazelluldarem Calcium durchgefiihrt wurde,
sind alle Anderungen von [Ca®"]; auf die Entleerung von intrazelluldren Calcium-Speichern
zurlickfithren. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei Messungen in Gegenwart von
extrazellulirem Calcium erhalten (Daten nicht gezeigt). Die Messungen wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Runa Hamid im Labor von Prof. Dr. Jochen Herms
durchgefiihrt.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse aus 3.7.1.1 bis 3.7.1.3, dass der Effekt von Bepridil
auf die B-Spaltung von APP Calcium-unabhéngig ist.
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3.7.2 Calmodulin als verantwortliches Zielmolekiil?

Fiir Bepridil wurde neben seines Effektes als Calciumkanal-Blocker auch ein inhibitorischer
Effekt auf intrazelluldre Calmodulin-abhéngige Prozesse beschrieben (Gleason et al., 1986;
Itoh et al., 1986; Winslow et al., 1989). Aus diesem Grund wurde getestet, ob Calmodulin das

fiir den Effekt auf die B-Spaltung von APP verantwortliche Zielmolekiil sein konnte.

3.7.2.1 Analyse des Effektes eines Calmodulin-,. knock-down* auf die Prozessierung von
APP

Wenn Calmodulin das fiir den Effekt von Bepridil auf die B-Spaltung verantwortliche
Zielmolekiil ist, sollte der ,,knock-down* des Proteins eine dhnliche Wirkung wie die
Behandlung mit der Substanz haben. Um dies zu iiberpriifen, wurde der Expressionslevel des
Proteins mittels siRNA-Oligos reduziert (,knock-down*) und der Effekt auf die
verschiedenen APP-Spezies im Western Blot analysiert. Calmodulin wird in eukaryotischen
Zellen von drei verschiedenen Genen kodiert (Toutenhoofd and Strehler, 2000). Es geniigte
allerdings der Einsatz von siRNA-Oligos gegen die Gene calml und calm3 um einen

effizienten ,.knock-down* zu erzielen.
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Abbildung 23: Analyse des Effektes des ,knock-down* von Calmodulin auf die APP-
Prozessierung

HEK293E-APP695 Zellen wurden transient mit siRNA-Oligonukleotiden gegen die Gene cal/ml und
calm3 bzw. mit Kontroll-Oligos transfiziert. Nach 48 Stunden wurde der Effekt des ,.knock-down** auf
die verschiedenen APP-Spezies im Western Blot analysiert. Als Ladekontrolle wurde [B-Aktin
verwendet. CaM = Calmodulin, kd =, knock-down‘
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Die Calmodulin-Menge konnte auf ca. 30 % Restprotein reduziert werden (siche CaM-Blot in
Abbildung 23). Die Ladekontrolle B-Aktin zeigt, dass gleiche Proteinmengen geladen wurden.
Der ,.knock-down* von Calmodulin bewirkte nicht die bei Bepridil-Behandlung beobachtete
Inhibition der B-Spaltung von APP, sondern fiihrte zu einer Zunahme aller APP-Spezies
sowohl im konditionierten Medium, als auch im Zelllysat (vgl. Kontrolle und CaM-kd in

Abbildung 23).

3.7.2.2 Bepridil inhibiert die f-Spaltung von APP auch in CaM-,,knock-down* Zellen

Falls Calmodulin das verantwortliche Zielmolekiil fiir den B-Effekt von Bepridil ist, sollte der
,knock-down‘ die Wirkung der Substanz beeinflussen. Deshalb wurde als nédchstes analysiert,
ob Bepridil auch in Zellen mit reduziertem CaM-Level noch in der Lage ist, die B-Spaltung
von APP zu inhibieren. Hierzu wurde in HEK293E-APP695 Zellen zuerst mittels siRNA-
Transfektion die Calmodulin-Menge reduziert (,,knock-down*) und die Zellen anschlieend
mit Bepridil behandelt. Der Effekt von Bepridil in diesen Zellen (CaM-kd Zellen) wurde mit

dem Effekt in kontroll-transfizierten Zellen verglichen.
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Abbildung 24: Bepridil inhibiert die p-Spaltung von APP auch in CaM-,,knock-down* Zellen
HEK293E-APP695 Zellen wurden transient mit siRNA-Oligonukleotiden gegen die Gene ca/ml und
calm3 bzw. mit Kontroll-Oligos transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen jeweils
fiir 4 Stunden mit Bepridil behandelt und anschlieBend mittels Western Blot analysiert. Als
Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet. CaM = Calmodulin, kd = ,,knock-down*
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Die in Abbildung 24 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Bepridil auch unter CaM-, ,knock-
down“-Bedingungen in der Lage ist, die B-Spaltung von APP zu inhibieren und der ,,knock-
down* von Calmodulin somit keinen Einfluss auf den Effekt der Substanz hat (vgl. Kontrolle
und CaM-kd). Auch bei diesem Experiment war wieder die durch den ,knock-down*
ausgeloste Zunahme der verschiedenen APP-Spezies zu erkennen (vgl. APP-Blots von

Kontrolle und CaM-kd).

3.7.2.3 Inhibition von Calmodulin mittels eines Calmodulin-bindenden Peptids

Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung des Effektes von Calmodulin auf die
Prozessierung von APP stellt die Inhibition des Proteins mit Hilfe eines Calmodulin-
bindenden Peptids dar (Payne et al., 1988). Das verwendete Peptid umspannt die
Aminosduren 290-309 der Calmodulin-abhédngigen Proteinkinase II, ein Bereich, der die
Calmodulin-Bindestelle der Kinase enthilt, und ist ein &uBlerst wirksamer Calmodulin-
Antagonist (Payne et al., 1988). Das Peptid kann an Calmodulin binden und verhindert
dadurch die Bindung des Proteins an seine Zielmolekiile. Um das Peptid in den in dieser
Arbeit verwendeten Zelllinien exprimieren zu kdnnen, wurde es iiber einen Poly-Glycin-
Linker an GFP gekoppelt (siche Abbildung 25A). Das Fusionskonstrukt wurde transient in
HEK293E-APP695 Zellen transfiziert und der Effekt auf die verschiedenen APP-Spezies im
Western Blot analysiert (Abbildung 25B). Als Kontrolle wurden die Zellen mit GFP

transfiziert.
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Abbildung 25: Analyse des Effektes der Inhibition von Calmodulin auf die APP-Prozessierung
(A) Schematische Darstellung des Fusionsproteins aus GFP und dem CaM-bindenden Peptid. Die
beiden Teile des Proteins sind iiber einen Glycin-Linker verbunden. Die Aminosiuresequenz ist im
Einbuchstaben-Code dargestellt.

(B) Das Fusionsprotein aus A wurde transient in HEK293E-APP695 Zellen exprimiert und der Effekt
auf die APP-Prozessierung im Western Blot analysiert. Als Kontrolle dienten GFP-transfizierte Zellen.
GFP und GFP-CaMbp wurden mit dem GFP-Antikorper detektiert.

CaMbp = Calmodulin-bindendes Peptid

Die Inhibition von Calmodulin mittels des Calmodulin-bindenden Peptids fiihrte, dhnlich dem
,knock-down* des Proteins, zu einer Zunahme von APPsP und APPsa im konditionierten
Medium, wihrend kein Effekt auf fl.APP zu detektieren war (Abbildung 25). Das Ergebnis
zeigt, dass die Inhibition von Calmodulin nicht den fiir Bepridil gezeigten inhibitorischen
Effekt auf die B-Spaltung von APP auslésen kann.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse aus 3.7.2.1 bis 3.7.2.3, dass Calmodulin nicht das fiir

die Bepridil-vermittelte Inhibition der B-Spaltung verantwortliche Zielmolekiil ist.
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3.7.3 Der Effekt von Bepridil auf die p-Spaltung ist unabhéingig von der

zytoplasmatischen Domiine von BACE1

In den Kapiteln 3.7.1 und 3.7.2 konnte gezeigt werden, dass weder Calcium noch Calmodulin
eine Rolle fiir den inhibitorischen Effekt von Bepridil auf die B-Spaltung von APP spielen.
Die Ergebnisse in Kapitel 3.5 machen zudem deutlich, dass die Inhibition nicht
substratspezifisch ist und somit auf Seiten von BACEl geschehen muss. Um den
Mechanismus weiter einzugrenzen, wurde getestet, welche Doménen von BACEI eine Rolle
fiir den Effekt von Bepridil spielen. Hierfiir wurden HEK293E Zellen, die stabil entweder
BACElIwt oder eine GPI-verankerte BACEI-Variante, welche keine zytoplasmatische
Domine mehr aufweist (Westmeyer et al., 2004), exprimieren, mit Bepridil behandelt und die
Effekte auf die APP-Prozessierung im Western Blot analysiert. Die zytoplasmatische Doméne
von BACEI enthélt unter anderem das Aminosduremotiv DISLL, welches das ,,Trafficking*
von BACEI reguliert (siche 4.1.1.1).

Die Ergebnisse in Abbildung 26 zeigen, dass Bepridil die B-Spaltung von APP sowohl in
HEK293E-BACE1wt Zellen, als auch in HEK293E-BACE1-GPI Zellen spezifisch inhibieren
kann (siche APPsB-Blots in Abbildung 26A und B). Es ist zudem eine
konzentrationsabhdngige Zunahme von APPsa nach Bepridil-Behandlung zu erkennen,
wihrend kein Effekt auf fl.APP zu detektieren ist. Die Mengen an BACE1wt bzw. BACE1-
GPI im Zelllysat bleiben unveridndert (siche BACE1-Blots in Abbildung 26A und B).

Diese Daten belegen zum einen, dass die Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil nicht durch
eine Verdanderung der BACE1-Proteinmenge ausgelost wird. Zum anderen zeigen sie, dass die
zytoplasmatische Doméne von BACEI1 keine Rolle fiir den Effekt von Bepridil auf die -
Spaltung von APP spielt. Dies bedeutet, dass der Effekt unabhéngig vom ,,Trafficking* von
BACE] ist und die Substanz auf die Ektodoméne von BACE1 wirken muss.
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Abbildung 26: Die Deletion der zytoplasmatischen Doméne von BACE1 hat keinen Einfluss auf
die Inhibition der B-Spaltung von APP durch Bepridil

HEK293E-BACE1wt Zellen (A) bzw. HEK293E-BACE1-GPI Zellen (B) wurden fiir 4 Stunden mit
den angegebenen Konzentrationen von Bepridil behandelt. Anschlieend wurde der Effekt auf die
verschiedenen APP-Spezies im Western Blot analysiert.

GPI = Glycosylphosphatidylinositol-Anker

3.7.4 Bepridil inhibiert die B-Spaltung von APP durch die Alkalisierung

saurer intrazellulirer Kompartimente

Sanchez et al. konnten kiirzlich zeigen, dass Bepridil den Eintritt des Anthrax-Toxins in das
Zytoplasma von betroffenen Zellen verhindern kann (Sanchez et al., 2007). Fiir den Ubertritt
des Toxins aus den frithen Endosomen in das Zytoplasma der Zellen ist eine Ansduerung der
Endosomen noétig. Diese Ansduerung wird durch Bepridil und eine weitere Substanz,
Amiodarone, blockiert (Sanchez et al., 2007).

Ein Vergleich der Strukturen von Bepridil und Amiodarone lisst erkennen, dass beide einen
stark hydrophoben Anteil sowie ein protonierbares tertidres Amin aufweisen (Abbildung 27).
Diese Gruppe verleiht Bepridil und Amiodarone eine leichte Basizitédt und ist charakteristisch
fir eine Reithe von Substanzen, die eine Alkalisierung von sauren intrazelluldren
Kompartimenten bewirken konnen (Poole and Ohkuma, 1981). Diese Substanzen
diffundieren im ungeladenen, deprotonierten Zustand in die Zelle. In sauren

Zellkompartimenten, wie z.B. den Endosomen, wird das tertidre Amin protoniert, wodurch
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der pH-Wert in diesen Kompartimenten ansteigt. Ein Beispiel hierfiir ist Chloroquine, das zur

Behandlung von Malaria eingesetzt wird (White, 1996).
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Bepridil Amiodarone AMI-AcOH

Abbildung 27: Vergleich der Strukturen von Bepridil, Amiodarone und AMI-AcOH

Dargestellt sind die Strukturen von Bepridil (A), Amiodarone (B) und dem Amiodarone-Derivat AMI-
AcOH (C). Das protonierbare tertidire Amin ist jeweils durch einen Pfeil markiert. Der hydrophobe
Teil der Molekiile ist rot hervorgehoben. In AMI-AcOH wurde das tertidre Amin durch eine
Saurefunktion (*) ersetzt.

In der Literatur ist vielfach beschrieben, dass die Prozessierung von APP durch BACEI durch
die Alkalisierung von sauren Kompartimenten inhibiert werden kann (Haass et al., 1993;
Schrader-Fischer and Paganetti, 1996).

Um zu analysieren, ob die Bepridil-vermittelte Inhibition der B-Spaltung von APP durch die
Alkalisierung von sauren intrazelluliren Kompartimenten vermittelt wird, wurden die

folgenden Testexperimente durchgefiihrt.

3.7.4.1 Die Alkalisierung von sauren intrazelluliiren Kompartimenten inhibiert die
p-Spaltung von APP

Um zu testen, ob die in der Literatur beschriebene Inhibition der B-Spaltung von APP durch
alkalisierende Substanzen auch in dem in dieser Doktorarbeit verwendeten System beobachtet
werden kann, wurden HEK293E-APP695 Zellen fiir 4 Stunden mit den schwachen Basen
Chloroquine und Ammoniumchlorid (NH4CIl) behandelt und die Effekte auf die APP-

Prozessierung analysiert.
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Abbildung 28: Die alkalisierenden Substanzen Chloroquine und Ammoniumchlorid inhibieren
spezifisch die B-Spaltung von APP

(A) HEK293E-APP695 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit Chloroquine bzw. Ammoniumchlorid
behandelt. AnschlieBend wurden die Effekte auf die APP-Prozessierung mittels Western Blot
analysiert. (B) Quantifizierung der Mengen an APPsP aus A. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhingigen Experimenten.

Wie in Abbildung 28 zu sehen ist, inhibiert sowohl die Behandlung mit Chloroquine, als auch
mit Ammoniumchlorid spezifisch die B-Spaltung von APP. Fiir Chloroquine sind dariiber
hinaus eine Zunahme von APPsa und eine Stabilisierung von maturem fl.APP im Zelllysat
(obere Bande im fl.APP-Blot) zu erkennen. Die Quantifizierung der Mengen an APPsf
(Abbildung 28B) verdeutlicht die Inhibition der B-Spaltung durch die beiden Substanzen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die in der Literatur beschriebene Inhibition der B-Spaltung von
APP durch alkalisierende Substanzen auch im hier verwendeten System mdglich ist. Die
Effekte der beiden hier verwendeten Substanzen auf die APP-Prozessierung gleichen den fiir

Bepridil beobachteten Effekten (vgl. Abbildungen 12-15).

3.7.4.2 Amiodarone zeigt die gleichen Effekte auf die p-Spaltung von APP wie Bepridil

Wenn die Inhibition der B-Spaltung von APP durch Bepridil auf der von Sanchez et al.
beschriebenen Alkalisierung der Endosomen beruht, sollte die zweite in dieser Publikation
beschriebene Substanz, Amiodarone, den gleichen Effekt auf die APP-Prozessierung zeigen

wie Bepridil. Um dies zu untersuchen, wurden HEK293E-APP695 Zellen fiir 4 Stunden mit
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verschiedenen Konzentrationen von Amiodarone behandelt und die Effekte auf die APP-

Prozessierung analysiert.
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Abbildung 29: Amiodarone inhibiert ebenfalls spezifisch die f-Spaltung von APP

(A) HEK293E-APP695 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von
Amiodarone behandelt. Anschlieend wurden das konditionierte Medium und die Zelllysate mittels
Western Blot-Analyse analysiert.

(B) Quantifizierung der APPsp-Mengen aus A. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus vier unabhingigen Experimenten.

Wie die in Abbildung 29 dargestellten Ergebnisse belegen, fithrt Amiodarone ebenfalls zu
einer spezifischen Inhibition der B-Spaltung von APP (siche APPsB-Blots in A), wihrend kein
Effekt auf APPsa und flLAPP zu detektieren ist. Der Effekt ist etwas schwicher als fiir
Bepridil (ICso-Wert ca. 15 uM). Dies konnte an einer geringeren Stabilitdt von Amiodarone
und/oder der hoheren Hydrophobizitit der Substanz im Vergleich zu Bepridil liegen. Die
hohere Hydrophobizitdt konnte eine Aggregation der Substanz bedingen, was ebenso wie eine
geringere Stabilitdt zu einer Verringerung der effektiven Konzentration der Substanz im
Experiment fiihren kann.

Ein Vergleich der in Abbildung 27 dargestellten Strukturen der beiden Substanzen zeigt, dass
beide grundsitzlich sehr verschieden sind. Die einzigen Gemeinsamkeiten sind die hohe
Lipophilitdt, wodurch die Substanzen leicht durch die Plasmamembran ins Innere der Zelle
diffundieren kénnen, und das protonierbare tertidre Amin, das den Substanzen ihre Basizitit
verleiht.

Diese Befunde stimmen mit der Annahme tiiberein, dass der Effekt von Amiodarone und
Bepridil hochstwahrscheinlich  {iber die Alkalisierung von sauren intrazelluldren

Kompartimenten vermittelt wird.
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3.7.4.3 Das protonierbare tertiiire Amin ist essentiell fiir den inhibitorischen Effekt auf
die p-Spaltung von APP

Die bisher gezeigten Ergebnisse deuten sehr stark darauf hin, dass die Inhibition der (-
Spaltung durch Bepridil und Amiodarone auf einer Alkalisierung der Endosomen beruht.
Wenn diese Hypothese zutrifft, sollte die Anwesenheit des tertidren Amins essentiell fiir den
Effekt sein und Derivate, denen diese Gruppe fehlt, sollten keine Inhibition mehr bewirken.
Dies wurde mithilfe des Amiodarone-Derivats AMI-AcOH {iberpriift, in dem das tertidre
Amin durch eine Sdurefunktion ausgetauscht wurde (siche Abbildung 27). HEK293E-
APP695 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit AMI-AcOH behandelt. Es wurden die gleichen
Konzentrationen eingesetzt wie fiir die Amiodarone-Behandlung in 3.7.4.2. Die Effekte auf

das APP-Shedding sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Das protonierbare tertiire Amin ist essentiell fiir den inhibitorischen Effekt auf
die B-Spaltung von APP

(A) HEK293E-AP695 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von AMI-
AcOH behandelt. Die Effekte auf das Shedding von APP wurden mittels Western Blot-Analyse
untersucht.

(B) Die Mengen an APPsP aus A wurden quantifiziert (weile Balken) und sind im Vergleich zu den
nach Amiodarone-Behandlung gemessenen APPspB-Mengen aus Abbildung 29 (schwarze Balken)
dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier (Amiodarone) bzw. zwei
(AMI-AcOH) unabhingigen Experimenten.

Abbildung 30 zeigt, dass AMI-AcOH, im Gegensatz zu Amiodarone, keinen Effekt auf die 3-
Spaltung von APP hat (siche APPsp-Blot). Bei hohen Konzentrationen (50 uM) ist eine
Zunahme von APPsa zu erkennen, wihrend keine der verwendeten Konzentrationen zu einer

Verdnderung der Mengen an fl. APP fiihrt.
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Dieses Ergebnis bestitigt die essentielle Funktion des tertidren Amins fiir die Inhibition der 3-
Spaltung und ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass diese durch die Alkalisierung von sauren
intrazelluldren Kompartimenten vermittelt wird.

Zusammengefasst konnte in den Kapiteln 3.7.4.1 bis 3.7.4.3 gezeigt werden, dass die
Alkalisierung von sauren intrazelluldiren Kompartimenten die B-Spaltung von APP durch
BACE!l inhibieren kann und dass dies sehr wahrscheinlich der zugrundeliegende

Mechanismus fiir die Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil und Amiodarone ist.

3.8 Bepridil kann die Blut-Hirn-Schranke passieren

Die in den Kapiteln 3.2 bis 3.7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Bepridil ein neuartiger
Inhibitor der B-Sekretasespaltung ist. Der ICso-Wert der Inhibition liegt mit 4-6 pM im
Bereich der im Patienten gemessenen therapeutischen Plasmakonzentration, die bis zu 10 uM
betragen kann (Hollingshead et al., 1992). Da die Alzheimer Krankheit eine Erkrankung des
Gehirns ist, stellt sich die Frage der ,,Hirngidngigkeit* der Substanz. Diese ist bisher eines der
grofBten Probleme bei der Entwicklung von BACEIl-Inhibitoren. Die beschriebenen
Substanzen sind oft peptidischen Ursprungs und somit zu grof3, um die Blut-Hirn-Schranke zu
passieren (Ghosh et al., 2001; Sinha et al., 1999). Um zu untersuchen, ob Bepridil diese
Barriere iiberwinden kann, wurde Maéiusen 10 mg Bepridil pro kg Korpergewicht
intraperitoneal (i.p.) injiziert und nach unterschiedlichen Zeitpunkten (0,5, 1, 2 und 4
Stunden) die Konzentration (ng/g) der Substanz im Hirn und Plasma der Tiere mittels HPLC
und anschlieBender Massenspektrometrie (LC/MS) bestimmt. Pro Zeitpunkt wurden jeweils
drei Tiere analysiert. Aus diesen Werten wurde das Verhéltnis der Konzentration von Bepridil
im Hirn zu Bepridil im Plasma berechnet. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit

Dr. Steffen Rossner und der Firma Probiodrug AG durchgefiihrt.

Tabelle 14: Analyse der Hirngéingigkeit von Bepridil
Angegeben sind der Zeitpunkt der Analyse in Stunden nach Substanzinjektion, das Verhéltnis der
Bepridil-Konzentration in Hirn und Blut sowie der daraus errechnete logBB.

Zeitpunkt (Stunden) [Hirn]/[Blut] logBB
0,5 24 0,4
1 3,3 0,5
2 1,7 0,2
4 1,4 0,2
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Die Ergebnisse zeigen, dass Bepridil die Blut-Hirn-Schranke sehr effektiv tiberwinden kann.
Die Bepridil-Konzentration im Hirn ist zu allen gemessenen Zeitpunkten sogar héher als im

Blut.

3.9 Bepridil ist ein dualer Modulator

Im bisherigen Verlauf dieser Doktorarbeit wurde vor allem der Effekt von Bepridil auf die
Ektodominenspaltung von APP untersucht. Um zu testen, ob Bepridil auch die APP-
Prozessierung durch die y-Sekretase beeinflusst, wurden HEK293-APP695swe Zellen fiir 16
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen der Substanz behandelt und mithilfe eines
wdandwich-Immunoassays® die Effekte von Bepridil auf die verschiedenen Ap-Spezies,
APB38, 40 und 42, analysiert. Wenn die Substanz keinen Effekt auf die y-Sekretase hat, wére
aufgrund der Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil eine gleichméfBige Abnahme aller Ap-

Spezies zu erwarten.
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Abbildung 31: Analyse des Effektes von Bepridil auf die verschiedenen AB-Spezies
HEK?293-APPswe Zellen wurden fiir 16 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von Bepridil
inkubiert. AnschlieBend wurden im konditionierten Medium mittels ,,Sandwich-Immunoassay* die
Mengen von AB38, 40 und 42 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
von zwei unabhingigen Experimenten.

Die Behandlung mit Bepridil bewirkte fiir AB38 und AB40 die aufgrund der Inhibition der -
Spaltung erwartete konzentrationsabhingige Abnahme, wobei der Effekt fiir AB38 besonders
stark war. Im Gegensatz hierzu konnte fiir AB42 keine deutliche Verdnderung festgestellt
werden (Abbildung 31). Dieses Ergebnis deutet auf eine Modulation der y-Sekretase durch
Bepridil hin. Die Substanz scheint eine Verschiebung der Schnittspezifitit des Enzyms von
AB38 zu AB42 zu bewirken, wodurch zum einen der durch die Inhibition der B-Spaltung
vermittelte Effekt auf AB38 verstirkt und zum anderen der Effekt auf AB42 aufgehoben wird.

&9



Ergebnisse

3.9.1 Bepridil ist ein inverser y-Sekretase-Modulator (iGSM)

Um den Effekt von Bepridil auf die y-Sekretase detaillierter zu untersuchen, wurde die
Wirkung der Substanz auf HEK293E-SP-C99 Zellen analysiert. Diese Zellen exprimieren
eine N-terminal verkiirzte Form von APP, die dem B-geschnittenen C-terminalen Fragment
(CTFB, C99) entspricht. Da dieses Konstrukt nicht mehr von der B-Sekretase geschnitten
werden kann, ermdglicht es eine isolierte Analyse des Effektes von Bepridil auf die
Schnittspezifitit der y-Sekretase. HEK293E-SP-C99 Zellen wurden fiir 16 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen von Bepridil behandelt und die Effekte auf die verschiedenen
AB-Spezies analysiert. Fiir die elektrophoretische Auftrennung der AB-Spezies wurde ein

Harnstoff-Gel (siehe 2.2.4.7) verwendet.
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Abbildung 32: Bepridil ist ein inverser y-Sekretase-Modulator (iGSM)

(A) HEK293E-SP-C99 Zellen wurden fiir 16 Stunden mit den angegebenen Bepridil-Konzentrationen
behandelt. AnschlieBend wurden die Effekte auf die verschiedenen AB-Spezies im konditionierten
Medium analysiert.

(B) Quantifizierung der Ergebnisse aus A. Die AB-Werte der kontrollbehandelten Zellen wurden
jeweils gleich 100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei
unabhédngigen Experimenten.

Die Ergebnisse in Abbildung 32 zeigen, dass Bepridil in HEK293E-SP-C99 Zellen zu einer
Abnahme von AB38 und einer Zunahme von AB42 fiihrt, wiahrend AB40 unverdndert bleibt.
Die Gesamtmenge von AP édndert sich somit nicht, was zeigt, dass Bepridil keinen
inhibitorischen Effekt auf die y-Spaltung hat. Eine vergleichbare Wirkung auf die
Schnittspezifitdt der y-Sekretase ist filir eine Reihe von weiteren Substanzen bekannt, darunter
einige Vertreter aus der Gruppe der NSAIDs (,,Nonsteroidal antiinflammatory drugs*) (Kukar
et al., 2005). Diese werden auch als inverse y-Sekretase-Modulatoren (iGSM) bezeichnet.
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Bepridil besitzt somit zusdtzlich zum inhibitorischen Effekt auf die B-Spaltung von APP eine
1GSM-Aktivitdt und ist der erste beschriebene duale Modulator der APP-Spaltung. Fiir eine
therapeutische Anwendung ist Bepridil allerdings aufgrund dieser Effektkombination nicht

geeignet.

3.9.2 Bepridil bewirkt Verinderungen in der Struktur von Membranen

Bepridil weist neben dem protonierbaren tertidren Amin einen stark hydrophoben Anteil auf
(siche Abbildung 27). Aufgrund dieser Eigenschaft kann Bepridil der Gruppe der sogenannten
amphiphilen Substanzen (,,amphiphilic drugs®) zugeordnet werden. Fiir einige dieser
Substanzen konnte gezeigt werden, dass sie mit biologischen Membranen interagieren und
deren Eigenschaften verdndern konnen (Herbette et al., 1983; Zachowski and Durand, 1988).
Um zu testen, ob Bepridil ebenfalls Membranveridnderungen bewirken kann, wurde der Effekt
der Substanz auf Membranen, bestehend aus komplexen Lipidmischungen, mittels
Deuterium-NMR-Analyse untersucht. Bei dieser Analysemethode konnen durch die
Verwendung von deuterierten Lipiden bestimmte Membranparameter, wie Ordnung und
Dicke der Membran, bestimmt werden. Im vorliegenden Experiment wurde eine Mischung
aus Palmitoyl-Oleyl-Phosphatidylcholin (POPC), Palmitoyl-Sphingomyelin (PSM) und
Cholesterin (Chol) im Verhéltnis 1:1:1 verwendet, in der entweder POPC oder PSM deuteriert
waren. POPC dient dabei als Marker fiir ungeordnete, ,,Raft“-freie Bereiche der Membran,
wihrend Sphingomyelin als Marker fiir geordnete Membranbereiche herangezogen werden
kann. Den Lipidmischungen wurden verschiedene Bepridil-Konzentrationen (angegeben in
mol% bezogen auf die Lipid-Gesamtkonzentration) zugesetzt. AnschlieBend wurden die
Proben mittels NMR-Spektroskopie analysiert und aus den erhaltenen Spektren der Effekt
von Bepridil auf die Dicke der Membran in der Umgebung von POPC (Proben mit
deuteriertem POPC) bzw. PSM (Proben mit deuteriertem PSM) bestimmt (Abbildung 33).

Die Messungen wurden von Tim Bartels im Labor von Prof. Dr. Klaus Beyer durchgefiihrt.
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Abbildung 33: Bepridil beeinflusst die Struktur von Membranen

Dargestellt ist der Einfluss von Bepridil auf die aus den NMR-Daten berechnete hydrophobe Dicke
einer Membran aus POPC/PSM/Cholesterin im Verhéltnis 1:1:1. Die schwarze Kurve entspricht dabei
der Dicke in der Umgebung von PSM, wihrend die rote Kurve die Dicke in der Umgebung von POPC
wiedergibt. Als Extremwerte sind die Dicke von Membranen aus reinem deuteriertem POPC (A;
POPC-d;;) und aus deuteriertem PSM in einer 1:1-Mischung mit Cholesterin (J; PSM-d /Chol 1:1)
angeben. Alle Messungen wurden bei 35°C durchgefiihrt.

Das in Abbildung 33 dargestellte Ergebnis zeigt, dass sich die drei verwendeten Lipide bei
35°C und 0% Bepridil perfekt mischen, was an der identischen Dicke der Membran in der
Umgebung von POPC und PSM zu erkennen ist. Mit zunehmender Bepridil-Konzentration
nimmt die Dicke in der Umgebung von POPC stark ab, wéhrend sie fiir die Umgebung von
PSM zunimmt. Bei 7,5% Bepridil entspricht sie fiir POPC schlieBlich der Dicke einer reinen
POPC-Membran, fiir PSM dagegen der Dicke einer Membran aus PSM und Cholesterin im
Verhéltnis 1:1. Der beobachtete Effekt ldsst sich nur durch eine Umverteilung des
Cholesterins in der Membran erkldren. Bepridil scheint das Cholesterin aus der POPC-Phase
in die PSM-Phase zu verdringen und dadurch eine Phasentrennung zu induzieren.

Zusammengefasst zeigt dieses Ergebnis, dass Bepridil in der Lage ist, starke Verdnderungen
in der Struktur von Membranen zu bewirken. Da die y-Sekretase ein membranstindiger
Enzymkomplex ist und die Proteolyse innerhalb der Membran stattfindet, ist es gut
vorstellbar, dass eine Veridnderung der Membraneigenschaften eine Verdnderung der

Schnittspezifitit der Sekretase auslost.
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3.9.3 Umwandlung eines inversen y-Sekretase-Modulators in einen direkten

v-Sekretase-Modulator

Neben den in 3.9.1 erwédhnten inversen y-Sekretase-Modulatoren (iGSM) gibt es auch
Substanzen, die eine direkte Modulation der Sekretase bewirken (,,straight y-secretase
modulator”, sGSM) (Weggen et al., 2001). Diese fiihren zu einer Verschiebung der
Schnittspezifitit von AB42 zu AB38 und somit zu einer Verringerung der Menge an AB42.
Fiir einige dieser Substanzen konnte in Tierexperimenten bereits gezeigt werden, dass sie ein
groBBes therapeutisches Potential besitzen (Weggen et al., 2001). Der sGSM (R)-Flurbiprofen
wird zudem derzeit in einer klinischen Studie der Phase III getestet (Imbimbo, 2008; Kukar
and Golde, 2008). Narlawar und Kollegen konnten kiirzlich zeigen, dass es moglich ist, einen
1GSM durch chemische Modifikation in einen sGSM umzuwandeln (Narlawar et al., 2007).
Der entscheidende Schritt war dabei das Hinzufligen einer Sdurefunktion zur Struktur des
iGSM. Um zu testen, ob es sich hierbei um ein generelles Prinzip handelt, das auch auf andere
1GSM angewendet werden kann, wurden die Effekte von Amiodarone und AMI-AcOH auf
die Schnittspezifitit der y-Sekretase verglichen. Dazu wurden HEK293-APPswe Zellen fiir
16 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen der beiden Substanzen behandelt und
anschlieBend die Effekte auf die verschiedenen AB-Spezies mittels ,,Sandwich-Immunoassay*
analysiert. Als Kontrollen wurden Fenofibrate (iGSM) (Kukar et al., 2005) und Sulindac
Sulfid (sGSM) (Weggen et al., 2001) verwendet. Die mit Sulindac Sulfid behandelten Zellen
wurden vor der Hauptinkubation fiir 24 Stunden mit der halben Substanzkonzentration
(25 uM) priinkubiert. Die in Abbildung 34 dargestellten Ergebnisse zeigen nur die Werte fiir
AB38 und AB42, da diese entscheidend fiir den GSM-Effekt sind.
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Abbildung 34: Umwandlung eines iGSM in einen sGSM durch Hinzufiigen einer Sadurefunktion
HEK293-APPswe Zellen wurden fiir 16 Stunden mit Fenofibrate (Fen), Sulindac Sulfid (SS),
Amiodarone bzw. AMI-AcOH in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Anschlieend wurden
im konditionierten Medium die Mengen an AB38 und 42 bestimmt und die jeweiligen Mengen der
kontrollbehandelten Zellen gleich 100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus zwei unabhingigen Experimenten. Kon = Kontrolle

Abbildung 34 zeigt, dass Amiodarone zu einer konzentrationsabhéngigen Zunahme von AB42
bei gleichzeitiger Abnahme von AB38 fiihrt. Der Effekt dhnelt sehr stark dem Effekt des
bekannten iGSM Fenofibrate. Amiodarone wirkt also, wie Bepridil, als iGSM. Die Abnahme
beider AB-Spezies bei 50 uM ist wahrscheinlich auf eine beginnende Toxizitét der Substanz
bei dieser Konzentration zuriickzufiihren.

Bei Behandlung der Zellen mit AMI-AcOH kann hingegen der gegenteilige Effekt beobachtet
werden. Hier nimmt AB42 konzentrationsabhidngig ab, wahrend AB38 zunimmt. AMI-AcOH
ist somit ein sSGSM. Dies wird durch einen Vergleich mit dem Effekt des bekannten sGSM
Sulindac Sulfid verdeutlicht.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Umwandlung eines inversen y-Sekretase-Modulators in
einen direkten y-Sekretase-Modulator durch das Hinzufiigen einer Séurefunktion nicht auf die
von Narlawar et al. beschriebene Substanz beschrinkt ist. Es scheint sich dabei vielmehr um
ein generelleres Prinzip zu handeln, dass auf andere iGSMs iibertragbar ist. Es kann nun
versucht werden, auch Bepridil auf diese Weise zu modifizieren, wodurch ein dualer
Modulator entstehen konnte, der zum einen die B-Spaltung von APP hemmt und zum anderen
die Menge des toxischen AP42 durch einen sGSM-Effekt auf die y-Sekretase weiter
verringert. Eine solche Substanz konnte fiir die Behandlung der Alzheimer Krankheit getestet

werden.
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4. Diskussion

Die Alzheimer Krankheit ist die weltweit hdufigste Form von Demenz (Selkoe, 2001). Derzeit
sind alleine in Deutschland ca. 1,2 Millionen davon Dbetroffen (Quelle:
http://www.neuro24.de/alzhei.htm, Stand 2006), wéhrend sich die Zahl der
Patienten weltweit auf ungefahr 27 Millionen belduft (Quelle:
http://www.alzheimersanddementia.org/article/PIIS155252600700475X, Stand 2006). Da der
groBte Risikofaktor fiir diese Erkrankung das Altern ist, muss aufgrund der steigenden
Lebenserwartung und der zunehmenden Alterung der Gesellschaft mit einem starken Anstieg
der Patientenzahlen in den néchsten Jahren gerechnet werden. Zu diesem Ergebnis kommt
unter anderem eine an der Johns-Hopkins-Universitit in Baltimore durchgefiihrte Studie, die
eine Vervierfachung der Zahl der von Alzheimer betroffenen Menschen bis zum Jahr 2050

prognostiziert (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Prognose fiir die weltweite Entwicklung der Zahl der Alzheimer-Patienten
Dargestellt ist das Ergebnis einer Studie der Johns-Hopkins-Universitdt in Baltimore, welche eine
Vervierfachung der Zahl der Alzheimer-Patienten weltweit bis zum Jahr 2050 prognostiziert.
(Basierend auf: http://www.alzheimersanddementia.org/article/P1IS155252600700475X)

Das Ergebnis dieser Studie unterstreicht die Notwendigkeit der Entwicklung einer wirksamen
Therapie fiir die Krankheit.

Bisher ist zur Behandlung der Alzheimer Krankheit nur eine rein symptomatische Therapie
moglich. So wird z.B. der NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantine zur Regulierung des
durch AP gestorten glutamatergen Neurotransmittersystems eingesetzt, wodurch bei mittlerer
bis schwerer Erkrankung eine geringfligige Verbesserung der Krankheitssymptome erreicht
werden kann (McShane et al., 2006). Ein weiterer symptomatischer Therapieansatz ist die
Gabe von Acetylcholinesterase-Hemmern, wodurch der durch das Absterben von Neuronen

ausgelosten Verringerung des Acetylcholin-Levels im Gehirn der Patienten entgegengewirkt
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werden soll. Fiir diese Behandlungsmethode konnte eine Verbesserung der Symptome bei
Patienten mit leichter bis mittelschwerer Erkrankung erreicht werden (Feldman and Lane,
2007; Rogers et al., 1998), wobei die Wirksamkeit dieser Methode nicht unumstritten ist
(Kaduszkiewicz et al., 2005). Eine Heilung der Alzheimer Krankheit durch diese
Behandlungsmethoden ist allerdings nicht moglich.

Dank intensiver Forschung ist mittlerweile sehr viel iiber die zelluldren Prozesse, welche zur
Entstehung der Alzheimer Krankheit fithren, bekannt (Haass, 2004). Eine zentrale Rolle spielt
hierbei die proteolytische Prozessierung von APP (siehe 1.2.1.3 und Abbildung 4). Der erste
Schritt hierbei ist die Abspaltung der Ektodoméne von APP, das sogenannte APP-Shedding.
Wird dieser Schritt von der B-Sekretase BACE1 durchgefiihrt, leitet dies den amyloidogenen
Weg ein, der zur Bildung des neurotoxischen AP fiihrt (siehe 1.2.1.3 und Abbildung 4). Die
Bedeutung von BACEI fiir die Alzheimer Krankheit wird dadurch unterstrichen, dass in
BACE]1 ,knock-out” Miusen keine AB-Bildung mehr nachweisbar ist (Cai et al., 2001; Luo et
al., 2001; Roberds et al., 2001) und durch die Tatsache, dass die Menge an BACE1-Protein
sowie dessen enzymatische Aktivitit im Gehirn von Alzheimer-Patienten erhoht ist
(Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2002; Sun et al., 2002; Yang et al., 2003). Die
Inhibition von BACEI stellt deshalb einen interessanten Weg zur Blockade des
amyloidogenen Wegs und somit zur Verhinderung der Entstehung der Alzheimer Krankheit
dar (Vassar, 2002). Seit der Identifizierung von BACE] als alleinige B-Sekretase (Hussain et
al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Yan et al., 1999) konnten bereits einige sehr
wirksame und spezifische Inhibitoren des Enzyms identifiziert werden (Ghosh et al., 2001;
Sinha et al., 1999), die allerdings allesamt nicht die Blut-Hirnschranke passieren kénnen und
aufgrund ihrer meist peptidischen Grundstruktur zudem oft sehr instabil sind. Viele
Pharmafirmen arbeiten derzeit an der Entwicklung von neuen BACE1-Inhibitoren, die diese
Limitierungen nicht mehr aufweisen, wobei immer héufiger die Methode des sogenannten
,structure-based design® angewendet wird (Ghosh et al., 2001). Hierbei wird versucht,
basierend auf der bekannten Struktur der Proteasedomédne von BACE1 (Abbildung 36) (Hong
et al., 2000), Molekiile zu finden, die moglichst optimal in das aktive Zentrum passen. Ein
entscheidendes Problem stellt dabei die Groe dieses aktiven Zentrums dar, was eine direkte

Inhibition der Protease mit sogenannten ,,Jow molecular weigth compounds* erschwert.
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Abbildung 36: Struktur der Proteasedomiine von BACE1
Dargestellt ist die Struktur der Proteasedomine von BACE1 im Komplex mit dem Inhibitor OM99-2
(rot), der im grofien aktiven Zentrum von BACE] sitzt (modifiziert nach (Hong et al., 2000)).

Auf diesem Weg konnten in den letzten Jahren einige neue, sehr wirksame und vor allem
kleinere BACE1-Inhibitoren identifiziert werden (Ghosh et al., 2008). Allerdings bleibt das
Problem der Hirngéingigkeit weiterhin ungelost, da der Transport dieser neuen Substanzen
iiber die Blut-Hirn-Schranke meist von dem Efflux-Transporter P-Glykoprotein (PgP)
unterbunden wird (Meredith et al., 2008), weshalb bis jetzt nur eine Substanz in klinischen
Studien der Phase II getestet wird. Dies macht deutlich, wie schwierig es ist, geeignete
BACEIl-Inhibitoren zu finden, weshalb die Identifizierung von alternativen Wegen zur

direkten oder indirekten Inhibition der B-Spaltung von APP von grof3er Bedeutung ist.

4.1 Bepridil als neuer Inhibitor der f-Spaltung von APP

In dieser Doktorarbeit konnte Bepridil als neuer Inhibitor der p-Spaltung von APP
identifiziert werden. Die Substanz wurde in einem Shedding-Modulator-Screen (Abbildung 9)
zundchst als Aktivator des APP-Shedding bei hohen Konzentrationen (50 uM) gefunden
(Tabelle 13 und Abbildung 11). In weiterfiihrenden Experimenten zur detaillierteren Analyse
des Effektes auf die Ektodoménenspaltung von APP konnte jedoch gezeigt werden, dass
Bepridil bereits bei deutlich geringeren Konzentrationen (<5 uM) zu einer spezifischen
Inhibition der B-Spaltung von APP fiihrt, wihrend die Mengen an APPsa und Gesamt-APP
(fLLAPP) bei diesen Konzentrationen unveridndert bleiben (Abbildung 12 und 14). Der Effekt
konnte in HEK293E Zellen, COS7 Zellen sowie in den Neurogliom-Zelllinien H4 und U373
nachgewiesen werden (Abbildung 12-15), was zeigt, dass es sich um einen generellen, nicht

zelltypspezifischen Effekt handelt.
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Bepridil ist in der Literatur als Calciumkanal-Blocker beschrieben (Flaim et al., 1985), wobei
es im Gegensatz zu anderen Calciumkanal-Blockern auch intrazelluldre, Calmodulin-
abhingige Prozesse inhibieren kann (Gleason et al., 1986; Itoh et al., 1986; Winslow et al.,
1989). Zusitzlich kann Bepridil bei hohen Konzentrationen auch Natriumkanile in erregbaren
Geweben blockieren (Cosnier et al., 1977; Flaim et al., 1988). Aufgrund seiner Eigenschaft
als Calciumkanal-Blocker wird die Substanz zur Behandlung von kardiovaskuldren
Erkrankungen eingesetzt, mit den Hautpindikationen stabile Angina Pectoris und
Herzrhythmus-Stérungen. Die relativ lange Halbwertszeit im Plasma von ein bis zwei Tagen
erlaubt dabei eine einmalige Gabe von 300-400 mg des Medikaments pro Tag, wodurch
Plasmakonzentrationen von bis zu 10 uM erreicht werden kénnen, welche gut toleriert
werden (Hollingshead et al.,, 1992). Durch die Entwicklung neuer, spezifischerer
Calciumkanal-Blocker wurde Bepridil zunehmend vom Markt verdringt und wird heute nur
noch in Frankreich und Japan zur Behandlung von Patienten eingesetzt.

Der in dieser Arbeit ermittelte ICso-Wert der Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil liegt
mit ca. 4-6 uM (Abbildung 13-15) genau im Bereich der Plasmakonzentration von Bepridil-
behandelten Patienten. Die Analyse der Hirngédngigkeit zeigte dariiber hinaus, dass Bepridil
die Blut-Hirn-Schranke sehr effizient passieren kann und somit auch im Gehirn von Patienten

in fiir den B-Effekt ausreichenden Konzentrationen vorkommen sollte (Tabelle 14).

4.1.1 Analyse des zugrundeliegenden Mechanismus

Die Analyse des Effektes von Bepridil im BACE!1 in vitro Test zeigte, dass die Inhibition
nicht auf einer direkten Hemmung der enzymatischen Aktivitit von BACE1 beruht
(Abbildung 19) und somit iiber einen alternativen Mechanismus vermittelt werden muss.

Sennvik und Kollegen konnten zeigen, dass die Induktion der Apoptose mittels des Calcium-
Ionophors A23187 zu einer selektiven Reduktion der Bildung von APPsf fiihren kann
(Sennvik et al., 2001). Fiir Bepridil wurde dariiber hinaus beschrieben, dass es in bestimmten
Zelllinien, dhnlich wie A23187, eine Zunahme der intrazelluldiren Calciumkonzentration
auslosen kann (Chen and Jan, 2001; Jan and Tseng, 2000). Die Moglichkeit, dass der hier
beobachtete inhibitorische Effekt von Bepridil auf die B-Spaltung von APP durch die
Induktion eines Calcium-abhingigen Apoptoseweges vermittelt wird, kann jedoch
ausgeschlossen werden, da Bepridil zum einen keine Toxizitdit bei den relevanten
Konzentrationen zeigt (Abbildung 16) und zum anderen keinen Einfluss auf die intrazellulédre

Calcium-Konzentration hat (Abbildung 22).
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4.1.1.1 Der Effekt von Bepridil auf die -Spaltung von APP ist nicht substratspezifisch
und unabhiingig vom ,, Trafficking“ von BACE1

Der Befund, dass Bepridil auch die Prozessierung des alternativen BACEI-Substrats
Neuregulin inhibieren kann (Abbildung 17), zeigt, dass die Inhibition nicht substratspezifisch
ist. Dieses Ergebnis schliefit einen liber direkte Bindung von Bepridil an APP vermittelten
Mechanismus, wie er fiir eine Reihe anderer Substanzen gezeigt werden konnte (Espeseth et
al., 2005), aus und zeigt, dass die Inhibition auf Seiten der Protease geschehen muss.

Die zytoplasmatische Domédne von BACE1 enthélt ein charakteristisches Di-Leucin-Motiv
(LL, Aminoséuren 499/500, Abbildung 37), das fiir die intrazelluldre Verteilung der Protease
wichtig ist (Pastorino et al., 2002). Dieses Motiv ist ein Sortierungs-Signal, das sowohl die
Endozytose von Proteinen von der Plasmamembran, als auch das ,, Trafficking® vom trans-

Golgi Netzwerk (TGN) zu den Endosomen reguliert (Kirchhausen, 2000; Le Borgne and
Hoflack, 1998).

Extrazellularer Raum / Lumen Membran  Zytosol
DTGS DSGT
N SP I * * | C
1 21 46
496 501
DISLLK

- —
GGA-Bindestelle

Abbildung 37: Die zytoplasmatische Domine von BACEI1 reguliert das , Trafficking* von
BACE1

Gezeigt ist der schematische Aufbau von BACE1 (vgl. Abbildung 5). Die Sequenz des C-terminalen
Endes ist vergroBert dargestellt. Das Di-Leucin-Motiv (LL) ist rot, das phosphorylierbare Serin (S) ist
blau dargestellt. Die GGA-Bindestelle ist angegeben.

Das Di-Leucin-Motiv ist Teil einer Bindesequenz (DISLL), an die sogenannte GGA-Proteine
(,,Golgi-localized y-ear-containing ARF-binding*“-Protein) binden kénnen (He et al., 2002; He
et al., 2003). Fiir GGA-Proteine konnte gezeigt werden, dass sie eine Rolle im Transport
zwischen dem trans-Golgi-Kompartiment und den frithen Endosomen spielen (Puertollano et
al., 2001; Zhu et al., 2001), wobei sie auch die intrazelluldre Verteilung von BACEI
regulieren (He et al., 2005). Die Phosphorylierung des Serin-Rests (S) in diesem Motiv
verstirkt die Bindung der GGA-Proteine an BACE1 (von Arnim et al., 2004) und beeinflusst
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die intrazelluldre Lokalisation von BACE1 (Walter et al., 2001). Eine Beeinflussung des
,» L rafficking” von BACEI konnte den inhibitorischen Effekt der Substanz auf die B-Spaltung
von APP erkldren. So konnte beispielsweise eine Inhibition der BACE1-Endozytose durch
Bepridil das Zusammentreffen der Protease mit APP in den Endosomen und somit die
Spaltung von APP durch BACE1 verhindern. Die Analyse des Effektes von Bepridil auf die
BACEI-Variante BACEI1-GPI (Abbildung 26) zeigt allerdings, dass die Deletion der
zytoplasmatischen Domédne von BACE1 und somit auch des DISLL-Motivs, keinen Einfluss
auf den inhibitorischen Effekt von Bepridil auf die B-Spaltung von APP hat. Dieses Ergebnis
schlieBt eine Involvierung des BACE1-,, Trafficking™ aus.

4.1.1.2 Die Inhibition der B-Spaltung durch Bepridil ist Calcium-unabhiingig und wird
nicht iiber die Inhibition von Calmodulin vermittelt

Eine weitere Mdoglichkeit fiir den Mechanismus der beobachteten Inhibition der B-Spaltung
konnte die fiir Bepridil beschriebene Blockade von Calciumkanilen darstellen (Flaim et al.,
1985). Storungen der Calciumhomdostase und damit des Calcium-vermittelten ,,Signaling®
spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Alzheimer Krankheit (LaFerla, 2002;
Mattson and Chan, 2003; Stutzmann, 2005). Bereits in den frithen 90er Jahren konnte gezeigt
werden, dass AB-Peptide in der Lage sind, die intrazelluldre Calcium-Konzentration zu
erh6hen (Arispe et al., 1993; Kawahara and Kuroda, 2000), was zu metabolischem Stress und
starken Beeintrdchtigungen des Calcium-Signalings fiir die betroffenen Neuronen fiihrt.
Querfurth und Kollegen konnten zudem zeigen, dass eine Erhohung der intrazelluldren
Calcium-Konzentration zu vermehrter AB-Bildung fithren kann (Querfurth et al., 1997;
Querfurth and Selkoe, 1994), was zeigt, dass die Storung der Calciumhomdgostase nicht nur
eine Folge vermehrter AB-Bildung ist, sondern diese auch auslosen kann. Aus diesem Grund
wird der Einsatz von Medikamenten, die eine Stabilisierung der Calciumhomoostase
bewirken konnten, als therapeutische Moglichkeit zur Behandlung der Alzheimer Krankheit
diskutiert (LaFerla, 2002). In diesem Zusammenhang wurde fiir den hirngéngigen
Calciumkanal-Blocker Nimodipine eine therapeutische Wirkung fiir die Behandlung der
Alzheimer Krankheit postuliert (Fritze and Walden, 1995; Wadworth and McTavish, 1992)
und dieser bereits in einigen klinischen Studien zur Behandlung von Demenz getestet (Lopez-
Arrieta and Birks, 2002; Lopez and Birks, 2001).

Die in den Abbildungen 20 bis 22 dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen allerdings,
dass der inhibitorische Effekt von Bepridil auf die B-Spaltung von APP Calcium-unabhingig

sein muss. So hatte zum einen die Behandlung mit dem spezifischen Calciumkanal-Blocker
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Nimodipine keinen Einfluss auf die B-Spaltung (Abbildung 20), obwohl die hier verwendete
Nimodipine-Konzentration (10 pM) zu einer starken Inhibition der endogenen Calciumkanéle
von HEK?293 Zellen fiihrt (Berjukow et al., 1996). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Inhibition
von Calciumkanélen nicht fiir den hier beschriebenen Effekt von Bepridil verantwortlich sein
kann. Zum anderen bewirkten weder eine Erhohung der intrazelluliren Calcium-
Konzentration ([Ca®"]}) mittels des Ca’’-ATPase-Inhibitors Thapsigargin, noch eine
Verringerung von [Ca”"]; mithilfe des zellgingigen Calciumchelators BAPTA-AM, die fiir
Bepridil beobachtete Inhibition der B-Sekretase-Spaltung von APP (Abbildung 21). Dieser
Befund zeigt, dass Verdnderungen von [Ca®']; nicht in der Lage sind, die fiir Bepridil
beobachteten Effekte auszulosen. Dariiber hinaus zeigte die Analyse mithilfe des Calcium-
Indikators Fura-2/AM, dass die Behandlung mit Bepridil keine Verdnderung der
intrazelluldren Calcium-Konzentration ausldst (Abbildung 22).

Ein weiterer flir Bepridil publizierter Effekt besteht in der Inhibition von Calmodulin-
abhéngigen Prozessen (Gleason et al., 1986; Itoh et al., 1986; Winslow et al., 1989). Bepridil
wird deshalb auch als Calmodulin-Antagonist bezeichnet. Calmodulin (CaM) ist ein
hochkonserviertes, ubiquitir exprimiertes Ca>*-bindendes Protein, das eine wichtige Rolle bei
der Regulation einer Vielzahl zelluldrer Prozesse, u.a. Zell-Proliferation, Zell-Zell-Interaktion
und Muskelkontraktion, spielt (Jurado et al., 1999). Die Effekte werden dabei meist iiber die
Bindung von CaM an bestimmte Zielproteine, z.B. CaM-abhingige Kinasen, vermittelt. Eine
Rolle von CaM bei der Alzheimer Krankheit ist bisher nicht beschrieben, allerdings konnten
in einigen Alzheimer-relevanten Proteinen (u.a. BACE1 und APP) potentielle Bindestellen fiir
CaM identifziert werden (O'Day and Myre, 2004).

Wenn CaM das fiir den Effekt von Bepridil verantwortliche Zielmolekiil ist, sollte der
»knock-down* des Proteins einen dhnlichen Effekt wie die Bepridil-Behandlung bewirken.
Die in Abbildung 23 dargestellten Ergebnisse zeigen allerdings, dass der ,,knock-down* von
CaM zu einer Zunahme von APPsfP fiihrt und somit den entgegengesetzten Effekt von
Bepridil hat. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von Bepridil in CaM-
»knock-down* Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen unveridndert ist (Abbildung 24). Die
Verringerung der CaM-Proteinmenge verschiebt das Verhéltnis Bepridil:CaM zugunsten von
Bepridil, wodurch bei gleicher Substanzkonzentration eine stirkere Inhibition erreicht werden
sollte. Im Falle einer Involvierung von CaM wiére deshalb eine deutliche Verstirkung des
Effektes von Bepridil in den CaM-,.knock-down* Zellen zu erwarten gewesen. Zu guter Letzt

zeigte auch eine Inhibition von CaM mittels eines CaM-bindenden Peptids nicht die gleichen
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Effekte wie Bepridil (Abbildung 25). Diese Ergebnisse belegen, dass der Effekt von Bepridil

auf die B-Spaltung von APP unabhingig von seiner Aktivitét als CaM-Antagonist sein muss.

4.1.1.3 Bepridil inhibiert die B-Spaltung von APP durch die Alkalisierung saurer
intrazellulirer Kompartimente

Bereits lange vor der Identifizierung von BACE] als B-Sekretase im Jahre 1999 (Hussain et
al.,, 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999) war
bekannt, dass die B-Spaltung von APP in sauren Kompartimenten der Zelle ablaufen muss
und die B-Sekretase somit eine Protease mit saurem pH-Optimum sein muss. Dies wurde
durch die Behandlung von APP-exprimierenden Zellen mit alkalisierenden Agenzien, z.B.
Ammoniumchlorid, gezeigt, die zu einer Inhibition der B-Spaltung von APP und dadurch zu
verringerter AB-Bildung fithrten (Haass et al., 1993; Schrader-Fischer and Paganetti, 1996).
Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Doktorarbeit bestétigt werden. Die B-Spaltung
von APP konnte dabei sowohl durch Ammoniumchlorid, als auch durch die amphiphile
Substanz Chloroquine deutlich inhibiert werden (Abbildung 28).

BACEI zeigt die hochste Aktivitidt zwischen pH 4 und 5 mit einem Optimum bei pH 4,5,
wihrend bei pH 6 nur noch ca. 10-20% Aktivitit messbar sind (Vassar et al., 1999). Shimizu
und Kollegen konnten kiirzlich zeigen, dass BACEl bei pH 4-5 und pH 7 in zwei
verschiedenen Konformationen vorliegt, wobei die Konformation bei pH 4-5 der des aktiven
Enzyms entspricht (Shimizu et al., 2008). Die Autoren der Studie fassen ihre Ergebnisse in
einem Modell zusammen, das in modifizierter Form in Abbildung 38 dargestellt ist. Das
Substrat kann, nur wenn BACE1 in der aktiven Form vorliegt (pH 4-5), an das aktive

Zentrum der Protease binden und von dieser gespalten werden (Abbildung 38).
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(PH7) (pH 4-5)

Abbildung 38: Schematische Darstellung der pH-Wert abhéingigen Konformationsinderung von
BACE1

Gezeigt ist eine schematische Darstellung des aktiven Zentrums von BACE1 mit den katalytisch
aktiven Aspartatresten und dem fiir die Katalyse ndtigen Wassermolekiil (H,O). Bei pH 7 liegt das
Enzym in der inaktiven Konformation vor, weshalb das Substrat nicht prozessiert werden kann. Die
Ansiuerung auf pH 4-5 bewirkt eine Anderung der Konformation in die aktive Form, welche in der
Lage ist, die Spaltung des Substrats zu katalysieren (modifiziert nach (Shimizu et al., 2008)).

Das pH-Optimum von BACEI liegt mit pH 4,5 im fiir lysosomale Kompartimente
bestimmten pH-Bereich (pH 4,6-5) (Coffey and De Duve, 1968; Geisow et al., 1981; Ohkuma
and Poole, 1978). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die B-Spaltung von APP in frithen
endosomalen Kompartimenten stattfindet (Rajendran et al., 2006). Der fiir diese
Kompartimente bestimmte pH-Bereich von pH 6-6,5 (Teter et al., 1998; Yamashiro and
Maxfield, 1987) ist eigentlich noch nicht ausreichend sauer fiir eine effiziente Spaltung von
APP durch BACEL. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass der pH-Wert in der Nidhe von
negativ geladenen Membranen, aufgrund der elektrostatischen Anziehung von Protonen, um
ca. 1-2 Einheiten niedriger als in der umgebenden Fliissigkeit sein kann (Barber, 1980). Da
die Zelloberfliche und somit auch die innere Oberfliche frither endosomaler Kompartimente
eine negative Nettoladung aufweisen (Mehrishi and Bauer, 2002), ist davon auszugehen, dass
auch im membrannahen Bereich der frithen endosomalen Kompartimente ausreichend saure
Bedingungen erreicht werden kdnnen.

Bepridil kann aufgrund seiner Struktur der Gruppe der amphiphilen, leicht basischen
Substanzen zugeordnet werden (Abbildung 27). Charakteristisch fiir diese Substanzgruppe ist
die Anwesenheit eines protonierbaren tertiiren Amins in einer stark hydrophoben
Grundstruktur. Die Substanzen konnen in deprotonierter und somit ungeladener Form leicht
in die Zelle diffundieren. In sauren intrazelluliren Kompartimenten kommt es zur

Protonierung der Amin-Gruppe und dadurch zu einer Alkalisierung dieser Kompartimente
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(Poole and Ohkuma, 1981). Sanchez und Kollegen konnten kiirzlich zeigen, dass Bepridil in
der Lage ist, den Eintritt des Anthrax-Toxins in das Zytoplasma der betroffenen Zellen
verhindern kann (Sanchez et al., 2007). Fiir den Ubertritt des Toxins aus den frithen
Endosomen in das Zytoplasma der Zellen ist eine Ansduerung der Endosomen nétig. Diese
Anséduerung wird durch Bepridil und eine weitere Substanz, Amiodarone, blockiert (Sanchez
et al., 2007).

Die unter Punkt 3.7.4 dargestellten Ergebnisse deuten sehr stark darauf hin, dass die
Alkalisierung von sauren intrazelluldren Kompartimenten der zugrundeliegende Mechanismus
des inhibitorischen Effektes von Bepridil auf die B-Spaltung von APP ist. Abbildung 29 zeigt,
dass auch die Behandlung mit Amiodarone zu einer spezifischen Inhibition der B-Spaltung
von APP fiihrt, wobei der ICsp-Wert mit ca. 15 pM nur geringfiigig hoher liegt als der fiir
Bepridil ermittelte Wert (4-6 uM). Dies konnte durch eine geringere Stabilitit und/oder
starkere Aggregation des hydrophoberen Amiodarone bedingt sein. Ein Vergleich der
Strukturen von Bepridil und Amiodarone (siche Abbildung 27) zeigt, dass diese grundsétzlich
sehr verschieden sind. Die einzigen Gemeinsamkeiten sind die hohe Lipophilitit, wodurch die
Substanzen leicht durch die Plasmamembran ins Innere der Zelle diffundieren kénnen, und
das protonierbare tertidire Amin, das den Substanzen ihre Basizitét und somit die Féhigkeit zur
Alkalisierung saurer Kompartimente verleiht. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass ein
Amiodarone-Derivat, dessen tertidres Amin durch eine Sadurefunktion ausgetauscht wurde,
nicht mehr in der Lage ist, die B-Spaltung von APP zu inhibieren (Abbildung 30). Dieses
Ergebnis belegt die essentielle Funktion der tertidren Amin-Gruppe fiir die Inhibition der -
Spaltung von APP. Zusammengefasst zeigen diese Resultate, dass die Inhibition der [-
Spaltung von APP durch Bepridil und Amiodarone hdchstwahrscheinlich durch die
Alkalisierung von sauren intrazelluliren Kompartimenten vermittelt wird.

Schrader-Fischer und Paganetti konnten zeigen, dass die durch alkalisierende Substanzen
ausgeloste Abnahme von AP beginnend an Position 1 (sieche Abbildung 3) z.T. durch die
Zunahme von AB-Peptiden mit alternativem N-Terminus kompensiert wird (Schrader-Fischer
and Paganetti, 1996). Dies konnte fiir Bepridil durch die Verwendung des alternativen Af-
Antikorpers 4G8, der gegen die Aminoséduren 17-24 von AP gerichtet ist und somit auch Ap-

Peptide mit alternativem N-Terminus erkennt, ausgeschlossen werden (Abbildung 12).
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4.1.2 Therapeutisches Potential alkalisierender Substanzen

Die Inhibition der B-Spaltung von APP durch den Einsatz von alkalisierenden Substanzen ist
nicht spezifisch, da mit der Hemmung der Ansduerung intrazelluldrer Kompartimente ein
grundlegender zelluldrer Prozess beeinflusst wird. Das Beispiel der Hemmung der
Cholesterinsynthese durch Statine zeigt allerdings, dass solche Ansdtze durchaus erfolgreich
sein konnen. Bei der Entwicklung von Cholesterin-senkenden Medikamenten wurde schnell
deutlich, dass die beste Moglichkeit nicht in der spezifischen Inhibition eines der letzten
Schritte der Cholesterin-Biosynthese, sondern in der Blockade der HMG-CoA-Reduktase
durch Statine besteht. Die HMG-CoA-Reduktase katalysiert einen der ersten Schritte des
Mevalonatbiosyntheseweges, dessen Endprodukte neben der Cholesterinsynthese auch fiir
Prozesse wie die Prenylierung von Proteinen oder die N-Glykosylierung wichtig sind. Statine
sind heutzutage die weltweit meistverkauften Medikamente.

Alkalisierende Substanzen haben ein grofles therapeutisches Potential, was hier am Beispiel
von Chloroquine verdeutlicht werden soll. Chloroquine ist eine amphiphile, leicht basische
Substanz, die seit Jahrzehnten zur Behandlung von Malaria eingesetzt wird (White, 1996).
Neuere Studien haben ergeben, dass die Substanz aufgrund ihrer alkalisierenden Wirkung
auch zur Bekdmpfung von Infektionen durch Viren, intrazelluliren Bakterien oder Pilzen
eingesetzt werden kann, die ein saures Milieu zur Vermehrung benétigen (Rolain et al., 2007).
Ein Beispiel hierfiir ist die Infektion durch Coxiella burnetii, dem Erreger des Q-Fiebers, der
sich im sauren Milieu von Phagolysosomen vermehrt (Hackstadt and Williams, 1983; Mege
et al.,, 1997). Hier konnte gezeigt werden, dass die Alkalisierung von sauren intrazelluldren
Kompartimenten durch alkalisierende Substanzen, darunter Chloroquine, zum einen die
Vermehrung des Bakteriums direkt inhibiert (Hackstadt and Williams, 1981) und zum
anderen die Wirksamkeit der Antibiotika Doxyzyklin und Pefloxazin erhéht (Maurin et al.,
1992; Raoult et al., 1990). Zur Behandlung von Q-Fieber wird deshalb heutzutage eine
Kombination aus Doxyzyklin und Hydroxy-Chloroquine (HCQ, hydroxyliertes Analog von
Chloroquine) als Referenztherapie eingesetzt. Ein weiteres Beispiel ist die fiir Chloroquine
gezeigte Aktivitdt gegen Infektionen mit dem Virus HIV-1 (Savarino et al., 2001). Hierbei
verhindert die durch die Behandlung mit Chloroquine bzw. Hydroxychloroquine ausgeloste
Alkalisierung des trans-Golgi Netzwerks (TGN) die komplexe Glykosylierung des Virus-
Hiillproteins gp120, weshalb die entstehenden Viruspartikel nicht mehr infektios sind (Chiang
et al., 1996; Savarino et al., 2001; Tsai et al., 1990). Diese Beispiele verdeutlichen, dass der
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Einsatz von alkalisierenden Substanzen ein grof3es therapeutisches Potenzial besitzt und z.T.
bereits in der Praxis angewendet wird.

In dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von alkalisierenden
Substanzen einen alternativen Weg zur Inhibition der B-Spaltung von APP durch BACE1
darstellt. Fiir Bepridil liegen die dafiir bendtigten Konzentrationen im therapeutisch
relevanten Bereich. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz alkalisierender Substanzen eine
neue Strategie in der Therapie der Alzheimer Krankheit darstellen konnte. Der therapeutische
Nutzen von Bepridil wird allerdings durch die zusitzliche Wirkung als iGSM geschmélert.
Die Substanz konnte jedoch als sogenannte ,,.Lead“-Substanz fiir die Entwicklung neuer

Medikamente dienen (siehe auch 4.2.1).
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4.1.3 Modell fiir den Wirkmechanismus von Bepridil auf die f-Spaltung

Abbildung 39 zeigt eine schematische Darstellung des wahrscheinlichen Wirkmechanismus

von Bepridil und anderer alkalisierender Substanzen auf die -Spaltung von APP.

A

APP BACE1 pH7
T Plasmamembran
|
Endozytose% pH < 6-6,5
Ansauerung
Endosom
APP BACE1 pH7
T Plasmamembran
|
Endozytose% pH > 6-6,5
),\Ans'aXrung
Bepridil
Amiodarone
(,:]Elfgl’qume Endosom

Abbildung 39: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Bepridil auf die -Spaltung
(A) In unbehandelten Zellen werden BACE1 und APP endozytiert und es kommt zur Ansduerung der
Endosomen. BACEI] liegt im sauren Milieu der Endosomen in der aktiven Form vor (offene Schere)
und kann APP prozessieren.

(B) Die Behandlung mit Bepridil oder anderen alkalisierenden Substanzen inhibiert die Ansduerung
der Endosomen. Durch den basischeren pH-Wert in den Endosomen liegt BACEI in der inaktiven
Form vor (geschlossene Schere) und kann APP nicht prozessieren.

107



Diskussion

An der Plasmamembran liegt BACE1 aufgrund des neutralen pH-Werts im inaktiven Zustand
vor und kann APP nicht prozessieren. Nach der Endozytose der beiden Proteine kommt es zur
Ansduerung der Endosomen und damit zur Konformationsénderung von BACEI. Die
Protease liegt jetzt in ihrer aktiven Konformation vor und kann APP prozessieren (Abbildung
39A).

Die Behandlung mit Bepridil oder anderen alkalisierenden Substanzen blockiert die
Ansduerung der Endosomen. Der daraus resultierende basischere pH-Wert im endosomalen
Lumen verhindert die Aktivierung von BACEIL. Die Protease bleibt in ihrer inaktiven

Konformation und kann APP nicht prozessieren (Abbildung 39B).

4.2 Bepridil ist ein dualer Modulator

Neben der Hemmung der Prozessierung von APP durch BACEI, stellt die Inhibition der -
Sekretase-Spaltung einen weiteren Ansatz zur Entwicklung einer wirksamen Therapie fiir die
Alzheimer Krankheit dar (siehe auch 1.5.2). Eine vollstindige Blockade der y-Sekretase-
Aktivitat fiihrt allerdings aufgrund des breiten Substratspektrums des Enzyms, das u.a. die
Notch-Rezeptoren einschlieft, zu unerwiinschten Nebenwirkungen (Beher and Graham,
2005). Aus diesem Grund konzentriert sich die Forschung mittlerweile auf Substanzen,
welche die y-Sekretase nicht komplett inhibieren, sondern die Schnittspezifitit modulieren.
Diese Substanzen werden vy-Sekretase-Modulatoren (GSMs) genannt, wobei zwischen
direkten GSMs (,,straight“ GSM, sGSM) und inversen GSMs (iGSM) unterschieden wird.
sGSMs fiihren zu einer Verschiebung der Schnittspezifitdt von AB42 zu weniger pathogenem
AB38, wihrend iGSMs das Gegenteil bewirken und zur Entstehung von gréBBeren Mengen des
pathogenen AP42 fiihren. sGSM-Aktivitit konnte fiir einige NSAIDs (,,Nonsteroidal
antiinflammatory drugs®) nachgewiesen werden (Weggen et al., 2001), wéhrend andere
Vertreter dieser Gruppe als iGSMs wirken (Kukar et al., 2005). Der zugrundeliegende
Mechanismus der Modulation konnte allerdings bis jetzt nicht geklart werden.

Die in den Abbildungen 31 und 32 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Bepridil als iGSM
wirkt. Bepridil ist somit der erste beschriebene duale Modulator, der sowohl die B-Sekretase-
Spaltung inhibieren, als auch die Schnittspezifitit der y-Sekretase modulieren kann. Der dem
1GSM-Effekt von Bepridil zugrundeliegende Mechanismus muss dabei unabhingig von der
Alkalisierung intrazelluldrer Kompartimente sein, da die Behandlung von Zellen mit
Ammoniumchlorid keinen Einfluss auf das Verhéltnis von AB40 zu AP42 hat (Vingtdeux et
al., 2007).
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Fiir einige Vertreter der Gruppe der amphiphilen Substanzen konnte gezeigt werden, dass
diese an Membranen binden und deren strukturelle Eigenschaften verdndern konnen (Herbette
et al., 1983; Zachowski and Durand, 1988). Dies konnte mittels NMR-Analyse auch fiir
Bepridil gezeigt werden (Abbildung 33). Bepridil fiihrt dabei zu starken Verdnderungen der
Dicke der analysierten Membranen, was wahrscheinlich auf eine Umverteilung von
Cholesterin zurilickzufiihren ist. Die y-Sekretase ist ein membranstindiger Enzymkomplex,
dessen aktives Zentrum innerhalb der Membran liegt. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
die Aktivitdt der y-Sekretase sehr stark durch die Lipidumgebung des Enzyms beeinflusst
wird (Osenkowski et al., 2008). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Schnittspezifitét-
modulierende Aktivitit des bekannten sGSM Sulindac Sulfid durch Verinderung in der
Struktur von Membranen vermittelt wird (Gamerdinger et al., 2008). Es ist somit gut moglich,
dass die iGSM-Aktivitdt von Bepridil durch die in Abbildung 33 dargestellten strukturellen
Verdnderungen in der Membran vermittelt wird.

Ungiinstigerweise hebt der iGSM-Effekt den durch die Blockade der B-Spaltung vermittelten
inhibitorischen Effekt von Bepridil auf die AB-Bildung teilweise wieder auf. Wihrend die
Entstehung von AB38 und AP40 effizient gehemmt wird, kommt es zu keiner signifikanten
Veranderung der Mengen des stirker pathogenen AP42 (Abbildung 31). Narlawar und
Kollegen konnten zeigen, dass es moglich ist, einen iGSM durch eine einfache chemische
Modifikation in einen sGSM umzuwandeln. Hierfiir war nur das Hinzufiigen einer
Saurefunktion zur Struktur des iGSM noétig (Narlawar et al., 2007). In dieser Doktorarbeit
konnte gezeigt werden, dass dieses Prinzip auch auf andere Molekiile, in diesem Fall
Amiodarone, angewendet werden kann und es sich somit um einen generelleren Mechanismus
handelt (Abbildung 34). Es kann nun versucht werden, durch Hinzufiigen einer Sdurefunktion
zur Struktur von Bepridil die beobachtete iGSM-Aktivitit der Substanz, bei gleichzeitiger
Beibehaltung des inhibitorischen Effektes auf die B-Spaltung, in eine sGSM-Aktivitit
umzuwandeln. Wenn diese Umwandlung gelingt, wére das entstehende Bepridil-Derivat ein

dualer Modulator mit groBem therapeutischem Potential.
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4.2.1 Schematische Darstellung der dualen Modulatoraktivitiit von Bepridil

Abbildung 40 zeigt eine schematische Zusammenfassung der dualen Modulatoraktivitét von
Bepridil. Die Alkalisierung saurer intrazelluldrer Kompartimente inhibiert die f-Spaltung von
APP, was zu einer Abnahme aller AB-Spezies fiihrt. Der iGSM-Effekt der Substanz bewirkt
eine Verschiebung des y-Sekretase-Schnittes von AB38 zu AB42 (siche Abbildung 32). Die
Kombination beider Effekte bewirkt eine starke Abnahme von AB38 und AP40, wihrend
AB42 unverdndert bleibt (siche Abbildung 31).

B-Spaltung §, AB38/40/42

AB38{Y, AR40Y, AB42 e

iIGSM (AB384, AB40<>, AR42%)

Abbildung 40: Schematische Darstellung der dualen Modulatoraktivitiit von Bepridil

Der Effekt von Bepridil auf die B-Spaltung von APP fiihrt zu einer Abnahme aller AB-Spezies. Die
iGSM-Aktivitdt der Substanz bewirkt eine Abnahme von APB38, keine Verdnderung von AB40 und
eine Zunahme von AB42. Die Kombination beider Effekte schlieBlich fiihrt zu einer starken Abnahme
von AB38 und AB40, wiahrend AB42 unverdndert bleibt.

In Abbildung 41 ist der Effekt eines hypothetischen Bepridil-Derivats mit sGSM-Aktivitét
dargestellt, das iiber chemische Modifikation von Bepridil generiert werden konnte (siche
4.2). Fiir ein solches Bepridil-Derivat wére durch die Kombination von - und y-Effekt eine
starke Abnahme von AB40 und AB42 zu erwarten, wihrend AB38 unveridndert bleiben sollte.

Eine solche Substanz wire optimal fiir die Therapie der Alzheimer Krankheit geeignet.
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B-Spaltung §, AB38/40/42}

AB38<+>, AB40Y, AB42}{

sGSM (AB38%, AR40«>, AB42})

Abbildung 41: Schematische Darstellung der dualen Modulatoraktivitit eines moglichen
chemisch modifizierten Bepridil-Derivats

Ein durch chemische Modifikation von Bepridil generiertes Bepridil-Derivat mit sGSM-Aktivitit
wiirde durch Kombination des B- und y-Effektes eine starke Abnahme von AB40 und AB42 bewirken
und wire somit optimal fiir die Therapie der Alzheimer Krankheit geeignet.
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5. Zusammenfassung

In dieser Doktorarbeit konnte Bepridil als neuer Inhibitor der B-Spaltung von APP
identifiziert werden. Die Inhibition konnte auch fiir das alternative BACEI-Substrat
Neuregulin 1 beobachtet werden und ist somit nicht substratspezifisch. Bepridil ist in der
Literatur als Calciumkanal-Blocker und Calmodulin-Antagonist beschrieben und wird
aufgrund dieser Eigenschaften zur Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen
eingesetzt. Der fiir den inhibitorischen Effekt auf die B-Spaltung ermittelte ICso-Wert liegt mit
4-6 uM im Bereich der therapeutischen Plasmakonzentration, die bis zu 10 uM betragen
kann. In Mausexperimenten konnte demonstriert werden, dass die Substanz die Blut-Hirn-
Schranke sehr effizient passieren kann und die Konzentration im Hirn zu allen gemessenen
Zeitpunkten hoher als im Plasma ist. Die Analyse des zugrundeliegenden Mechanismus
zeigte, dass Bepridil die Aktivitit von BACEI nicht direkt inhibiert. Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass der Effekt der Substanz auf die B-Spaltung von APP unabhéngig
von Calcium und Calmodulin ist und nicht durch eine Verdnderung des ,,Trafficking® von
BACE]1 ausgelost wird. Der inhibitorische Effekt der Substanz wird hochstwahrscheinlich
durch eine Alkalisierung von sauren intrazelluliren Kompartimenten, u.a. den Endosomen,
vermittelt, wie durch Strukturanalyse und Vergleich mit anderen alkalisierenden Substanzen,
darunter Chloroquine und Amiodarone, demonstriert werden konnte. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Hemmung der B-Spaltung von APP mittels alkalisierender Substanzen einen
alternativen Weg zur Inhibition der AB-Bildung darstellt und dies im Falle von Bepridil bei
therapeutisch relevanten Konzentrationen erreicht werden kann.

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass Bepridil zusétzlich zur Inhibition der
B-Spaltung iiberraschenderweise auch die Schnittspezifitit der y-Sekretasespaltung von APP
beeinflussen kann. Bepridil wirkt dabei als inverser y-Sekretasemodulator (iGSM) und ist
somit der erste beschriebene duale Modulator der APP-Spaltung. Mittels NMR-Analyse
konnte nachgewiesen werden, dass Bepridil starke Verdnderungen in der Struktur von
Membranen verursachen kann, was der Grund fiir die iGSM-Aktivitit sein kénnte.
Abschliefend konnte gezeigt werden, dass die in der Literatur beschriebene Umwandlung
eines inversen 7y-Sekretasemodulators in einen direkten y-Sekretasemodulator durch
chemische Modifikation ein generelleres Prinzip darzustellen scheint, das auch auf andere
iGSMs angewendet werden kann. In weiterfiihrenden Experimenten kann nun versucht
werden, durch chemische Modifikation von Bepridil einen dualen Modulator zu generieren,

der zum einen die B-Spaltung von APP inhibiert und zum anderen als direkter v-
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Sekretasemodulator wirkt. Ein solches Bepridil-Derivat hitte ein grofles therapeutisches

Potential.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

AMI-AcOH
AP

APL

APLP
ApoE
APPL
APPx

APPxswe

APPsp
APPsa
ADAM
AICD
AK
APS
APBx

ATP
BACE
BCA
BSA

C. elegans
CaM
CaMbp
CaMKII
Chol
CTFo/C83
CTFpB/C99
C-Terminus
D. melanogaster
Da
DMEM
DMSO
DNA
dNTP

E. coli
EDTA
ER

FAD

FCS

fl.

GFP

GPI

GTP
HEK
HRP
iGSM

Amiodarone-Derivat

Alkalische Phosphatase

APP-Homolog aus C. elegans

Amyloid Precursor-like Protein (APP-dhnliches Protein)
Apolipoprotein-E

APP-édhnliches Protein aus D. melanogaster

Amyloid Precursor Protein (Amyloid-Vorldufer-Protein; x bezeichnet
die Anzahl der Aminoséduren der jeweiligen Isoform)

APP mit der Doppelmutation K595N/M596L (bezogen auf
APP695), die in einer schwedischen Familie gefunden wurde
Losliche APP-Ektodomine entstanden durch B-Sekretase Spaltung
Losliche APP-Ektodomine entstanden durch a-Sekretase Spaltung
A Disintegrin And Metalloprotease

APP Intracellular Domain (intrazellulire Doméne von APP)
Antikorper

Ammoniumperoxodisulfat

Amyloid B-Peptid (x bezeichnet die Anzahl der Aminosduren des
Peptids)

Adenosyltriphosphat

B-site APP-Cleaving Enzyme (B-Sekretase)

Bicinchonic Acid

Bovine Serum Albumine (Rinderserumalbumin)

Caenorhabditis elegans

Calmodulin

Calmodulin-bindendes Peptid

Calmodulin-abhingige Kinase I1

Cholesterin

C-Terminales APP-Fragment entstanden durch a-Sekretase Spaltung
C-Terminales APP-Fragment entstanden durch -Sekretase Spaltung
Carboxy-Terminus eines Proteins oder Peptids

Drosophila melanogaster

Dalton

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleicacid (Desoxyribonukleinséure)
Desoxynukleosidtriphosphat

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Endoplasmatisches Retikulum

Familial Alzheimer’s Disease (erbliche Form der Alzheimer Krankheit)
Fetal calf serum (Fotales Kilberserum)

full-length

Green Fluorescent Protein (griinfluoreszierendes Protein)
Glycosylphosphatidylinositol

Guanidyltriphosphat

Human Embryonic Kidney

Horseradish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
inverser y-Sekretasemodulator
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kb

kd

kDa
LDH
LB
mRNA
NMR
NP-40
NRG
NSAID

N-Terminus
p3
PAGE
PAS
PBS
PCR
PDBu
PI

PKC
PMA
POPC
PS
PS-CTF
PS-NTF
PSM
PVDF
RT

SAP
SDS
sGSM
siRNA
TACE
TAPI-1
TEMED
TGN
Tris
upm

U

uv

w/v

wt

wt%

Kilobase

knock-down

Kilodalton

Laktat-Dehydrogenase

Lysogeny Broth (Nédhrlosung zur Anzucht von Bakterien)
messenger-Ribonucleicacid (Boten-Ribonukleinsdure)
Nuclear Magnetic Resonance (Kernspinresonanz)

Nonidet P-40

Neuregulin

Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drug (entziindungshemmendes
Medikament)

Amino-Terminus eines Proteins oder Peptids

Spaltprodukt von APP entstehend durch a- und y-Sekretase Spaltung
Polyacrylamidgelelektrophorese

Protein-A-Sepharose

Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlsung)
Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Phorbol-12,13-dibutyrat

Protease-Inhibitor

Proteinkinase C

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
Palmitoyl-Oleyl-Phosphatidylcholin

Presenilin

C-terminales Fragment von Presenilin

N-terminales Fragment von Presenilin
Palmitoyl-Sphingomyelin

Polyvinylidenedifluorid

Raumtemperatur

Shrimp Alkaline Phosphatase (Alkalische Phosphatase aus Krabben)
Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)

straight (direkter) y-Sekretasemodulator

small interfering Ribonucleicacid

TNFa-cleaving enzyme (TNFa-spaltendes Enzym, ADAM17)
Metalloproteaseinhibitor
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

trans-Golgi Netzwerk

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Umdrehungen pro Minute

Unit

Ultraviolett

weight/volume (Gewicht pro Volumen)

Wildtyp-Form eines Proteins

Gewichtsprozent
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Bezeichnung Abkiirzung Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginséure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp \%
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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