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Einleitung 

1. Einleitung 

1.1 Histopathologie der Alzheimer Krankheit 

Die Alzheimer Krankheit ist heute weltweit die häufigste Form von Demenz (Selkoe, 

2001). 

Nach dem bisherigen Stand der Erkenntnis sind nur 5-10 % aller Alzheimer Fälle auf 

bekannte genetische Ursachen zurückzuführen  (Haass and Steiner, 2002), die übrigen 

Fälle treten sporadisch auf und können bislang nicht mit einer konkreten Ursache in 

Zusammenhang gebracht werden. 

1907 brachte Alois Alzheimer erstmalig die klinischen Symptome der Krankheit, wie z.B. 

Gedächtnisausfälle, Störungen der räumlichen und zeitlichen Orientierung, 

Wahrnehmungsschwierigkeiten und Halluzinationen, mit neurofibrillärer Pathologie im 

Gehirn seiner 51-jährigen Patientin, Auguste D, in Verbindung (Alzheimer, 1907). 

 

A B

 

Abbildung 1: Dokumentation der neurofibrillären Pathologie nach Alois Alzheimer.  

A) Fotografie der ersten dokumentierten Alzheimer Patientin, Auguste D. B) Lichtmikroskopische Aufnahme 
neurofibrillärer Bündel, gezeichnet von Alois Alzheimer [Quelle: (Maurer and Maurer, 1998)]. 

 

Diese beiden charakteristischen neuropathologischen Merkmale der Alzheimer Krankheit 

bilden auch heute noch die Grundlage für die endgültige Diagnose der Krankheit post 

mortem (Thorsett and Latimer, 2000). Amyloidablagerungen und neurofibrilläre Bündel 

sind vorwiegend in den Gehirnregionen Neocortex und Hippokampus, sowie im 

limbischen System nachweisbar (Braak et al., 1996). 
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Einleitung 

A BA B

 

 

 

Abbildung 2: Histopathologische Charakteristika der Alzheimer Krankheit.  

(A) Hochauflösende mikroskopische Aufnahme eines Amyloidplaques (blauer Pfeil), umgeben von 
dystrophen Neuriten (roter Pfeil). (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines neurofibrillären Bündels, 
das aus gepaarten helikalen Filamenten (roter Pfeil) besteht [Quelle: (Sisodia and St George-Hyslop, 2002)]. 

 

Neurofibrilläre Bündel („tangles“) entstehen ausschließlich intrazellulär im somato-

dendritischen Kompartiment, aber auch in Axonen von Neuronen durch Aggregation von 

gepaarten helikalen Filamenten (Terry et al., 1964). Diese Filamente bestehen überwiegend 

aus hyperphosphorylierten Formen des mikrotubuli-assozierten Proteins Tau  

(Grundke-Iqbal et al., 1986), das unter physiologischen Bedingungen für die Stabilisierung 

der axonalen Mikrotubuli verantwortlich ist (Friedhoff et al., 2000). Die nicht 

physiologische Hyperphosphorylierung des Tau Proteins ist auf ein Ungleichgewicht 

verschiedener Kinasen und Phosphatasen zurückzuführen, dessen Ursache  bisher nicht 

vollständig erklärt werden kann (Mandelkow and Mandelkow, 1998). Die durch die 

filamentöse Degeneration angegriffenen Axone und Dendriten werden als „dystrophe 

Neuriten“ bezeichnet (Crowther and Goedert, 2000). Nach dem Absterben der betroffenen 

Neuronen erscheinen die neurofibrillären Bündel auch als extrazelluläre Ablagerungen 

(Bondareff et al., 1994). Neurofibrilläre Bündel treten im Gegensatz zu Amyloidplaques 

auch im Zusammenhang mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. Frontal 

Lobe Demenz, auf (Morris et al., 2001). 
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Einleitung 

Das zweite charakteristische pathologische Merkmal der Alzheimer Krankheit, die sog. 

Amyloidablagerungen („Plaques“), sind fast ausschließlich im extrazellulären Raum des 

Gehirns sowie im zerebralen Blutgefäßsystem nachweisbar (Selkoe, 1999). Mikroskopisch 

unterscheidet man zwei Subklassen von Amyloidplaques, die neuritischen und die diffusen 

Plaques. Die neuritischen Plaques sind gekennzeichnet durch einen dichten Amyloidkern 

(„amyloid-core“), der von degenerierten Axonen und Dendriten (Braak et al., 1996), sowie 

aktivierten Mikrogliazellen und Astrocyten umgeben ist (Pike et al., 1994). Diese 

kompakten neuritischen Amyloidplaques sind spezifisch für die Alzheimer Krankheit, 

während die sog. diffusen Amyloidplaques auch in Gehirnen nicht dementer, alter 

Menschen nachweisbar sind (Hardy and Selkoe, 2002). Diffuse Amyloidplaques sind 

hauptsächlich im Cerebellum nachweisbar und bedingen in der Regel keine bis wenige 

zelluläre Veränderung (Yamaguchi et al., 1989). Derzeit wird davon ausgegangen, dass 

diffuse Plaques die Vorstufe der neuritischen Plaques darstellen und somit am Beginn der 

Krankheit stehen (Giaccone et al., 1989; Tagliavini et al., 1988). 
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Einleitung 

1.2 Aspartylproteasen – Struktur und Eigenschaften 

Aspartylproteasen spielen im Rahmen der Alzheimer Krankheit vor allem im 

Zusammenhang mit der Entstehung der pathogenen Amyloid-Spezies eine wichtige Rolle. 

Deshalb werden im folgenden die wichtigsten Charakteristika dieser Proteaseklasse 

beschrieben. 

 

Die Klasse der Aspartylproteasen umfasst mehr als 150 bekannte Einzelvertreter, die wie 

folgt in Gruppen und Familien eingeteilt werden: 

 

Gruppe A) 
Pepsin-
ähnliche 

B) 
Nodavirus-
endopeptidase- 
ähnliche 

C) 
Signal 
Peptidasen 
Typ II 

D) 
Presenilin- 
ähnliche 
 

Charakteristika 
der Gruppe 

Zwei Aspartylreste 
im aktiven Zentrum 
 

Ein Aspartylrest in 
Verbindung mit 
einem 
Asparagylrest 
im aktiven Zentrum 

Polytopische 
Transmembran-
proteine, deren 
katalytische 
Aspartylreste am 
Rand der Membran 
extrazellulär bzw. 
luminal orientiert 
sind 

Polytopische 
Transmembran-
proteine, deren 
katalytische 
Aspartylreste 
innerhalb der 
Membran, 
tendenziell 
zytosolisch 
lokalisiert sind 

Familien* 1) Pepsin 
    (BACE)  
2) HIV-1  
    Retropepsin  
3) Cauliflower  
    Mosaic Virus 
4) Spumapepsin  
5) Copia  
    Transposon   

1) Nodavirus  
    Endopeptidase  
2) Tetravirus  
    Endopeptidase  
 

Signal Peptidase  
Typ II  
 

1) Presenilin 
2) Signalpeptid- 
    peptidasen 
3) Typ IV Prepilin 
    Peptidase  
4) Preflagellin- 
     peptidasen 

* angegeben ist jeweils der namensgebende Vertreter der Familie 

 

Tabelle 1: Übersicht der wichtigsten Gruppen und Familien in der Klasse der Aspartylproteasen.  

Abgebildet sind die vier größten Gruppen der Aspartylproteasen und die namensgebenden Vertreter der 
wichtigsten Familien. [Quelle: www.Merops.co.uk; 14.02.03] 
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Einleitung 

Die größte und am besten charakterisierte Familie ist die der Pepsin-ähnlichen Proteasen 

(vgl. Tabelle 1 A1). Alle Vertreter dieser Familie besitzen im katalytisch aktiven Zentrum 

zwei hoch konservierte Aspartylmotive der Sequenz –D-T/S-G-. Für eine funktionierende 

Katalyse muss eine der beiden Carboxylgruppen in undissoziierter Form und die andere in 

ionisierter Form vorliegen. Nachfolgend ist der für die Katalyse postulierte Mechanismus 

beschrieben. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Mechanismus der Peptidspaltung durch Aspartylproteasen.  

Dargestellt sind die essentiellen Strukturelemente der Aminosäuren des aktiven Zentrums einer 
Aspartylprotease und die katalytische Spaltung einer Peptidbindung. [Quelle: (Belitz and Grosch, 1992)] 
 

Die beiden Aspartylreste im aktiven Zentrum der Protease aktivieren einerseits das für die 

Spaltung der Peptidbindung nötige Wassermolekül und agieren zum anderen als 

Protonenakzeptoren und -donatoren. Auf diese Weise wird die für den Ablauf der 

chemischen Reaktion benötigte Aktivierungsenergie herabgesetzt und der energiereiche 

Übergangszustand stabilisiert.  
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Einleitung 

 

Pepsin, das Leitenzym der Familie, liegt als Monomer vor und besteht aus zwei strukturell 

ähnlichen Domänen, die vermutlich durch Genduplikation und anschließende 

Verschmelzung entstanden sind. Jede der beiden Domänen liefert einen der beiden 

funktionell wichtigen Aspartylreste. Dennoch können beide Domänen auch als 

unabhängige Einheiten fungieren (Sali et al., 1992). 

Die räumliche Struktur der Domänen besteht aus einer wechselnden Abfolge von  

α-Helizes und β-Faltblattstrukturen, die innerhalb der Familien unterschiedlich stark 

konserviert ist und die endgültige Gesamtstruktur des Proteins bestimmt. N- und  

C-terminale Domäne verhalten sich dabei meist spiegelbildlich (Dunn, 2002). 

In unmittelbarer Nachbarschaft zum aktiven Zentrum befindet sich die Deckelregion 

(„flap-region“), eine nahezu ausschließlich aus β-Faltblattstrukturen bestehenden Domäne, 

die meist von Glycin-Resten umrahmt wird und somit beweglich ist. Die Deckelregion 

schließt nach Substratbindung und öffnet sich nach erfolgter Katalyse. Das Substrat selbst 

interagiert dabei häufig über Wasserstoffbrückenbindungen mit der Deckelregion. 

Blockade durch irreversibel bindende Inhibitoren führt deshalb in der Regel zur 

vollständigen Unterdrückung der Enzymaktivität (Andreeva et al., 1995; Okoniewska et 

al., 1999; Okoniewska et al., 2000). 

Einige Aspartylproteasen, wie beispielsweise Cathepsin E, bilden im aktiven Zustand 

Dimere aus, die durch Disulfidbrücken kovalent verknüpft sind. In diesem speziellen Fall 

besteht die Möglichkeit, dass die beiden kritischen Aspartylreste aus getrennten 

Untereinheiten stammen (Tatnell et al., 1998). 

 

Proteasen werden in der Regel in Form einer proteolytisch inaktiven Vorstufe, dem  

sog. Zymogen synthetisiert. Die Aktivierung des Enzyms erfolgt meist durch Abspaltung 

eines Propeptids am N-Terminus des Enzyms. Diese erfolgt entweder durch intra- oder 

intermolekulare Autokatalyse oder aber mittels proteolytischer Spaltung durch andere 

Proteasen. 

Pepsinogen, die inaktive Vorstufe des Pepsins, wird beispielweise bei niedrigem pH-Wert 

durch intramolekular Abspaltung des Prosegments aktiviert. Das Prosegment selbst, dessen 

Sekundärstruktur aus einem β-Faltblatt und drei α-Helizes besteht, interagiert im Falle des 

Pepsinogens direkt mit dem katalytisch aktiven Zentrum und verhindert somit die 

Ausbildung eines Enzym-Substrat Komplexes (Koelsch et al., 1994; Sielecki et al., 1990).  
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Das Propeptid des Plasmempsin II, einer Aspartylprotease aus Plasmodium falciparum, die 

im Rahmen der Malaria-Erkrankung eine wichtige Rolle spielt, interagiert hingegen mit 

der C-terminalen Domäne des Enzyms und bewirkt dabei eine strukturelle Veränderung 

des aktiven Zentrums (Bernstein et al., 1999; Francis et al., 1997). 

Neben der Regulation der Enzymaktivität erfüllen Propeptide häufig wichtige Funktionen 

im Zusammenhang mit der korrekten Faltung des Proteins und mit dem Transport in 

entsprechende Zielkompartimente (Baxter et al., 1991; Harrison et al., 1989; Norman et al., 

1992). 

 

Zur Gruppe der Pepsin-ähnlichen Enzyme gehört weiterhin die Familie der HIV-1 

Retropepsin ähnlichen Enzyme. Die virale Protease HIV-1 Retropepsin ist für die 

Replikation des menschlichen Immunschwächevirus (HIV) verantwortlich. Die HIV-1 

Protease ist mit 11 kDa im Vergleich zu eukaryotischen Proteasen sehr klein und wird 

autokatalytisch aus einem Vorläufer Protein freigesetzt, das zusätzlich zur Protease weitere 

virale Proteine enthält. Strukturell ist auch die HIV-1 Protease, besonders in der 

Umgebung des aktiven Zentrums dem Pepsin sehr ähnlich (Lapatto et al., 1989; Mager, 

2001; Seelmeier et al., 1988). 

 

Eine völlig neuartige Form der Proteolyse wird durch die Gruppe der Presenilin ähnlichen 

Enzyme (vgl. Tabelle 1 D) definiert. Es handelt sich hierbei um polytopische 

Transmembranproteine, deren katalytisch aktives Zentrum von zwei Aspartylresten 

gebildet wird, von denen einer in das Aminosäuremotiv –G-x-G-D- eingebettet ist, wobei x 

für eine beliebige, vorzugsweise hydrophobe Aminosäure steht (Steiner et al., 2000).  

Die beiden kritischen Aspartylreste befinden sich innerhalb oder am Rande zweier 

unabhängiger Transmembrandomänen und katalysieren die Spaltung membrangebundener 

Proteine innerhalb ihrer Transmembrandomäne [I-CLIPs; Intramembrane-cleaving 

proteases (Weihofen and Martoglio, 2003)]. Die beiden wichtigsten Vertreter dieser 

Gruppe sind die Preseniline [(Haass and Steiner, 2002) und vgl. auch 1.3.5.1.] und die 

Signalpeptidpeptidasen (Weihofen et al., 2002). 
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Fast alle Aspartylproteasen werden durch Pepstatin, ein Peptidgemisch aus verschiedenen 

Streptomyceten, sehr effizient gehemmt. Pepstatin fungiert dabei aufgrund einer 

tetraedrischen Hydroxymethylengruppe als Übergangszustandsanalogon (Bott et al., 1982; 

James et al., 1982; Rich et al., 1985). Eine verglichen mit den Statininhibitoren deutlich 

wirksamere Inhibitorklasse wird durch die Difluorstatinverbindungen definiert, die in der 

Lage ist, deutlich stabilere Wasserstoffbrücken-Bindungen mit den Aspartylresten des 

aktiven Zentrums auszubilden (Fearon et al., 1987; Gelb et al., 1985). 

Darüber hinaus sind zahlreiche weitere Protein- und Peptidinhibitoren bekannt, die 

bestimmte Aspartylproteasen teilweise hochspezifisch inhibieren. Die Inhibition erfolgt in 

diesem Fall beispielsweise durch die Ausbildung charakteristischer Sekundärstrukturen, 

die das aktive Zentrum räumlich blockieren, dabei jedoch selbst nicht proteolytisch 

gespalten werden (Fraser et al., 1992; Li et al., 2000a; Phylip et al., 2001). Durch 

Wechselwirkung des Inhibitors mit Domänen, die dem aktiven Zentrum benachbart sind, 

die aber innerhalb der Familien weniger gut konserviert sind, wird die Spezifität weiter 

erhöht (Ng et al., 2000). So wird die Kreuzreaktivität mit anderen homologen Proteasen 

reduziert.  

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Inhibition von Aspartylproteasen ist die Synthese 

substratähnlicher Inhibitoren. Es handelt sich hierbei um synthetische Verbindungen, deren 

Sterochemie der des Substrates entspricht und die an das aktive Zentrum des Enzyms 

binden (Bursavich et al., 2001). 

 

1.3 Molekulare und genetische Grundlagen der Alzheimer 

Krankheit 

Aspartylproteasen katalysieren die Bildung amyloidogener Peptide, die eine zentrale Rolle 

bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit spielen. Amyloidplaques bestehen 

überwiegend aus den Amyloid β-Peptiden, beginnend mit D597, bezogen auf βAPP695, und 

endend mit V636 (Aβ 1-40) bzw. mit A638 (Aβ 1-42) [(Haass and Steiner, 2002; Sisodia 

and St George-Hyslop, 2002) vgl. auch 1.3.2]. Daneben sind auch verschiedene N- und  

C-terminal verkürzte und verlängerte Formen des Aβ-Peptids (Glenner et al., 1984; 

Masters et al., 1985b; Wang et al., 1996) sowie andere Proteinkomponenten, wie z.B. die 

Apolipoproteine E und J, α1-Antichymotrypsin, und Proteoglykane in Plaques 

nachweisbar [Zur Übersicht: (Dickson, 1997)]. 
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Obwohl sich die Länge der beiden Hauptkomponenten der Amyloidplaques nur um zwei 

Aminosäuren (AS) unterscheidet, sind die chemischen Eigenschaften der beiden Peptide 

grundlegend verschieden. Die Hydrophobizität des Aβ 1-42 ist durch die beiden 

zusätzlichen AS Ile und Ala stark erhöht und Aβ 1-42 zeigt in vitro eine deutlich höhere 

Aggregationsbereitschaft als Aβ 1-40 (Selkoe, 1999).  

Zudem ist das in senilen Plaques konzentrierte Aβ 1-42 wiederstandsfähiger gegen 

abbauende Enzyme als die übrigen Aβ-Spezies (Glabe, 2001). 

Autosomal-dominant vererbte Formen der Alzheimer Krankheit (FAD) sind durch einen 

Krankheitsausbruch im mittleren (40 - 50 Jahre) oder frühen (20 - 30 Jahre) Lebensalter 

gekennzeichnet (Selkoe, 1999), können aber histopathologisch nicht von den sporadisch 

auftretenden Fällen der Alzheimer Krankheit unterschieden werden (Selkoe, 2001). 

Auffällig ist, dass alle bisher bekannten Mutationen in den Genen für das β-Amyloid 

Vorläufer Protein (βAPP), Presenilin 1 (PS1) und Presenilin 2 (PS2)  

(http://molgen-www.uia.ac.be/ ADMutations), die als Ursache für FAD angesehen werden, 

entweder zu einer Erhöhung der Aβ-Sezernierung insgesamt oder aber meist spezifisch zu 

einer verstärkten Sezernierung des Aβ 1-42 führen (Haass and Steiner, 2002). Ein weiteres 

Indiz für die Schlüsselrolle des Aβ 1-42 Peptids bei der Bildung der Amyloidplaques. 

Derzeit wird davon ausgegangen, das weder monomere Formen des Aβ-Peptids, noch 

unlösliche fibrilläre Aggregate die eigentliche Zytotoxizität bedingen, sondern vielmehr 

lösliche oligomere Formen, für die Fehlfunktion der Synapsen und die Neurotoxizität 

verantwortlich sind (Walsh et al., 2002). 

Der für die Neuronen toxische Wirkmechanismus ist noch nicht vollständig geklärt. 

Zahlreiche experimentelle Befunde unterstützen jedoch die sog. Amyloidhypothese, 

wonach die extrazelluläre Aggregation der Aβ-Peptide am Anfang einer Kaskade steht, die 

letztlich zum Tod der Neurone führt (Hardy and Selkoe, 2002).  
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Abbildung 4: Vereinfachte schematische Darstellung der Amyloidkaskade. 

[Quelle: (Hardy and Selkoe, 2002)] 

  

Die Aggregation der Aβ-Peptide, führt direkt bzw. indirekt zu einer zunehmenden 

Schädigung der Neurone und bedingt eine Änderung des intrazellulären Milieus. Die dabei 

veränderten Kinase- und Phosphataseaktivitäten führen unter anderem zur Entstehung von 

gepaarten helikalen Tau Filamenten und somit zu Funktionsverlust und Tod von Neuronen, 

die als unmittelbare Ursache für die Demenz angesehen werden (Hardy and Selkoe, 2002; 

Selkoe, 2001; Sisodia and St George-Hyslop, 2002).  
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1.3.1 Das β-Amyloid Vorläufer Protein – Struktur und Eigenschaften 

Aβ entsteht durch die proteolytische Prozessierung des β-Amyloid Vorläufer Proteins 

(Haass, 2002). 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des β-Amyloid Vorläufer Proteins.  

Die zelluläre Membran wird durch einen grauen Kasten symbolisiert. Die Ektodomäne des Proteins ist grün, 
die intrazellulare Domäne (βAPP intracellular domain; AICD) rot und die Aβ-Domäne vergrößert in blau 
dargestellt. Die ungefähren Schnittstellen der jeweiligen Sekretasen und die Glykosylierungsstellen sind 
gekennzeichnet. 

 

βAPP ist ein glykosyliertes Typ I Transmembranprotein und ähnelt in seinem strukturellen 

Aufbau einem Zelloberflächenrezeptor. Es besitzt eine große N-terminale Ektodomäne, 

eine Transmembrandomäne und eine kurze zytoplasmatische Domäne. Am N-Terminus 

des Proteins befindet sich eine 17 AS lange Signalsequenz, die für die Translation des 

Proteins am endoplasmatischen Retikulum (ER) verantwortlich ist (Kang et al., 1987). 

βAPP wird in nahezu allen Zelltypen und Geweben exprimiert (Selkoe et al., 1988). Es 

werden hauptsächlich drei verschiedene Isoformen des Proteins, die aus 695, 751 oder  

770 AS bestehen und durch alternatives Spleißen der mRNA entstehen, gebildet 

(Sandbrink et al., 1994; Selkoe, 1994). βAPP695 wird nahezu ausschließlich in neuronalen 

Zellen exprimiert, während βAPP751 die häufigste Isoform in nicht neuronalem Gewebe ist 

(Wertkin et al., 1993). Neben βAPP sind zwei weitere homologe Proteine APLP (Amyloid 

Precursor like Protein)-1 und APLP-2 bekannt (Sprecher et al., 1993; Wasco et al., 1992; 

Wasco et al., 1993). Obwohl die Gene der APP-Familie in der Evolution hoch konserviert 

sind, ist die genaue Funktion dieser Proteinfamilie nicht bekannt. 
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Es werden Funktionen im Zusammenhang mit Zelladhäsion, Blutgerinnung, 

Neuritenwachstum (Milward et al., 1992; Saitoh et al., 1989), und Signaltransduktion 

(Nishimoto et al., 1993) diskutiert. Darüber hinaus gibt es Anhaltspunkte, dass βAPP 

sowohl als Rezeptor für Kinesin-1 fungiert und somit am vesikulären Transport beteiligt ist 

(Kamal et al., 2001), als auch vergleichbar dem Notchrezeptor (vgl. 1.3.5.3) in die 

Transkriptionsregulation eingebunden ist (Cao and Südhof, 2001). βAPP/APLP-2 oder 

APLP-1/APLP-2 doppel „knockout“ Mäuse sind pränatal letal, wohingegen Mäuse, die nur 

bezüglich eines der beiden Gene defizient sind, keine auffälligen Phänotypen zeigen 

(Müller et al., 1998).  

 

βAPP wird nach seiner Synthese am ER durch den sekretorischen Transportweg zur 

Zelloberfläche transportiert und dabei durch N’- und O’-Glykosylierung, Sulfatierung und 

Phosphorylierung modifiziert (Selkoe, 1999; Weidemann et al., 1989).  

An der Zelloberfläche durchläuft das gereifte βAPP ein endosomales Recycling, d.h. es 

wird in endozytotische Vesikel aufgenommen und gelangt im Folgenden wieder an die 

Plasmamembran zurück (Koo and Squazzo, 1994; Koo et al., 1996). 
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1.3.2 Proteolytische Prozessierung des β-Amyloid Vorläufer Proteins 

βAPP kann auf seinem Weg durch den sekretorischen Prozessierungsweg von 

verschiedenen Proteasen, den α-, β- und γ-Sekretasen proteolytisch gespalten werden 

(Haass and Steiner, 2002). 
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Abbildung 6: Proteolytische Prozessierung von βAPP durch α-, β- und γ-Sekretase.  

Dargestellt ist die βAPP–Ektodomäne (grün), die intrazelluläre Domäne (rot) und die Aβ-Domäne 
(vergrößert, blau), sowie die nach der Prozessierung durch die gekennzeichneten Sekretasen entstehenden 
Produkte. [Modifiziert nach (Haass and Selkoe, 1993)] 

 

βAPP wird überwiegend durch die α-Sekretase prozessiert. Hierbei wird die Ektodomäne 

als lösliches Molekül sezerniert (βAPPsα). Der in der Membran verbleibende C-terminale 

Rest (βAPP CTFα) wird anschließend durch die γ-Sekretase gespalten, wobei eine 

intrazelluläre Domäne [AICD; (Sastre et al., 2001)] und das lösliche p3 freigesetzt werden 

(Haass et al., 1993). 

Wird βAPP hingegen zuerst durch die β-Sekretase und anschließend durch die γ-Sekretase 

geschnitten, so entstehen aus dem zunächst generierten C-terminalen Rest (βAPP CTFβ), 

anstelle von p3, vorzugsweise die Amyloid β-Peptide Aβ 1-40/42 (Haass and Steiner, 

2002).  
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Die Aβ-Entstehung allein ist jedoch noch kein pathologischer Vorgang. Auch bei gesunden 

Menschen jeden Lebensalters ist Aβ in der zerebrospinalen Flüssigkeit und im Plasma 

nachweisbar. Die konstitutive Sekretion von Aβ ist Teil des normalen βAPP Metabolismus 

(Haass et al., 1992b; Seubert et al., 1993; Shoji et al., 1992). 

 

Interessanterweise liegen alle bisher bekannten FAD Mutationen im βAPP Gen in der 

Nähe der Schnittstellen der α-, β- oder γ-Sekretase. 
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Abbildung 7: Übersicht über die FAD-Mutationen im βAPP Gen.  

βAPP ist schematisch dargestellt: Zelluläre Membran (grau), Ektodomäne (grün), intrazellulare Domäne (rot) 
und die Aβ-Domäne vergrößert in blau. Die Aminosäuresequenz des relevanten Bereichs ist im 
Einbuchstabencode angegeben, wobei die Farben den entsprechenden Bereich des βAPP kennzeichnen. Die 
schwarzen Buchstaben unterhalb der Sequenz stellen die wichtigsten Aminosäuresubstitutionen dar, die 
infolge von FAD Mutationen entstehen. 

 

Die angegebenen Mutationen bedingen entweder eine Erhöhung der Gesamtsezernierung 

an Aβ-Peptiden oder erhöhen spezifisch die Produktion des Aβ 1-42 (Selkoe, 1996). 

Besonders erwähnt seien in diesem Zusammenhang die sog. schwedische Doppelmutation 

K595N/M596L [bezogen auf APP695; (Mullan et al., 1992)], die in einer schwedischen 

Familie mit FAD nachgewiesen wurde (βAPPsw) und die beiden Mutationen A617G 

(Hendriks et al., 1992) und E618Q (Levy et al., 1990) in der Nähe der α-Sekretase 

Schnittstelle.  
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Die schwedische Mutation (βAPPsw) in βAPP erhöht die Affinität der β-Sekretase zu 

ihrem Substrat und es entsteht vermehrt Aβ (Cai et al., 1993; Citron et al., 1992; Vassar et 

al., 1999). Patienten, deren βAPP Gen im Bereich der α-Sekretase Schnittstelle mutiert ist, 

zeigen ebenfalls eine erhöhte Gesamtsekretion an Aβ-Peptiden, da die Affinität der  

α-Sekretase zu derartig mutiertem βAPP vermindert ist (Vassar, 2002). 

 

1.3.3 Die α-Sekretase 

α-Sekretasen besitzen die Eigenschaft, βAPP innerhalb der Aβ-Domäne zwischen den  

AS-Resten Lys16 und Leu17 zu spalten und verhindern so die Bildung der Aβ-Peptide 

(Esch et al., 1990; Sisodia et al., 1990) Die proteolytische Aktivität der α-Sekretasen ist in 

der Regel konstitutiv, wird aber unter anderem in Gegenwart von Phorbolestern (PDBu, 

TPA), direkten Aktivatoren der Proteinkinase C (PKC), erhöht (Felsenstein et al., 1994; 

Hung et al., 1993; Jacobsen et al., 1994). Darüber hinaus kann die Prozessierung des βAPP 

durch die α-Sekretase auch durch die Stimulation von Rezeptoren, die ihrerseits PKC 

aktivierten (z.B. muskarinerge Rezeptoren), gesteigert werden (Esler and Wolfe, 2001). 

Eine verstärkte α-Sekretase Prozessierung des βAPP erfolgt zu Lasten des β-Sekretase 

Prozessierungsweges und führt deshalb zu einer verminderten Aβ Produktion (Buxbaum et 

al., 1993; Hung et al., 1993).  

α-Sekretasen katalysieren die Spaltung ihrer Substrate scheinbar unabhängig von einer 

bestimmten AS-Konsensussequenz, sie spalten vielmehr 12-13 AS-Reste von der 

Membran entfernt. Eine weitere Voraussetzung für die Spaltung eines Substrates durch  

α-Sekretasen ist eine α-helikale Konformation des Substrates im Bereich der Spaltstelle 

(Sisodia, 1992). 

Bisher identifizierte Enzyme, die die charakteristischen Eigenschaften einer α-Sekretase 

aufweisen, sind Vertreter der sog. ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-Familie. Es 

handelt sich hierbei um Metalloproteasen, in deren aktivem Zentrum sich ein Zink–Ion 

befindet und die unter anderem durch Hydroxamatpeptide inhibiert werden können (Seals 

and Courtneidge, 2003). Zwei Enzyme der ADAM-Familie, für die eine α-Sekretase 

Aktivität bezüglich βAPP nachgewiesen werden konnte, sind ADAM10 (Lammich et al., 

1999) und ADAM17 (auch TACE – tumor necrosis factor-α-converting enzyme) 

(Buxbaum et al., 1998).  
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Weiterhin wird für ADAM 9 eine geringe α-Sekretase Aktivität diskutiert, die sich jedoch 

bisher im „knockout“ Mausmodell nicht bestätigen ließ (Koike et al., 1999;  

Weskamp et al., 2002). Vermutlich verhalten sich die verschiedenen ADAM-Proteasen 

bezüglich der βAPP-Prozessierung redundant.  

Aufgrund der relativ geringen Spezifität bezüglich ihres Substrates, katalysieren ADAM10 

nd ADAM17 auch die Ektodomänenspaltung anderer Typ I Transmembranproteine, wie 

z.B. TNFα, Notch 1-4, p75 TNFα-Rezeptor, L-selectin usw. (Seals and Courtneidge, 

teolyseprodukte des βAPP gut untersucht. β-Sekretase ist in 

nt, so findet keine Prozessierung des Substrates statt (Citron et al., 1995). 

r Affinität bzw. eine Inhibition der Spaltung (Citron et al., 1995). 

u

2003).  

Mäuse, die defizient im Bezug auf ADAM10 sind, sterben pränatal aufgrund gestörter 

Notch-Signaltransduktion [(Hartmann et al., 2002) und vgl. auch 1.3.5.3.]. 

ADAM17/TACE “knockout” Mäuse sterben zwischen Tag 17,5 des embryonal Stadiums 

und Tag 17 nach der Geburt, ebenfalls aufgrund gestörter Signalkaskaden (Peschon et al., 

1998). 

 

1.3.4 Die β-Sekretase 

1.3.4.1 Eigenschaften der β-Sekretase 

Bereits vor der endgültigen Klonierung der β-Sekretase waren die enzymatischen 

Eigenschaften anhand der Pro

nahezu allen Zell- und Gewebetypen aktiv (Haass et al., 1992b). Die höchste Aktivität ist 

jedoch in neuronalen Zellen und Geweben nachweisbar (Haass et al., 1992b; Seubert et al., 

1993). Im Zellkulturmodell sind die β-Sekretase Spaltprodukte des βAPP nur nachweisbar, 

wenn das Substrat in membrangebundener Form vorliegt. Wird die Transmembrandomäne 

von βAPP entfer

Die proteolytische Aktivität der β-Sekretase erreicht in den sauren Kompartimenten der 

Zelle, wie z.B. Golgi-Apparat und Endosomen, ihr Maximum (Haass et al., 1995a; Koo 

and Squazzo, 1994). Im Gegensatz zur α-Sekretase ist die β-Sekretase durch eine 

ausgeprägte Sequenzspezifität gekennzeichnet (Citron et al., 1995). Die Substitution des 

Met-Restes an Position -1 der Aβ-Domäne durch eine AS mit großem hydrophobem Rest, 

wie z.B. Leu in der schwedischen Mutante (vgl. 1.3.2), erhöht die Affinität der β-Sekretase 

zu ihrem Substrat. Umgekehrt bedingt die Einführung kleiner hydrophober Reste, wie z.B. 

Val, eine Verringerung de
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Neben Aβ-Spezies beginnend mit Asp1 wird auch die Entstehung einer weiteren 

dominanten Aβ-Spezies, Aβ 11-40/42 durch die β-Sekretase katalysiert (Gouras et al., 

1998; Haass et al., 1992b). 

 

1.3.4.2 BACE-1 

Die Aspartylprotease BACE-1 (β-site APP cleaving enzyme; auch Asp-2 oder Memapsin-

2) besitzt alle Eigenschaften der β-Sekretase (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha 

et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). BACE-1 „knockout“ Mäuse, zeigen in 

Gegenwart von humanem βAPP keine nachweisbare Synthese von Aβ in Neuronen (Cai  

et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Es muss deshalb davon ausgegangen 

werden, dass BACE-1 wahrscheinlich die einzige β-Sekretase in Neuronen ist (Vassar, 

2002). 

 

 

 

Abbildung 8: Schema der BACE-1 Protease.  

Dargestellt ist eine Schemazeichnung der BACE-1 Protease. Die zelluläre Membran wird durch einen grauen 
Kasten symbolisiert. Gekennzeichnet sind das Signalpeptid (rot), die Prodomäne (blau) und die beiden 
kritischen Aspartylmotive (grüner Stern).  

 

BACE-1 weist in seiner Ektodomäne zwei für das aktive Zentrum einer Aspartylprotease 

charakteristische AS-Motive auf (vgl. 1.2): DTGS (AS 93-96) und DSGT (AS 289 – 292) 

(Hussain et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Die Mutation eines dieser 

beiden in der Evolution hoch konservierten Motive unterbindet die Proteaseaktivität 

vollständig (Bennett et al., 2000b; Hussain et al., 1999).  

N‘
SP Pro DTGS DSGT

* * C‘
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vesikuläres Lumen
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vesikuläres Lumen
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Im Gegensatz zu den bisher bekannten Aspartylproteasen (vgl. 1.2) wird BACE-1 jedoch 

über eine Transmembrandomäne (AS 455-480), im Membransystem der Zelle verankert 

(Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 

999). Am N-Terminus des Proteins befindet sich ein Signalpeptid (AS 1-21), das für die 

cotranslationale Membraninsertion verantwortlich ist, sowie ein Propeptid (AS 22-45), das 

ierung des Proteins durch Furin oder eine furin-ähnliche Protease 

.3.4.3 BACE-2 

Neben BACE-1 ist eine zweite membrangebundene Aspartylprotease, BACE-2, bekannt 

(Lin et al., 2000; Saunders et al., 1999; Solans et al., 2000; Yan et al., 1999). Die  

AS-Sequenzen von BACE-1 und BACE-2 sind zu ca. 64 % homolog und die unter 1.3.4.2. 

beschriebenen strukturellen Eigenschaften sind identisch (Vassar, 2002). 

Aufgrund der Verankerung der beiden Enzyme im Membransystem der Zelle und der 

relativ geringen Homologie zu anderen bekannten Aspartylproteasen, wie Renin oder 

Pepsin, definieren BACE-1 und BACE-2 eine neue Unterfamilie der Pepsin-Familie, die 

r für Aspartylproteasen gehemmt wird  

1

während der Matur

abgespalten wird (Bennett et al., 2000b; Capell et al., 2000; Creemers et al., 2001). 

Desweitern finden sich in der Ektodomäne vier N-Glykosylierungsstellen sowie sechs 

Cystein-Reste, die drei intramolekulare Disulfidbrücken ausbilden (Capell et al., 2000; 

Charlwood et al., 2001; Fischer et al., 2002; Haniu et al., 2000). Das Disulfidbrücken-

Muster von BACE-1 und BACE-2 weicht stark von dem für Aspartylproteasen typischen 

Muster ab (Dunn, 2002). 

 

1

nicht durch Pepstatin, den gängigen Inhibito

(Citron et al., 1996).  
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Abbildung 9: Stammbaum der Gruppe der Pepsin-ähnlichen Proteasen.  

Veranschaulicht ist der Grad der Homologie von BACE-1 und BACE-2 zu den anderen Familien dieser 
Gruppe (vgl. 1.2). Die größte Hom
zur Retropepsin-Familie besteh

ologie besteht zur Pepsin-Familie, während nur eine geringe Homologie 
t. [Quelle: (Citron, 2002)]. 

BACE-2 wird im Gegensatz zu BACE-1 verstärkt in peripherem Gewebe exprimiert und 

ronalen Geweben (Bennett et al., 2000a; Vassar et al., 1999). Dennoch 

ten Region des 

 

 

 

weniger stark in neu

gibt die ausgeprägte Homologie zwischen den beiden Enzymen Grund zu der Annahme, 

dass auch BACE-2 die charakteristischen Eigenschaften einer β-Sekretase aufweisen 

könnte. Unterstrichen wird diese Vermutung dadurch, dass das BACE-2 Gen wie auch das 

Gen für βAPP, in einer bei Down Syndrom Patienten verdreifach

Chromosom 21 lokalisiert ist (Saunders et al., 1999). Down Syndrom Patienten zeigen 

aufgrund der höheren βAPP Expression und evtl. auch verstärkter BACE-2 Expression 

bereits sehr früh klassische Symptome der Alzheimer Krankheit (Acquati et al., 2000; 

Odetti et al., 1998; Schupf et al., 2001). Folglich könnte auch BACE-2 unmittelbar zur  

Aβ-Bildung beitragen.
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1.3.5 Die γ-Sekretase 

Die γ-Sekretase prozessiert die proteolytische Spaltung der durch die α- und β-Sekretase 

entstehenden βAPP CTF (vgl. 1.3.2). Auffällig dabei ist, dass die Spaltung nicht wie für 

Proteasen üblich, in wässriger Umgebung erfolgt, sondern innerhalb der 

Transmembrandomäne des Substrats (Wolfe et al., 1999a). Für die Position des  

γ-Sekretaseschnittes sind dabei offenbar Länge und Struktur der Transmembrandomäne 

ntscheidender als die genaue Aminosäuresequenz (Esler and Wolfe, 2001; Lichtenthaler 

t al., 2002). Wie die β-Sekretase ist auch die γ-Sekretase eine Aspartylprotease (Wolfe et 

en Aβ- bzw. p3-Spezies, 

 NICD (Notch intracellular domain; vgl. 

.3.5.3) im Zusammenhang mit der Transkription bisher unbekannter Zielgene diskutiert 

e

e

al., 1999a). Durch γ-Sekretase Spaltung der βAPP CTF entsteh

sowie ein lösliches zytosolisches Fragment des βAPP [AICD; (Sastre et al., 2001)]. AICD 

(βAPP intracellular domain) wird in Analogie zu

1

(Cao and Südhof, 2001). 

 

1.3.5.1 Struktur und Charakteristika der Preseniline 

Die Preseniline (PS)-1 und PS-2 wurden mit der Alzheimer Krankheit bzw. der γ-Sekretase 

Aktivität in Verbindung gebracht, da zum einen zahlreiche FAD-Mutationen innerhalb der 

PS-Gene bekannt sind, die die Bildung des Aβ 1-42 Peptids stimulieren (Haass and 

Steiner, 2002), und zum anderen ist in murinen PS1 und PS2 doppel „knockout“ Zellen 

keine Aβ-Produktion nachweisbar (De Strooper et al., 1998; Herreman et al., 2000; Naruse 

et al., 1998; Zhang et al., 2000). 
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nach der Translation des Holoproteins innerhalb der 

zytoplasmatischen Domäne zwischen Transmembrandomäne 6 (TM6) und TM7 

endoproteolytisch gespalten werden. Die daraus resultierenden N- und C-terminalen 

Fragmente [NTF/ CTF; (Thinakaran et al., 1996)] assoziieren zu einem Heterodimer und 

stellen die in der Zelle stabilisierte aktive Form der Preseniline dar (Ratovitski et al., 1997; 

Thinakaran et al., 1997). 

Das für die Endoproteolyse verantwortliche Enzym ist bisher unbekannt. Auffällig ist 

jedoch, dass die Mutagenese der beiden hoch konservierten Aspartylreste in TM 6 und 

TM7 nicht nur zu einer stark reduzierten Aβ Bildung und der Akkumulation der  

γ-Sekretasesubstrate βAPP CTF führt, sondern auch die Endoproteolyse der Preseniline 

verhindert (Kimberly et al., 2000; Steiner et al., 1999a; Wolfe et al., 1999b). Der 

Aspartylrest in TM7 liegt innerhalb eines im Laufe der Evolution hoch konservierten 

TM2
N135D

 

 

Abbildung 10: Struktur des PS1-Proteins und Lokalisation der FAD-Mutationen innerhalb des  
                          PS1-Proteins.  

Die Abbildung veranschaulicht die Struktur der Preseniline. Gezeigt ist das gängigste Topologiemodell, 
wonach die Preseniline 8 Transmembrandomänen haben. Die Pfeile kennzeichnen die Bereiche der FAD 
Mutationen. Einige der FAD assoziierten Mutationen sind angegeben. 
TM: Transmembrandomäne; HL: Hydrophiler Loop. (Quelle: http://molgen-www.uia.ac.be/ ADMutations)  
 

PS1 und PS2 sind homologe, polytope Transmembranproteine (Levy-Lahad et al., 1995; 

Sherrington et al., 1995), die 
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Motivs [GxGD; (Haass and Steiner, 2002)], das für eine klassische Aspartylprotease zwar 

untypisch ist, aber in andern polytopen Aspartylproteasen, wie z.B. den Typ 4 Prepilin 

Peptidasen (TFPPs) in Prokaryonten (LaPointe and Taylor, 2000) oder den Signalpeptid 

Peptidasen (SPPs) in höheren Lebewesen (Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 2002), 

hoch konserviert ist. Zusätzlich markieren alle bisher bekannten γ-Sekretase spezifischen 

Inhibitoren unmittelbar die PS–Heterodimere (Esler et al., 2000; Li et al., 2000b; Seiffert  

et al., 2000). 

 

Trotz dieser starken Hinweise auf eine proteolytische Eigenschaft der Preseniline, galt eine 

direkte Verbindung der Preseniline mit der γ-Sekretase bis vor kurzem als strittig, da eine 

Überexpression der Presenilin-Proteine im Zellkulturmodell kaum eine erhöhte  

Aβ-Sezernierung bewirkt (Thinakaran et al., 1997). Gleichzeitig führt eine Überexpression 

der PS kaum zu einer Erhöhung der entsprechenden NTF und CTF, sondern in erster Linie 

zu einer Akkumulation des Holoproteins und gleichzeitig zu einer Verdrängung der 

endogenen Presenilin Proteine, einem Phänomen, das als „Replacement“ bezeichnet wird 

(Capell et al., 1997; Thinakaran et al., 1997).  
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1.3.5.2 Der γ-Sekretase-Komplex 

Das „Replacement-Phänomen“, sowie die Regulation der PS NTF und PS CTF können 

durch die Einbettung der PS Heterodimere in hochmolekulare Proteinkomplexe erklärt 

werden (Capell et al., 1998; Yu et al., 1998). 

Die weiteren Komponenten dieser Proteinkomplexe sind Nicastrin (Edbauer et al., 2002; 

Kopan and Goate, 2002; Lai, 2002; Yu et al., 2000), PEN-2 [presenilin enhancer protein 2; 

(Francis et al., 2002; Luo et al., 2003; Steiner et al., 2002)] und APH-1 [anterior pharynx 

efective 1; (Francis et al., 2002; Goutte et al., 2002; Lee et al., 2002c; Luo et al., 2003)]. 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des γ-Sekretase–Komplexes.  

Gezeigt sind die Modellzeichnungen der einzelnen Proteine des γ-Sekretase Komplexes und ihre 
Orientierung in der zellulären Membran (grauer Kasten). [Modifiziert nach (Haass and Steiner, 2002)]. 

 

Nicastrin ist ein glykosyliertes Typ I Transmembranprotein (Yu et al., 2000), während es 

sich bei den übrigen Proteinen um polytopische Transmembranproteine handelt (Cruts  

et al., 1995; Francis et al., 2002; Rogaev et al., 1995). Die einzelnen 

Komplexkomponenten beeinflussen sich gegenseitig in ihrer zellulären Expression. So 

führt beispielsweise eine reduzierte Nicastrin Expression zu einer verminderten 

Proteinmenge an PEN-2 (Steiner et al., 2002). Außerdem beeinflusst die PS1-Expression 

das Maturierungsverhalten des Nicastrin-Proteins (Edbauer et al., 2002; Leem et al., 2002). 

Für die γ-Sekretase Aktivität sind alle vier Komponenten notwendig (Francis et al., 2002) 

und auch gleichzeitig ausreichend (Edbauer et al., 2003; Kimberly et al., 2003). Folglich 

sind mit den vier beschriebenen Komponenten aller Wahrscheinlichkeit nach die 
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Bestandteile des γ-Sekretase Komplexes bekannt und die Preseniline bilden das 

rt die γ-Sekretase auch die Spaltung weiterer 

I 

Transmembranproteine, deren extrazelluläre Domäne eine bestimmte Länge nicht 

überschreitet, Substrate für die γ-Sekretase sind (Struhl and Adachi, 2000). 

Besonders erwähnt sei in diesem Zusammenhang die Prozessierung der Notch-Rezeptoren. 

Der Notch Signaltransduktionsweg ist im Laufe der Evolution hoch konserviert geblieben 

und spielt v.a. in der Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle bei der 

Zelldifferenzierung (Mumm and Kopan, 2000). Aber auch im erwachsenen Menschen 

erfüllt die Notch Signaltransduktion noch wichtige Funktionen, u.a. bei der 

Differenzierung der T-Lymphozyten (Hadland et al., 2001). 

proteolytische Zentrum der γ-Sekretase. 

1.3.5.3 Einfluss der γ-Sekretase auf die Notch-Signaltransduktion 

Neben der Spaltung des βAPP CTF katalysie

Substrate innerhalb der Membran, wie z.B. APLP1 (Naruse et al., 1998), Notch 1-4 

Rezeptor (Mizutani et al., 2001; Okochi et al., 2002; Saxena et al., 2001), ErbB-4 (Lee  

et al., 2002b; Ni et al., 2001), E-cadherin (Marambaud et al., 2002) und CD44 (Lammich  

et al., 2002) und viele mehr. Generell muss davon ausgegangen werden, dass alle Typ 
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Abbildung 12: Prozessierung des Notch 1 Rezeptors im Vergleich zur Prozessierung des βAPP. 

Dargestellt ist die Prozessierung des Notch 1 Rezeptors (großer roter Kasten) durch S1-, S2- und  
S3-Proteasen im Vergleich zur Prozessierung des βAPP (Ektodomäne (grün), Aβ-Domäne (blau), 
intrazelluläre Domäne (rot)). Notch 1 wird nach Abspaltung der Ektodomäne innerhalb der Membran PS1 
abhängig gespalten. Dabei wird eine intrazelluläre Domäne (NICD) freigesetzt, die in den Zellkern gelangt 
und dort die Transkription bestimmter Zielgene reguliert. Analog dazu erfolgt auch die Freisetzung der 
intrazellulären Domäne des βAPP (AICD), deren Funktion bisher weitgehend ungeklärt ist.  
[Modifiziert nach: (Walter et al., 2001b)]. 

 

Der Notch 1 Rezeptor selbst ist ein Typ I Transmembranprotein und wird nach der 

Translation am ER über den sekretorischen Prozessierungsweg an die Zelloberfläche 

transportiert. Im trans-Golgi Netzwerk (TGN) erfolgt eine proteolytische Spaltung des 

Rezeptors durch eine Furin-ähnliche Protease. Die beiden Spaltprodukte bleiben 

anschließend zu einem Heterodimer assoziiert. An der Zelloberfläche fungiert das Notch 

Heterodimer als Rezeptor für Liganden wie Delta und Serrate (Mumm and Kopan, 2000). 

Nach der Bindung eines Notch Liganden wird die Ektodomäne des Notch-Moleküls durch 

Metalloproteasen, wie z.B. ADAM17/TACE oder ADAM10 abgespalten (Fortini, 2002).  

Notch 1

S1S1
S2S2
S3S3

S1 S1 S2S2

NICD

CSLCSL

TranskriptionTranskription
von von TargetgenenTargetgenen

keine
Signalübertragung

ßAPP
extrazellulärer Raum/

1

αα-- oror ββ
secretase

γγ -secretase

p3/Aβ

AICD

?

APPs

Zytosol

Zellkern

vesikuläres Lumen

γγ

Notch

-secretase

S1S1
S2S2
S3S3

S1 S1 S2S2

extrazellulärer Raum/
ßAPP vesikuläres Lumen

NICD

αα-- oror ββ
secretase

γγ -secretase

p3/Aβ

AICD

CSLCSL

TranskriptionTranskription
von von TargetgenenTargetgenen

keine
Signalübertragung

?

APPs

Zytosol

Zellkern

γγ -secretase

 37



Einleitung 

Das nach diesem sog. S2 Schnitt in der Membran verbleibende Fragment wird γ-Sekretase 

abhängig weiter prozessiert, wobei schließlich die intrazelluläre Domäne (NICD = Notch 

intracellular domain) freigesetzt und in den Nukleus transportiert wird, um dort über 

Bindung an Transkriptionsfaktoren der CLS Familie die Transkription von bestimmten 

Zielgenen zu steuern (Mumm and Kopan, 2000). 
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1.4 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit 

Nach dem bisherigen Stand der Erkenntnis ist die Inhibition der β-Sekretase ein 

vielversprechender Ansatz für die Therapie der Alzheimer Krankheit, da sowohl die 

Stimulation der α-Sekretase als auch die Inhibition der γ-Sekretase insbesondere durch die 

leichzeitige Beeinflussung des Notch Signalübertragungsweges zu Nebenwirkungen 

führen würden [(Haass, 2002) und vgl. 1.3.5.3]. Zudem wird davon ausgegangen, dass  

γ-Sekretase Inhibitoren auch mit anderen Vertretern dieser neuartigen Protease-Familie, 

wie beispielsweise den Signalpeptidpeptidasen (SPPs), kreuzreagieren (Weihofen et al., 

2003). BACE-1 „knockout“ Mäuse zeigen hingegen keinen auffälligen Phänotyp, so dass 

anzunehmen ist, dass die Inhibition der Protease keine drastischen Nebenwirkungen mit 

sich bringt (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001).  

 

Um wirksame Inhibitoren für BACE-1 entwickeln zu können, gilt es die Eigenschaften 

dieser neuartigen Protease genauer zu verstehen.  

Da zu BACE-1 eine weitere homologe Protease, BACE-2, bekannt ist (vgl. 1.3.4.3), ist es 

wahrscheinlich, dass wirksame Inhibitoren mit beiden Enzymen Wechselwirken. Für 

BACE-2 ist bisher im Gegensatz zu BACE-1 kein „knockout“ Mausmodell bekannt, das 

Vorhersagen über die Auswirkungen einer Inhibition zulässt. 

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb erstens, die beiden Proteasen hinsichtlich ihrer 

posttranslationalen Modifikationen, insbesondere Glykosylierung, Phosphorylierung und 

Sulfatierung, sowie ihrer subzellulären Lokalisation bzw. des Transportes innerhalb der 

Zelle zu analysieren und zu vergleichen. Eventuelle Unterschiede könnten Ansatzpunkte 

für die Entwicklung spezifischer Inhibitoren sein, die beispielsweise den Transport von 

BACE-1 in Kompartimente hoher amyloidogener Aktivität blockieren, umgekehrt  

BACE-2 jedoch nicht. 

Zweitens wurden die katalytischen Spezifitäten der beiden Enzyme bezüglich βAPP 

genauer untersucht. Für BACE-2 war vor Beginn der Arbeit, aufgrund struktureller 

Gemeinsamkeiten mit BACE-1 angenommen worden, dass ebenfalls eine β-Sekretase 

Aktivität nachweisbar ist (Acquati et al., 2000).  

g
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Gegen diese Vermutung spricht, dass die höchste β-Sekretase Aktivität in neuronalen 

ierten BACE-2 mRNA 

us, obwohl gerade in 

 Fall, eine verstärkte Generierung der Aβ-Peptide zu erwarten ist (Citron et al., 

ens untersucht. 

Geweben nachweisbar ist, dort aber die Menge der transkrib

vergleichsweise gering ist (Bennett et al., 2000a; Marcinkiewicz and Seidah, 2000). 

Deshalb wurde überprüft, ob BACE-2 bezüglich βAPP tatsächlich die gleiche katalytische 

Spezifität besitzt wie BACE-1. 

 

Ein in der Literatur auffallendes Paradoxon ist, dass in BACE-1 überexprimierenden 

Zellen zwar die Menge der unmittelbaren β-Sekretase Spaltprodukte, nämlich βAPPsβ und 

βAPP CTFβ dramatisch ansteigen (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; 

Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999), die Menge der Aβ-Sezernierung selbst sich jedoch 

nur wenig verändert (Vassar et al., 1999). Werden BACE-1 und βAPPsw exogen 

coexprimiert, bleibt die Aβ-Sezernierung häufig sogar vollständig a

diesem

1992; Vassar et al., 1999).  

Deshalb wurden drittens mögliche Gründe für das Auftreten dieses Phänom
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2. Material und Methoden 

2.1 Rekombinante DNA Techniken 

2.1.1 Geräte und Materialien 

CR-Maschine (Mastercycler personal) Eppendorf 

Schüttelinkubator (Certomat BS-1) B. Braun Biotech International 

ezeichnung Firma Zielorganismus 

P
37oC Schrank (Function line) Haereus 

Elektrophoresekammern (Modell: B1; Modell: B2) Owl Separation Systems, Inc. 
Gel-Analyse : 
UV-Lampe (White/ Ultraviolet Transilluminator)  
Kamera (CCD Video Camera Module) 
Dokumentation (Quickstore pluss II) 
Drucker (p91) 

 
UVP 
 
MS Laborgeräte 
Mitsubishi 

 

2.1.2 Konstrukte und Klonierungen  

2.1.2.1 Vektoren 

B
pcDNA 3.1. Zeo (+) Invitrogen Säugerzellen 
pcDNA 3.1. Hygro (+) Invitrogen Säugerzellen 
pcDNA 3.1. Hygro (-) Invitrogen Säugerzellen 
pGex 5X.1 Amersham Biosciences E. coli 
 

Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Vektorsysteme.  

Angegeben ist die Bezeichnung der verwendeten Vektoren, sowie die Herstellerfirma und der Ziel-
organismus für die Proteinexpression. 
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2.1.2.2 DNA–Konstrukte 

Bezeichnung Vektor  Klonierungsenzyme  
BACE-1 pcDNA 3.1. Zeo (+) EcoRI; XhoI  
BACE-1 pcDNA 3.1. Hygro (+) EcoRI; XhoI  
BACE-1 S498A pcDNA 3.1. Zeo (+) EcoRI; XhoI  
BACE-1 S498D pcDNA 3.1. Zeo (+) EcoRI; XhoI  
BACE-2 pcDNA 3.1. Hygro (-) dIII  ApaI; Hin
BACE-1 CT wt + GST pGex 5X.1 XhoI  EcoRI; 
BACE-1 CT S498A + GST pGex 5X.1 EcoRI; XhoI  
BACE-1 CT S498D + GST pGex 5X.1 EcoRI; XhoI  
BACE-2 CT wt + GST pGex 5X.1 EcoRI; XhoI  
BACE-2 CT S510A + GST pGex 5X.1 EcoRI; XhoI  
BACE-2 CT S511A + GST pGex 5X.1 EcoRI; XhoI  
BACE-2 CT S510/511A + GST pGex 5X.1 EcoRI; XhoI  
 

Tabelle 3: Zusammenstellung der hergestellten DNA-Konstrukte.  

lvektor und die Restriktionsenzyme mittels derer die 
gewünschte DNA–Sequenz in den Vektor eingefügt wurde. 

 

echend a. 1 µg/µl) 
es entsprechenden s (vw

1 µl des entsprechenden rückwärts Oligonukleotids (rw; 100 µM) 

plett (10 fach, Peq Lab) 
mit H2O bidest. auf 100 µl Endvolumen 

 

Konstrukt Oligonukleotide (Invitrogen) cDNA 

Angegeben ist die Bezeichnung des Konstruktes, der Zie

 

2.1.2.3 PCR

Reaktionsansatz: 
0,5 µl der entspr en cDNA (c
1 µl d  vorwärts Oligonukleotid ; 100 µM) 

2 µl dNTP-Mix (10 mM, Roche) 
1 µl Pwo DNA Polymerase (1U/µl, Peq Lab) 
10 µl Reaktionspuffer kom

BACE-1 vw: 5’-cgc-gaa-ttc-ggg-ccc-acc-atg-gcc-caa-gcc-ctg-ccc-tgg-3´ 
rw: 5’-cgc-ctc-gag-tca-ctt-cag-cag-gga-gat-gtc-3´ 

von Herrn Dr. 
Michael Willem zur 
Verfügung gestellt 

BACE-1 S498A vw: 5’-cgc-gaa-ttc-ggg-ccc-acc-atg-gcc-caa-gcc-ctg-ccc-tgg-3´ 
rw: 5’-cgc-ctc-gag-tca-ctt-cag-cag-ggc-gat-gtc-atc-agc-3´ 

BACE-1  

BACE-1 S498D vw: 5’-cgc-gaa-ttc-ggg-ccc-acc-atg-gcc-caa-gcc-ctg-ccc-tgg-3´ 
rw: 5’-cgc-ctc-gag-tca-ctt-cag-cag-gtc-gat-gtc-atc-agc-3´ 

BACE-1 

BACE-2 Die cDNA wurde freundlicherweise von Dr. A. Tamarelli zur Verfügung gestellt und 
lediglich mit den unter 2.1.2.2. beschriebenen Enzymen in den Zielvektor umkloniert 

BACE-1 CT wt + 
GST 

vw: 5´-cgc-gaattc-tgt-cag-tgg-cgc-tgc-ctc-cgc-3´ 
rw: 5’-cgc-ctc-gag-tca-ctt-cag-cag-gga-gat-gtc-3´ 

BACE-1 

BACE-1 CT 
S498A + GST 

vw: 5’-cgc-gaattc-tgt-cag-tgg-cgc-tgc-ctc-cgc-3´ 
rw: 5’-cgc-ctc-gag-tca-ctt-cag-cag-ggc-gat-gtc-atc-agc-3´ 

BACE-1 
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e (Invitrogen) cDNA Konstrukt Oligonukleotid
BACE-1 CT 

ST S498D + G
vw: 5´-cgc-gaatt g-cgc-tgc-ctc-cgc-3
rw: 5’-cgc-ctc-g gtc-

-1 c-tgt-cag-tg ´ BACE
ag-tca-ctt-cag-cag-gtc-gat- atc-agc-3´ 

BACE-2 CT wt + vw: 5’-cgg-aat-t  
rw: 5’- cgc-ctc-g -

BACE-2 
GST 

cc-gcc-gtt-ccg-gtg-tca-g-3’
ag-tca-ttt-cca-gcg-atg-tct-gac c-3’ 

BACE-2 CT 
S510A + GST 

vw: 5’-cgg-aat-t  
rw: 5’-ccg-ctc-g tct-g
ctc-atc-att-g-3’ 

BACE-2 cc-gcc-gtt-ccg-gtg-tca-g-3’
ag-cgg-tca-ttt-cca-gcg-atg- ac-cag-aga-ggc-

BACE-2 CT 
S511A + GST 

vw: 5
rw: 5’

’-cgg-aat-t
-ccg-ctc-g ca-gcg-atg-tct-g

-3’ 

BACE-2 cc-gcc-gtt-ccg-gtg-tca-g-3’  
ag-cgg-tca-ttt-c ac-cag-agc-gga-

ctc-atc-att-g
BACE-2 CT vw: 5’- cgg

-cg-cS510/511A + rw: 5’
GST atc-att-gac-

-aat-t gtg-tca-g-3’ 
tc-ga a-gcg-atg-tct-gac-cag-agc-ggc-ctc-
gac-c

BACE-2 cc-gcc-gtt-ccg-
g-cgg-tca-ttt-cc
tc-3’ 

 

Tabelle 4: PCR–Oligonukleotide und cDNA.  

Aufgeführt sind die für die PCR-Ansätze der verschiedenen DNA-Konstrukte verwendeten Oligonukleotide 
und die entsprechende cDNA. Jeweils für die Synthese des DNA–Stranges vom 5’– zum 3’-Ende (vw) und 

eotide sind vom 5’– zum 3’–Ende 

ie entsprechenden Reaktionsansätze wurden gemischt und in der PCR-Maschine mit 

ramm prozessiert: 

 

30 Zy
94 °
60 °
72 °

  72 °C

 

ie Pr mittels 1 % bzw. im Falle der GST-

eschnit halt rde 

zur weiteren Klonierung verwendet (vgl. 2.1.4). 

vom 3’– zum 5’–Ende (rw). Die DNA-Sequenzen der Oligonukl
angegeben. 

 

D

folgendem Prog

  94 °C, 5 min 
klen: 
C, 30 sec 
C, 1 min 
C, 1 min 30 sec  
, 5 min 

D odukte der jeweiligen PCR wurden 

Fusionsproteine mittels 2 % Agarosegelen aufgetrennt (vgl. 2.1.3.1) und anschließend aus 

den ausg tenen Gelfragmenten isoliert (vgl. 2.1.3.2). Die so er ene DNA wu
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2.1.3 Reinigu

ro

r 
t un

mer

-Lad
, 0,25

ur elektrophoretischen Trennung und Analyse von linearen DNA-Fragmenten, 

 präparativen Isolierung von DNA-Fragmenten 

ersetzt. Als Größenstandard diente eine 1 Kb DNA Leiter (Gibco Invitrogen 

 durchgeführt. 

2.1.3.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Die gewünschte DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem 

Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des Nucleo Spin Extract Kits (Macherey-Nagel) 

hrift des Herstellers aufgereinigt.  

(Macherey-Nagel) versetzt und die DNA 

eiter nach der Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.  

 

2.1.3.4 Sequenzierung der DNA-Konstrukte 

Die Sequenzierung der DNA-Konstrukte wurde von der Firma GATC Biotech AG 

(Konstanz) durchgeführt. 

 

ng und Analyse der DNA 

2.1.3.1 Aga se-Gelelektrophorese 

TBE-Puffe
9 mM Tris-bora
 

d 2 mM EDTA in dH2O 

Agarose:  
Agarose NA (A
 

sham Biosciences) 

6 fach DNA
30 % Glycerin
 

epuffer: 
 % Bromphenolblau und 0,25 % Xylencyanol FF in dH2O 

Z

superhelikaler Plasmid-DNA sowie zur

wurden 1-2 %ige Agarosegele in TBE-Puffer und 0,2 µg/ml Ethidiumbromid verwendet. 

Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/6 Volumen 6 fach DNA-Ladepuffer 

v

Corporation). Die Elektrophorese wurde bei 100 – 120 V (je nach Größe des Gels) mit 

TBE-Puffer in Agarosegelkammern

 

nach der Vorsc

 

2.1.3.3 Reinigung von DNA-Fragmenten 

Nach enzymatischen DNA-Modifikationen wurde die entsprechende Reaktionslösung mit 

600 µl Puffer N1 des Nucleo Spin Extract Kits 

w
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2.1.4 Enzymatische Modifikation der DNA 

2.1.4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

Verwendete Enzyme: 
rmentas): 10 U/µl 

pa I (Roche): 10 U/µl 
I Fermentas): 10 U/µl 

ch Plasmidpräparationen wurden 1-2 µg Plasmid-DNA in dem 

 der entsprechenden 

xtract Kits (Macherey-Nagel) gereinigt 

gl. 2.1.3.3).  

 

scher Phosphatase (SAP; 1 U/µl, Roche) 

ntfernt, um intramolekulare Selbstligation zu verhindern (Sambrook and Russel, 2001). 

Dazu wurden 10 - 15 µg linearisierte Plasmid-DNA mit 1 U SAP und Reaktionspuffer des 

l über Nacht bei 37 oC inkubiert. Die 

Eco RI (MBI Fe
Xho I (MBI Fermentas): 10 U/µl 
A
Hind III (MB
 

Für analytische Ansätze na

vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer mit 10 U

Restriktionsenzyme (vgl. 2.1.2.2) in einem Endvolumen von 20 µl für 3-4 h bei 37 oC 

inkubiert. Die Analyse der Restriktion erfolgte mittels Agarosegeltrennung (vgl. 2.1.3.1). 

Für präparative Ansätze im Rahmen der Klonierung wurden 10 - 15 µg Plasmid-DNA oder 

5 - 10 µg des entsprechenden PCR-Produktes in dem vom Hersteller empfohlenen 

Reaktionspuffer mit 10 U der entsprechenden Restriktionsenzyme (vgl. 2.1.2.2) in einem 

Endvolumen von 30 µl für 6 - 8 h bei 37 oC inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden 

anschließend unter Verwendung des Nucleo Spin E

(v

2.1.4.2 Dephosphorylierung von DNA 

Vor einer Ligation (vgl. 2.1.4.3) wurden die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten 

Plasmidmoleküle (vgl. 2.1.4.1) mit Shrimp alkali

e

Herstellers in einem Gesamtvolumen von 200 µ

Plasmid-DNA wurde anschließend unter Verwendung des Nucleo Spin Extract Kits 

(Macherey-Nagel) gereinigt (vgl. 2.1.3.3).  
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2.1.4.3 Ligation von DNA 

verdauten, DNA-

linearisierte und dephosphorylierte Plasmid, erfolgte mit Hilfe der 

gen T4 (T4 Ligase; 5 U/µl, Roche). 200 - 300 ng Plasmid, 

 DNA-Fragmentes, 5 U T4 Ligase und Ligationspuffer des 

erstellers wurden in einem Endvolumen von 20 µl 1 h bei RT inkubiert. 

  
0 mM CaCl2, 10 mM Tris pH 8,0 in dH2O 

E. coli - Stamm: DH5α 

Die Insertion des, mit den entsprechenden Restriktionsenzymen 

Fragments in das zuvor 

DNA-Ligase des Bakteriopha

0,5 - 1 µg des entsprechenden

H

10 – 15 µl des Ligationsansatzes wurden zur Transformation in kompetente E. coli 

verwendet (vgl. 2.1.5.2).  

 

2.1.5 Transformation von E. coli und Plasmidpräparation 

2.1.5.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen 

LB-Medium (Low Salt Luria-Bertani Medium): 
1 % Tryptone, 0,5 % Yeast Extract und 0,5 % NaCl in dH2O.  
pH 7,0 mit NaOH einstellen und bei 120 °C und 1,2 bar für 20 min autoklavieren. Ggf. nach dem Abkühlen 
die entsprechenden Selektionsantibiotika zusetzen. 
 
CaCl2–Puffer:
5
 

 

Eine DH5α-Übernachtkultur wurde 1:100 in 100 ml LB-Medium verdünnt und im 

Schüttelinkubator bei 200 upm/ 37 oC bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen in der Megafuge 1,0 R 5 min bei 1500 xg/ 4 oC pelletiert und in 17,5 ml 

eiskaltem CaCl2–Puffer resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen 

erneut, wie oben beschrieben, pelletiert und in 1 ml eiskaltem CaCl2–Puffer resuspendiert. 

Die so gewonnenen kompetenten Zellen wurden entweder direkt für die Transformation 

verwendet oder bei –80 oC konserviert. 
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2.1.5.2 Transformation von DNA-Konstrukten in kompetente E. coli 

in die Zelle zu 

eaktionsansatz bei RT mit 1 ml LB- Medium versetzt und 1 h 

ei 37 oC/ 700 upm auf einem Thermoschüttler (vgl. 2.5.1) inkubiert. Die Zellen wurden in 

µl LB-Medium 

resuspendiert und auf LB-Platten mit 100 µg/ml Ampizillin (Roth) ausplattiert. Nach  

hend der weiteren Verwendung  

.1.5.3 Präparation von Plasmid-DNA in kleinem Maßstab (Mini-Präp) 

M Tris pH 8,0 und 10 mM EDTA pH 8,0 in dH2O 

ösung 2:  

oli Klone (vgl. 2.1.5.2) wurden kleine Mengen 

lasmid-DNA nach einer veränderten Version der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 

1979) isoliert. 1 ml einer 3 ml E. coli Übernachtkultur wurde in der Tischzentrifuge  

(vgl. 2.5.1) 1 min bei 16000 xg sedimentiert und der Überstand dekantiert. Das Sediment 

wurde in 100 µl Lösung 1 durch vortexen (vgl. 2.5.1) resuspendiert und mit 200 µl frisch 

zubereiteter Lösung 2 versetzt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde das Gemisch mit  

150 µl eiskalter Lösung 3 neutralisiert und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Die unlöslichen 

Bestandteile wurden durch Zentrifugation (16000 xg/ 15 min/ 4 oC) abgetrennt und die 

LB-Agar-Platten: 
1 % Tryptone, 0,5 % Yeast Extract und 0,5 % NaCl in dH2O.  
pH 7,0 mit NaOH einstellen, 15 g/l Agar zusetzen und bei 120 °C und 1,2 bar für 20 min autoklavieren. Auf 
ca. 50 oC Abkühlen, die entsprechenden Selektionsantibiotika zusetzen und Platten gießen. 
 

100 µl kompetente E.coli (vgl. 2.1.5.1) wurden mit 10 - 15 µl Ligationsansatz (vgl. 2.1.4.3) 

versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Um eine Aufnahme der DNA 

ermöglichen, wurden die Zellen für 2 min bei 42 oC und weitere 2 min auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurde der R

b

der Tischzentrifuge (vgl. 2.5.1) 1 min bei 16000 xg pelletiert, in 200 

16 - 24 h Inkubation bei 37 oC wurden Klone entsprec

(vgl. 2.1.5.3) gepickt. 

 

2

Lösung 1:  
50 mM D-Glucose, 25 m
 
L
0,2 M NaOH und 1 % SDS in dH2O 
 
Lösung 3:  
3 M Kaliumacetat in dH2O; pH mit Eisessig auf 5,1 einstellen 
 
RNAse (DNAse-frei):  
10 mg/ml RibonukleaseA (RNAse; Sigma) in einem Puffer aus 10 mM Tris pH 7,5 und 10 mM NaCl in 
dH2O lösen. Lösung 15 min bei 100 oC erwärmen und langsam auf RT abkühlen lassen. Aliquotieren und bei 
–20 oC aufbewahren.  
 

Zur Identifizierung rekombinanter E. c

P
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Plasmid-DNA mit 1 ml eiskaltem Ethanol (100 %) aus dem Überstand gefällt. Nach  

ation 

g o ent mit 500 µl eiskaltem 

is zur Ethanolfreiheit getrocknet. Das trockene DNA-Pellet wurde anschließend in 18 µl 

ilfe des Nucleobond AX 500 Kits (Macherey-Nagel) nach den 

nweisungen des Herstellers. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde im analytischen Maßstab 

mit Restriktions-endonukleasen verdaut (vgl. 2.1.4.1). 

lien 

ierschrank (HFU 80) Heraeus 
Systec 

unsenbrenner (Vulcan) Heraeus 
l) Heraeus 

ril (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt 
inweg-PP-Röhrchen steril (15 ml, 50 ml) Sarstedt 

10 min Inkubation auf Eis wurde die Plasmid-DNA ebenfalls durch Zentrifug

/ 15 min/ 4 C) und das erhaltene Sedimabgetrennt (16000 x

Ethanol (70 %) gewaschen. Der Überstand wurde dekantiert und das DNA-Pellet bei 37 oC 

b

dH2O resuspendiert, mit 2 µl RNAse–Lösung versetzt und 15 min bei 37 oC inkubiert. Die 

so erhaltene Plasmid-DNA wurde im analytischen Maßstab mit Restriktionsendonukleasen 

verdaut (vgl. 2.1.4.1). 

 

2.1.5.4 Präparation von Plasmid-DNA in großem Maßstab (Maxi-Präp) 

Eine 200 ml Übernachtkultur eines E. coli Klons wurde sedimentiert  

(6500 xg/ 15 min/ 4 oC). Die Lyse des Bakterien-Pellets und die Gewinnung der Plasmid-

DNA erfolgte mit H

A

 

2.2 Zellkultur und Zelllinien 

2.2.1 Geräte und Materia

- 80 oC Gefr
Autoklav (Tuttnauer 3850 EL) 
B
CO2-Inkubator (Hera cel
dH2O Anlage (Milli-Q academic) Millipore 
Einfriergefäße (Qualifreeze) Qualilab 

inwegpipetten steE
E
Kryoröhrchen steril Nunc 
Pasteurpipetten  Volac 
Sterilwerkbank (Hera Safe HS12) Heraeus 
Wasserbad (Typ 1002 ; Typ 1003) GFL 
Zellkulturschalen Nunc 
Zentrifuge (Megafuge 1,0) Heraeus 
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2.2.2 Beschichtung der Kulturschalen und Deckgläschen mit  
Poly–L–Lysin 

PBS-Puffer (steril): 
140 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4 und 1,75 mM KH2PO4, pH 7,4 mit HCl eingestellt in dH2O  
Die fertige Lösung wurde bei 120 °C und 1,2 bar für 20 min autoklaviert.  
 

100 µg/ml steriles Poly-L-Lysin (Sigma) in sterilem PBS-Puffer  
 

Kulturschalen oder ster

Poly–L–Lysin Lösung: 

ilisierte Deckgläschen wurden vollständig mit Poly-L-Lysin Lösung 

edeckt und 1 h bei 37 oC im CO2-Inkubator inkubiert. Anschließend wurde 3 mal mit 

sterilem PBS-Puffer gewaschen und, falls Kulturschalen oder Deckgläschen nicht 

gl. 2.2.2. 
 

s’ B.S.S. (Gibco Invitrogen Corporation) 
 

m) High Glucose (PAA) supplementiert mit 2 mM L-Glutamin 
(Invitrogen), 10 % fötales Kälberserum (FCS; PAA), 50 U/ml Penizillin (Invitrogen) und 50µg/ml 

t den entsprechenden Antibiotik  Life Technologies) in 

bryonic kidney 293) wurde von der Firma ATTC, 

ie Kultivierung der Zellen erfolgte nach Standardprotokollen (Kruse and Patterson, 
1973). 
 

b

unmittelbar verwendet wurden, 1 mal mit dH2O (steril) nachgewaschen. 

 

2.2.3 Kultivierung der HEK293 Zellen 

2.2.3.1 Medien und Lösungen 

PBS-Puffer (steril): 
v

Trypsin–EDTA-Lösung: 
0,05 % Trypsin, 0,53 mM EDTA*4Na in Hank

Grundmedium: 
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Mediu

Streptomyzin (Invitrogen). 
 
Selektionsmedien: 
Grundmedium supplementiert mi

enden Endkonzent
a (Invitrogen

folg rationen: 
l  • Genetizin (G 418): 200 µg/m

• Zeozin: 200 µg/ml  
• Hygromyzin: 150 µg/ml  
 

2.2.3.2 Durchführung 

Die Zelllinie HEK293 (human em
Rockville (USA) bezogen. 
D
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2.2.4 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung) 

ermedium: Einfri
rt mit 5 % Dimethylsulfoxid (DMSO; Roth) 

: 

 Einfriermedium 

suspendiert und anschließend in ein Kryoröhrchen überführt. Die Kulturen wurden in 

 und nach 1 Woche in flüssigem Stickstoff 

 von HEK293 Zellen mit rekombinanter DNA 

 wurden in einer 6 cm Schale bis zu einer Konfluenz von etwa 

he) gemäß den 

 Herstellers transfiziert. Im Falle einer transienten Transfektion wurden 

 

sfektion in verschiedenen Verdünnungen in das entsprechende 

vgl. 2.2.3) umgesetzt. Stabile Klone wurden mit Trypsin–Lösung  

UNN 

bo 4 well Platten transferiert. Die Zellen wurden anschließend 

pression des exogenen Proteins getestet (vgl. 2.2.6). 

FCS (PAA) supplementie
 
PBS-Puffer (steril): 
vgl. 2.2.2. 
 
Trypsin–EDTA-Lösung
vgl. 2.2.3.1. 
 

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden konfluent gewachsene Zellen einer 10 cm Schale 

mit sterilem PBS-Puffer gewaschen, in 3 ml Trypsin–EDTA-Lösung abgelöst und mit 3 ml 

Grundmedium (vgl. 2.2.3.1) versetzt. Die Zellen wurden in der Zentrifuge bei RT 5 min 

und 200 xg sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 1 ml frischem

re

Einfriergefäßen über Nacht bei –80 °C gefroren

gelagert. 

 

2.2.5 Transfektion

Die entsprechenden Zellen

50 % kultiviert und mittels FuGENETM 6 Transfection Reagenz (Roc

Anweisungen des

die Zellen nach 24 h analysiert. Zur Selektion stabiler Einzelzellklone wurden die Zellen

24 – 48 h nach Tran

Selektionsmedium (

(vgl. 2.2.3) unter Verwendung steriler Klonierungszylinder (8 x 8 mm; D

La rtechnik) abgelöst und in 2

weiter vermehrt und auf Ex
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2.2.6 Nachweis der exogenen Proteinexpression in transfizierten Zellen 

40 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4 und 1,75 mM KH2PO4, pH 7,4 mit HCl eingestellt in dH2O 

 Selektion erhaltenen Einzelzellklone wurden bis zur Konfluenz in einer 6 cm 

Puffer gewaschen und mechanisch in 1 ml PBS-Puffer von der 

chale abgelöst. Die so gewonnen Zellen wurden in einer Tischzentrifuge (vgl. 2.5.1) bei 

.2.7 Übersicht über die verwendeten genetisch veränderten Zelllinien 

Name Mutterzelllinie exogen exprimierte Resistenz Zitat 
t selbst erstellt) 

PBS-Puffer: 
1
 

Die nach

Schale kultiviert, mit PBS-

S

RT 5 min/ 200 xg pelletiert. Die Membranproteine wurden isoliert (vgl. 2.5.4.2), in 60 µl  

2 fach SDS-Probenpuffer (vgl. 2.5.10) resuspendiert und 5 min/ 95 oC/ 1400 upm auf 

einem Thermoschüttler (vgl. 2.5.1) inkubiert. 1/4 der Probe wurde auf einem  

SDS-Polyacrylamid Gel getrennt (vgl. 2.5.10.1) und die Proteine im Western Blot 

nachgewiesen (vgl. 2.5.10.3). 

 

2

Proteine (falls nich

βAPPwt HEK293 βAPP wt G418 (Haass et al., 1992b) 695

βAPPsw HEK293 βAPP695sw G418 (Citron et al., 1992) 
BACE-1 βAPPwt βAPP695wt 

BACE-1
G418 
Zeozin 

 
 

BACE-1 S498A βAPPwt βAPP695wt 
BACE-1 S498A 

G418 
Zeozin 

 

BACE-1 S498D βAPPwt βAPP695wt 
BACE-1 S498D 

G418 
Zeozin 

 

BACE-1 ∆C βAPPwt βAPP695wt 
BACE-1 ∆C 

G418 
Zeozin 

(Capell et al., 2000) 

BACE-2 βAPPwt βAPP695wt 
BACE-2 

G418 
Hygromyzin 

 

BACE-1/ 
BACE-2 

BACE-1 βAPP695wt 
BACE-1 
BACE-2 

G418 
Zeozin 
Hygromyzin 

 

βAPPsw/ 
BACE-1 

βAPPsw βAPP695sw 
BACE-1 

G418 
Zeozin 

 

PS1wt βAPPsw βAPP695sw 
PS1wt 

G418 
Zeozin 

(Steiner et al., 1999c) 

PS1 D385N βAPPsw βAPP695sw 
PS1 D385N 

G418 
Zeozin 

(Steiner et al., 1999c) 
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Proteine (falls nicht selbst erstellt) 
Name Mutterzelllinie exogen exprimierte Resistenz Zitat 

695sw G418 
Zeozin 

von Herrn
Lammich zur Verfügung 

PS1wt/  
ACE-1 

PS1wt βAPP
B PS1wt 

BACE-1 Hygromyzin 

 Dr. Sven 

gestellt 
PS1 D385N/ 
BACE-1 

PS1 D385N βAPP695sw 
PS1 D385N 
BACE-1 

G418 
Zeozin 
Hygromyzin 

von Herrn Dr. Sven 
Lammich zur Verfügung
gestellt 

 

sBACE-1 βAPPsw βAPP695sw 
sBACE-1 

G418 
Zeozin 

(Capell et al., 2000) 

 

Tabelle 5: Zelllinien.  

Aufgeführt sind alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten genetisch veränderten Zelllinien. Angegeben ist 
der Name der jeweiligen Mutterzelllinie, alle exogen exprimierten Proteine (vgl. 2.1.2.1) und die 
entsprechenden Resistenzen zur Selektion der Einzelzellklone. Falls Zelllinien nicht selbst erstellt wurden ist 
die entsprechende Referenz angegeben. 

2.3.1 Herstellung polyklonaler Antikörper 

innung naler wurden synthetische Peptide (Eurogentec), 

end de n Regi ntiellen rpers, an LH (keyhole limpet 

b d das P  Immunisierung von Kaninchen verwendet. 

Die Kopplung der Peptide, die I er K en, sowie die Gewinnung der 

Antiseren wurde von der Firma E gefü

2.3.2 Übersich  die p Antikör

Folg eschrie slos  

Maus IgG-Antikörper, während es sich bei den die polyklonalen Antikörpern um 

n IgG-A r hand

 

2.3 Antikörper 

Zur Gew  polyklo Antikö per r

entsprech r antigene on des pote Antikö K

hemocyanin) ge unden un roduk  zurt

mmunisierung d aninch

urogentec durch hrt. 

 

t über rimären per 

Alle im enden b benen monoklonalen Antikörper sind ausnahm

Kaninche ntikörpe elt. 
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2.3.2.1 Monok ö

nung Z ein 2 3 Bezugs

lonale Antik rper 

Bezeich ielprot IP1 WB IF quelle4

anti-Giantin h iantin 
 

--- Dr. H.-
sted

uman G --- 1:5000 P. Hauri, Basel 
t and Hauri, 1993) (Lin

6E10 A
(AS 1-17) 

:5000 Senetekβ --- 1 ---  Inc. 

4G8 Aβ 
(AS 17-24) 

1:5000 tek--- --- Sene  Inc. 

BI. 3D7 PS1 
(AS 263-407) 

1:750 Böhringer Ingelheim 
(Steiner et al., 1999b) 

--- --- 

1Angegeben ist die zur Immunpräzipitation von Proteinen (vgl. 2.5.9) verwendete Verdünnung. 
um immunchemischen Nachweis von Proteinen nach Blotting (vgl. 2.5.10.3)  

2.3.2.2 Polyklonale Antikörper 

rotein IP1 WB2 IF3 Bezugsquelle4

2Angegeben ist die z
  verwendete Verdünnung. 
3Angegeben ist die zum immunzytochemischen Nachweis von Proteinen (vgl. 2.4) verwendete Verdünnung. 
4Angegeben ist die Vertreiberfirma oder Bezugsquelle des Antikörpers. 
 

Bezeichnung Zielp
GM 190 BACE-1 1:200 1:300 --- Dr. Gerd Multhaup, Berlin 

(Capell et al., 2000) (AS 22-45) 
7523 BACE-1 1:200 1:500 

(AS 46-60) (Capell et al., 2000) 
1:300 vgl. 2.3.1. 

7520 BACE-1 
(AS 482-501) 

1:200 1:1000 1:300 vgl. 2.3.1. 
(Capell et al., 2000) 

680 BACE-2 1:200 1:200 --- vgl. 2.3.1. 
(AS 21-60) 

7524 BACE-2 
(AS 493-518) 

1:200 1:200 --- vgl. 2.3.1. 

7525 BACE-2 
(AS 493-518) 

1:200 1:200 --- vgl. 2.3.1. 

6687 βAPP695 
(AS 676-695)  

1:500 1:600 --- vgl. 2.3.1. 
(Walter et al., 2000) 

5313 βAPP695
(AS 444-592) 

1:500 1:600 --- vgl. 2.3.1. 
(Walter et al., 2000) 

1736 βAPP695
(AS 595-611) 

1:500 --- --- Dr. D.J. Selkoe  
(Haass et al., 1992b) 

192wt βAPP695
(AS 591-596) 

--- 1:100 --- Dr. D. Schenk  
(Seubert et al., 1993) 

3926 Aβ 
(AS 1-40) 

1:300 1:1000 --- vgl. 2.3.1. 
(Wild-Bode et al., 1997) 

3027 PS1 
(AS 263-407)  

1:300 1:2000 --- vgl. 2.3.1.  
(Walter et al., 1996) 

1Angegeben ist die zur Immunpräzipitation von Proteinen (vgl. 2.5.9) verwendete Verdünnung. 
2Angegeben ist die zum immunchemischen Nachweis von Proteinen nach Blotting (vgl. 2.5.10.3)  
  verwendete Verdünnung. 
3Angegeben ist die zum immunzytochemischen Nachweis von Proteinen (vgl. 2.4) verwendete Verdünnung. 
4Angegeben ist die Vertreiberfirma oder Bezugsquelle des Antikörpers. 
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ie seku äre tikö r 

g  Wirtsspezi A o 2

2.3.3 Übersicht über d nd n An rpe

Bezeichnun  Zielprotein es1 pplikati n Verdünnung Firma
anti-rabbit-HRP Kaninchen IgG WB3 a Ziege 1:20000 Promeg
anti-mouse-HRP Maus IgG ieg  Promega Z e WB3 1:10000
Alexa Fluor 48

(grün) 
en IgG Ziege IF4 1:300 Molecular 

Probes 
8 Kaninch

Alexa Fluor 59
t) 

n IgG Ziege IF 1:500 Molecular 
Probes 

4 Kaninche
(ro

4

Alexa Fluor 48  olecular 
Probes 

8 Maus IgG Ziege IF4 1:300 M
(grün) 

Alexa Fluor 594 
(rot) 

Maus IgG Ziege IF4 1:500 Molecular 
Probes 

1Angegeben ist die Spezies in der der Antikörper generiert wurde. 
2 Angegeben ist die Vertreiberfirma des Antikörpers. 
3 Im
4

munchemischer Nachweis von Proteinen nach Blotting (vgl. 2.5.10.3). 
 Immunzytochemischer Nachweis von Proteinen (vgl. 2.4). 

munz mie und re zm s

 Geräte terialien

reszenzmik
DMRB Mikros fach/1.3 Ölobjektiv und 

rd FITC uoresz rs

 
Leica 

a: 
onochrom  

 
Diagnostic Instruments 

re:  
MetaView Ima

hop 5.5 

 
Univers n 
Adobe 

 

 

 

2.4 Im ytoche  Fluo szen ikro kopie 

2.4.1  und Ma  

Fluo roskop:  
kop mit 100 

Standa  und TRITC Fl enzfilte et 
Kamer
RT M e Spot Camera
Softwa

ging Software 
Photos  

al Imaging Corporatio
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2.4.2 Herstellung eines Immunfluoreszenzpräparates 

vgl
 
F
4 d (J. d 4 % Saccharose (Merck) in PBS-Puffer  
 
Triton-Lösung:  
0 (S fer  
 
B ung
5 % BSA (Sigma) in PBS-Puffer  
 
Verdünnungslösung:  

H2O 

EK293 Zellen wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten Deckgläsern (vgl. 2.2.2) bis zu 

iner Konfluenz von 50 - 80 % kultiviert, einmal mit PBS-Puffer gewaschen und 20 min 

bei RT mit Fixierlösung inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 15 min mit  

gen folgte ca. 1 h 

onaler und/oder polyklonaler primär 

slösung entsprechend verdünnt (vgl. 2.3.2) und 

T mit den vorbehandelten Zellen inkubiert. Die Zellen wurden 

indestens 45 min bei RT mit den 

nden sekundären Antikörpern, die zuvor ebenfalls in Verdünnungslösung 

chließlich wurde erne PBS-Puffer 

 einmal mit dH O nachgespült und die Deckgläser mit Mowiol-Lösung auf 

e so erhaltenen Präparate wurden nach dem

erwendung von Imersionsöl N518 (Zeiss) im Fluoreszenzmikroskop analysiert. 

 

Zur Blockade des Proteinvorwärtstransportes wurden die Zellen vor Fixierung 30 min mit 

Grundmedium supplementiert mit 10 µg/ml Brefeldin A (vgl. 2.5.12.1) bei 37oC im  

CO2-Inkubator inkubiert. 

 

PBS-Puffer: 
. 2.2.6. 

ixierlösung:  
 % Paraformaldehy  T. Baker) un

,2 % Triton X 100 igma) in PBS-Puf

lockierungslös :  

1 % BSA (Sigma) in PBS-Puffer  
 
Mowiol-Lösung: 
15 % Mowiol (Hoechst) und 50 mg/ml DABCO (Sigma) in d
 
H

e

Triton-Lösung inkubiert. Zum Absättigen unspezifischer Proteinbindun

Inkubation mit Blockierungslösung. Monokl

Antikörper wurde in Verdünnung

mindestens 45 min bei R

sechsmal kurz mit PBS-Puffer gewaschen und m

entspreche

verdünnt wurden, inkubiert. S ut sechsmal kurz mit 

gewaschen, 2

einem Objektträger fixiert. Di  Aushärten unter 

V
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2.5 Proteinbiochemie 

2.5.1 Geräte und Materialien 

lektrophoresekammern: 
N 3 Electrophoresis Cell 

 
BioRad 

ife Technologies 
erät (Curix 60)  Agfa 

Labsystems 
Elektrolux 

2000) Savant 
Liebisch 

00 ml, 1000 ml) Gilson 
ühlschrank Elektrolux 

ofuge fresco) Heraeus 

BioRad 
hermoschüttler (Thermomixer compact) Eppendorf 

hake Genie) Scientific Industries, Inc. 

 Rotoren: TLA-55, MLA-80, TLA-110 
Beckmann 

E
   Mini-PROTEA
   XCell SureLockTM Mini Cell Invitrogen L
Filmentwicklungsg
Fluorimeter (Fluoroscan Ascent FL) 
Gefrierschrank  
Geltrockner (Slab Gel Dryer 
Heizblöcke 
Kolbenhubpipetten (20 ml, 2
K
Kühlzentrifuge (Bi
Magnetrührer (RCT basic und KMO2 basic) IKA Labortechnik 
Megafuge 1,0 R Heraeus 
N2-Tank (Chronos) Messer 
pH-Elektrode (Blueline 23 pH) Schott 
pH-Meter (Inolab pH Level 1) 
 

Wissenschaftlich Technische 
Werkstätten Weilheim 

Fotometer (SmartSpecTM 3000) 
   Einwegküvetten 
   Quarzküvetten (Quartz Spectrofotometer Cell) 

BioRad 
Sarstedt 
Bio Rad 

Pipetierhilfe (Accu-Jet) Brand 
Pipettenspitzen Sarstedt 
Reaktionsgefäße  Sarstedt 
Scanner: 
   Astra 1220S 
   Perfection 1650 

 
UMAX 
Epson 

Schüttler (KM2) EB (Edmund Buhler) 
Sonifier (Cell Disruptor B 15) Branson 
Spannungsquelle (PowerPac300) 
T
Tischzentrifuge (Biofuge – pico) Heraeus 
Transferkammer (Mini Trans-Blot Cell) BioRad 
Überkopfschüttler (Roto-s
Ultrazentrifuge (Optima Ultracentrifuge) 
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Vakuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator) Savant 
NeoLab 

richtung (1083) FL 
 

 20 

Fusionsprotein

g:  
oth) in d il filtrieren 

 8,0 in dH2O 

duziertes Glutathion in dH

r wurde in 400 ml LB-Medium l Ampicilin 

und in einem Schüttelinkubator (vgl. 2.1.1) bis zu einer OD600 von  

teine  mit 400 µl IPTG–Lösung 

erienkultur weitere 6 h ink ie Zellen wurden durch 

00 xg/ 15 min/ 4 oC) pelletiert und PBS-Puffer supplementiert 

ym (5 mg/ml, Merck) resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde das 

s auf Eis sonifiziert und anschließend die unlöslichen Bestandteile durch 

500 xg/ 30 min/ 4 oC) abgetrennt. Der Überstand wurde 1:10 mit  

- 3 h mit 1 ml Glutathion Sepharose 4B (Amersham 

berkopfschüttler in ie Sepharose wurde durch 

/ 5 min/ 4 erstand abgetrennt und  

hen. Nach de Waschvorgang wurde das 

uffer aufgeno Poly-Prep 

ben. Die S  2 mal mit je 5 ml 

das Fusionsprotein schließlich mit 10 ml 

Elutionspuffer fraktioniert eluiert.  

Vortex (Vortex Genie 2) 
Wasserbad mit Schüttelvor G
Zentrifugen: (J2-MC Centrifuge und J2-21M
Induction Drive Centrifuge) 
   Rotoren: Type JA – 10, Type JA -

Beckmann 

 

2.5.2 Aufreinigung von GST- en 

IPTG-Lösun
0,1 M IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactosid) dioxanfrei (R H2O; ster
 
PBS-Puffer: 
vgl. 2.2.6. 
 

puffer:  Äquilibrierungs
50 mM Tris-HCl pH
 
Elutionspuffer:  

re50 mM Tris-HCl pH 8,0 und 10 mM 
 

2O 

 mit 100 µg/mEine 3 ml E. coli Übernachtkultu

(Roth) angeimpft 

0,4 – 0,6 kulitiviert. Anschließend wurde die Pro xpression

induziert und die Bakt ubiert. D

Zentrifugation (65 in 10 ml 

mit Lysoz

Lysat 5 mal 30

Zentrifugation (12

PBS-Puffer verdünnt und 2 

Biosciences) bei 4 oC auf einem Ü kubiert. D

Zentrifugation (Megafuge 1,0 R: 2000 xg oC) vom Üb

6 mal mit je 10 ml PBS-Puffer gewasc m letzten 

Sepharose Pellet in 5 ml PBS-P mmen und auf eine 

Chromatographie Säule (BioRad) gege äule wurde

Äquilibrierungpuffer gewaschen und 
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Die Reinheit des Fusionsproteins wurde mittels SDS-Gelelektrophorese und 

0.1) bes ie Proteinkonzentration der 

e fotometrisch (vgl. 2.5.5.1)  

ssays 

ssay-Puffer:  
50 mM Natriumacetat pH 4,5 in dH2O; steril filtriert 

ätsnachweis durch Bestimmung der Aβ-Peptide mittels 

Gelelektrophorese 

-Lösung:  
0 mM G189 in DMSO (erhalten von Dr. W. Bode) 

it  
oC in einem CO2–Inkubator 

kubiert. 30 ml des konditionierten Mediums wurden mittels Zentrifugalfiltration 

arose column; Amersham Biosciences). 20 µl einer 

sBACE-1 enthaltenden Fraktion bzw. die gleiche Menge einer Kontrollfraktion, die kein 

anschließender Coomassie–Färbung (vgl. 2.5.1 timmt. D

einzelnen Fraktionen wurd  ermittelt.

 

2.5.3 BACE-1 in vitro Aktivitätsa

A

 

2.5.3.1 Aktivit

Inhibitor
5
 

HEK293 Zellen mit exogener Expression von sBACE-1 wurden 24 h m

Optimem 1 + Glutamax-I (Gibco Invitrogen Corporation) 37 

in

(Amicon Ultra 30.00 MWCO, Millipore) konzentriert. 

1 µl des so konzentrierten sBACE-1, 1 µl Inhibitor-Lösung bzw. die gleiche Menge 

DMSO und 6 µg synthetisches Aβ 1-40 wurden über Nacht bei 37 oC Assay-Puffer zu  

30 µl Gesamtvolumen inkubiert. Die Inkubation erfolgte in einem Schüttelinkubator  

(vgl. 2.1.1) und wurde mit Zugabe des entsprechenden Probenpuffers (vgl. 2.5.10.1) 

beendet. 

Die Proteinanalyse erfolgte mittels Tris Tricine Gel bzw. Urea Gel nach Wiltfang et al und 

anschließender Coomassie-Färbung (vgl. 2.5.10.1). 

 

2.5.3.2 Aktivitätsnachweis durch Bestimmung der Aβ-Peptide mittels 

Massenspektrometrie 

HEK293 Zellen mit exogener Expression von sBACE-1 wurden 24 h mit  

Optimem 1 + Glutamax-I (Gibco Invitrogen Corporation) bei 37oC in einem  

CO2–Inkubator inkubiert. 400 ml des konditionierten Mediums wurden konzentriert und 

fraktioniert eluiert (Mono Q-Seph
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sBACE-1 enthält, wurden mit 50 µg synthetischem Aβ 1-40 bei 37 oC in Assay-Puffer für 

die entsprechenden Zeitintervalle inkubiert. Die Reaktionsansätze wurden in einer 

Vakuumzentrifuge zur Trockene einrotiert und in Eisessig resupendiert. Anschließend 

urden die Proben mit Hilfe von Zip-Tip Säulen (Amersham Biosciences) gereinigt und 

mittels MALDI-TOF MS (vgl. 2.5.11) analysiert. 

Fluoresze
 Peptidsubstrat, das die schwedische Mutation des βAPP-Proteins trägt (vgl. 1.3.1), 
-SEVNLDAEFK(Cy5Q)-NH2 (Amersham Biosciences, Inc.). c = 25 mg/ml in 

 0,2 µl des fluorogenen Substrates 

ent + Type: Kinetic 
egration Time: 20 

w

 

 

 

2.5.3.3 Fluorimetrische Aktivitätsbestimmung von BACE-1 

nz–Substrat:  
Gequenchtes fluorogenes
folgender Sequenz: Cy3
DMSO. 
 

HEK293 Zellen mit exogener Expression von sBACE-1 wurden 24 h mit  

Optimem 1 + Glutamax (Invitrogen Life Technologies) bei 37 oC in einem CO2–Inkubator 

inkubiert. 19 µl des konditionierten Mediums wurden mit 80 µl Assay-Puffer, 1 µl 

Inhibitor-Lösung bzw. der gleichen Menge DMSO und

versetzt. Als Negativkontrolle diente Optimem, das mit HEK293 Zellen ohne exogene 

Proteinexpression inkubiert wurde. 

Die Messung erfolgte mit Hilfe des Fluorometers unter folgenden Bedingungen: 
Measurement + Method: Fluorimetric 
Measurem
Int
Lag Time: 00:00:00.0 
Intervall: 00:00:30.0 
Measurement: 120 
Filter: 530 (Extinktion) 590 (Emission) 
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2.5.4 Gewinnung von Proteinextrakten 

2.5.4.1 Gesamtproteinextrakt 

PBS-Puffer: 
vgl. 2.2.6. 
 
STEN-Lysepuffer:  

0 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % (v/v) IGEPAL CA-630 (Sigma), 1 % (v/v)  
ton X-100 und 2 % BSA (Sigma) in dH2O 

STEN-Lysepuffer ohne BSA:  
ma) und 1 % (v/v)  

entrifugation (400 xg/ 5 min) pelletiert und mit STEN-Lysepuffer oder STEN-Lyse 

PBS-P
vgl. 2.2.
 
Hypot
10 mM TA und 1 mM EGTA in dH2O 
 

0 - 90 % konfluente Zellen wurden auf Eis mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und 

anschließend in 1 ml PBS-Puffer abgeschabt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation  

(400 xg/ 5 min) pelletiert, in 750 µl kaltem Hypotonpuffer resuspendiert und 10 min auf 

Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde durch 15 maliges Aufziehen der Suspension mit 

einer 2 ml Spritze (Terumo) mit 0,6 mm Injektionskanüle (Braun) homogenisiert. 

Zellorganelle und Zytoskelett wurden durch Zentrifugation (3000 xg/ 5 min/ 4 oC) 

abgetrennt und die Membranen anschließend durch Ultrazentrifugation  

(100000 xg/ 1 h/ 4 oC) aus dem Überstand isoliert.  

5
Tri
 

50 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % (v/v) IGEPAL CA-630 (Sig
Triton X-100 in dH2O 
 

80 - 90 % konfluent kultivierte Zellen wurden auf Eis mit eiskaltem PBS-Puffer 

gewaschen und anschließend in 1 ml PBS-Puffer abgeschabt. Die Zellen wurden durch 

Z

Puffer ohne BSA (1000 µl pro 10 cm Schale und 500 µl pro 6 cm Schale) 30 min auf Eis 

inkubiert. Der unlösliche Rückstand wurde durch Zentrifugation (16000 xg/ 30 min/ 4 oC) 

abgetrennt und der Überstand entweder sofort weiter verwendet oder bei –20 °C 

eingefroren.  

 

2.5.4.2 Membranproteinextrakt 

uffer: 
6. 

on-Puffer: 
Tris pH 7,6, 1 mM ED

8
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Das erhaltene Membranpellet wurde entweder in 60 µl SDS-Probenpuffer bei 95 oC gelöst 

µl STEN-Lyse-Puffer ohne BSA 

zentrifugiert (16000 xg/ 30 min/ 4 oC) und die 

ittelt (vgl. 2.5.5.2) 

bsorption 

iner Quarzküvette bei 280 nm gemessen. 

ür die Eichkurve wurden verschiedene Volumina eines BSA Standards bekannter 

it 200 µl Bio-Rad Protein Assay Reagenz 

2 en ergänzt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde 

 bei einer Wellenlänge von 595 nm fotometrisch ermittelt. 

d Biolabs)  

Konzentration: 500 U/µl 
 

und direkt mittels SDS-PAGE analysiert, oder in 100 

(vgl. 2.5.4.1) resuspendiert, erneut 

Proteinkonzentration erm

 

2.5.5 Ermittlung der Proteinkonzentration 

2.5.5.1 Messung der UV-A

Die UV-Absorption der unverdünnten Proteinlösung wurde mit Hilfe des Fotometers in 

e

Die Proteinkonzentration ergibt sich aus folgender Formel: c  = OD280 · 0,5 [mg/ml] 

 

2.5.5.2 Methode nach Bradford 

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge aus 1-2 µl Zelllysat ohne Zusatz von BSA  

(vgl. 2.5.4.1) erfolgte fotometrisch unter Verwendung des Bio-Rad Protein Assay Kit  

(Bio-Rad). 

F

Konzentration eingesetzt. Die Proben wurden m

versetzt und mit dH O auf 1 ml Endvolum

die Extinktion

 

2.5.6 In vitro Phosphorylierung 

2.5.6.1 Phosphorylierung der GST-Fusionsproteine mittels rekombi-

nanter Kinasen 

CK-1:  
Rekombinante Ratten CK-1 δ-Untereinheit (New England Biolabs)  
Spezifische Aktivität: 2000 U/µg 
Konzentration: 1000 U/µl 
 
CK-2:  
Rekombinante menschliche CK-2 α-Untereinheit (New Englan
Spezifische Aktivität: 500 U/µg 
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PKA:  
Katalytische Untereinheit der PKA, gereinigt aus Rinderherz  
[erhalten von Dr. V. Kinzel; (Girod et al., 1996)] 
 
PKC:  
α-, β- und γ-Untereinheiten von PKC gereinigt aus Ra
Spezifische Aktivität: 1,5 µmol/ min/ mg  

ttenhirn (Biomol) 

onzentration: 35 µg/ml 
 

reitol in dH2O 
 

M  Dithiothreitol, 1 µM PDBu, 0,5 mM CaCl2 und  

iences) und 1 – 5 µg der entsprechenden GST-

it dem 

er Kinase entsprechenden Reaktionspuffer gemischt. 

1 µl der entsprechenden Kinase gestartet und nach 
o

g/ml; Sigma) oder Histon (0,5 mg/ml; Sigma) als Substrate. Für die 

e (Super RX, Fuji 

 

Fusionsproteine in Gegenwart von 

PBS-Puff
vgl. 2.2.6. 

siumacetat, 5 mM Dithiothreitol und 0,5 % (v/v) Triton X-100 in dH2O 

r-Stocklösungen: 
ymenialdesin: 10 µM Hymenialdesine (Firma) in DMSO (erhalten von Dr. L. Meijer) 

SO (Biomol) 

K

CK-1-, CK-2- und  PKA-Puffer:  
20 mM Tris, pH 7,5, 5 mM Magnesiumacetat und 5 mM  Dithioth

PKC–Puffer: 
20 mM Tris, pH 7.5, 5 mM Magnesiumacetat, 5 m
100 µg/ml L-α-Phosphatidyl-L-serine (Sigma) in dH2O 
 

10 µM γ-[32P]-ATP (Perkin Elmer Life Sc

Fusionsproteine (vgl. 2.5.2) als Substrat wurden in einem Endvolumen von 30 µl m

d

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 

10 min Inkubation bei 32 C/ 700 upm auf einem Thermoschüttler durch Zugabe von  

5 fach SDS-Probenpuffer (vgl. 2.5.10.1) gestoppt. In den Positivkontrollen dienten 

Phosvitin (1 m

Negativkontrolle wurden als Substrat 1 - 5 µg GST ohne weiteren Fusionsanteil benutzt.  

Die Reaktionsansätze wurden nach Abschluss der Reaktion mittels SDS-PAGE getrennt 

und die Gesamtproteinmenge mittels Coomassie-Färbung (vgl. 2.5.10.1) nachgewiesen. 

Zum Nachweis der radioaktiv markierten Proteine wurden Röntgenfilm

oder X-OMATTMLS, Kodak) verwendet. 

2.5.6.2  Phosphorylierung der GST-

Zelllysaten 

er: 

 
Lysepuffer:  
20 mM Tris, pH 7,5, 5 mM Magne
 
Inhibito

∗ H
∗ DRB: 10 µM 5,6-Dichlorbenzimidazol-1β-D-ribofuranosid in DM
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HEK293 Zellen von 3 - 4 konfluenten 10 cm Schalen wurden mit PBS-Puffer gewaschen, 

0 xg/ 5 min). Das Zellpellet wurde in 300 µl 

fer resupendiert und 10 min auf Eis lysiert. 20 µl des nach Zentrifugation  

die Reaktion eingesetzt. Nach 

-Fusionsprotein (vgl. 2.5.2) und ggf. der entsprechenden Inhibitoren 
32P]-ATP (Perkin Elmer Life Sciences) gestartet und 

ttler durch Zugabe von 

puffer gestoppt. Zur Abtrennung der Fusionsproteine wurde das 

epharose 4B (Amersham Biosciences) bei  
oC auf einem Schüttler inkubiert. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation  

rten Proteine wurden Röntgenfilme 

ethionin/Cystein-freies Medium supplementiert mit 3,7 MBq/ml [35S]-Methionin/Cystein  
romix; Amersham Biosciences) und 5 % (v/v) dialysiertes FCS (Invitrogen). Vorgewärmt auf 37 oC.  

 

Nach Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen mit sterilem PBS-Puffer  

waschen und 1 h mit 2 ml Methionin/Cystein-freiem Medium bei 37 oC im 

bator inkubiert. Das Medium wurde anschließend vollständig entfernt und durch 

ethionin/Cystein Medium ersetzt. Nach 4 - 6 h Inkubation bei 37 oC im  

2 n 
oC/ 15 min) direkt für die Immunpräzipitation (vgl. 2.5.9) 

ver n .1) und die zu 

ntersuchenden Proteine ebenfalls immunpräzipitiert. Die Analyse der Proteine erfolgte 

mittels SDS-PAGE (vgl. 2.5.10.1) und Transfer auf PVDF-Membran (vgl. 2.5.10.3).  

abgelöst und anschließend pelletiert (40

Lysepuf

(1200 xg/ 5 min/ 4 oC) gewonnenen Überstandes wurden für 

Zugabe von 5 µg GST

wurde die Reaktion mit 30 µM γ-[

nach 20 min Inkubation bei 32 oC / 700 upm auf einem Thermoschü

470 µl Lyse

Reaktionsgemisch 2 h mit 30 µl Glutathion S

4 

(4000 xg/ 5 min/ 4 oC) pelletiert und 5 mal mit PBS-Puffer gewaschen. Die Analyse der 

erhaltenen Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE und Coomassie-Blau Färbung  

(vgl. 2.5.10.1). Zum Nachweis der radioaktiv markie

(Super RX, Fuji oder X-OMATTMLS, Kodak) verwendet. 

 

2.5.7 Metabolische Markierung von Proteinen 

2.5.7.1 Markierung mit [35S]-Methionin/Cystein 

Methionin/Cystein-freies Medium: 
MEM (Minimum Essential Medium EAGLE; Sigma), 2 mM Glutamin, 50 U/ml Penizillin (Invitrogen) und 
50 µg/ml Streptomyzin (Invitrogen). Vorgewärmt auf 37 oC. 

 
[35S]-Methionin/Cystein Medium: 
M
(P

HEK293 Zellen wurden in 6 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert. 

(vgl. 2.2.2) ge

CO2-Inku

2 ml [35S]-M

CO -Inkubator, wurde das Medium abgenommen und nach Zentrifugatio

(Kühlzentrifuge: 16000 xg/ 4 

we det. Die Zellen wurden mit STEN-Lyse-Puffer lysiert (vgl. 2.5.4

u
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Material und Methoden 

Zum Nachweis der immunpräzipitierten radioaktiven Proteine wurden Röntgenfilme 

(Super RX, Fuji, X-OMATTMLS, Kodak oder BioMaxTMMR, Kodak) verwendet. 

 

Pulse-Medium: 
Methionin/Cystein-freies Medium (vgl. 2.5.7.1) supplementiert mit 3,7 MBq/ml [

2.5.7.2 Pulse Chase Experimente 

Grundmedium (vgl. 2.2.3.1) supplementiert mit 2 mM Methionin (Sigma). Vorgewärmt auf 37 C. 

5 min Inkubation bei 37oC im  

O2-Inkubator, wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit Chase Medium 

gewaschen und 2 ml frisches Chase Medium zugegeben. Die verschiedenen Ansätze 

im CO2-Inkubator inkubiert, 

 2.5.4.1) und die Lysate direkt 

t. Die Analyse der Proteine erfolgte 

rtho-P osphat 

3,3 g DULBECCO’s modified EAGLE’s Medium ohne Natriumphosphat und Natriumbicarbonat (Sigma) 
riumbicarbonat in 1 l dH O; pH-Wert 7,4 einstellen und steril filtrieren. Vorgewärmt auf 37 oC. 

35S]-Methionin/Cystein 
(Promix, Amersham Biosciences). Vorgewärmt auf 37 oC. 
 
Chase-Medium: 

o

 

HEK293 Zellen wurden in 6 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert. 

Nach Entfernung des Kulturmediums, wurden die Zellen mit sterilem PBS-Puffer  

(vgl. 2.2.2) gewaschen und 1 h mit 2 ml Methionin/Cystein-freiem Medium (vgl. 2.5.7.1) 

bei 37 oC im CO -Inkubator inkubiert. Das Medium wurde anschließend vollständig 

entfernt und durch 2 ml Pulse Medium ersetzt. Nach 1
2

C

wurden die entsprechenden Zeitintervalle bei 37 oC 

anschließend die Zellen mit STEN-Lyse-Puffer lysiert (vgl.

für die Immunpräzipitation (vgl. 2.5.9) verwende

entsprechend 2.5.7.1. 

2.5.7.3 Markierung mit [32P]-o h

Phosphat-freies Medium: 
1
und 3,7 g Nat 2
 
[32P]-ortho-Phosphat Medium: 
Phosphat-freies Medium supplementiert mit 18 MBq/ml [32P]-ortho-Phosphat (Amersham Biosciences) 
 
Okadasäure-Stocklösung:  
Okadasäure (Alexis) 0,5 mM in DMSO 
 

HEK293 Zellen wurden in 6 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert. 

Nach Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen mit sterilem PBS-Puffer  

(vgl. 2.2.2) gewaschen und 45 min mit 2 ml Phosphat-freiem Medium bei 37 oC im  

CO -Inkubator inkubiert. Das Medium wurde anschließend vollständig entfernt und durch 

2 ml [
2

32P]-ortho-Phosphat Medium ersetzt.  
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Material und Methoden 

Nach 1 h Inkubation bei 37 oC im CO2-Inkubator, wurden 0,2 µM Okadasäure oder die 

entsprechende Menge DMSO zugesetzt und die Zellen eine weitere 1 h bei 37 oC im  

O2-Inkubator inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit STEN-Lyse-Puffer  

Analyse der Proteine erfolgte entweder 

um Nachweis der radioaktiven Proteine 

ilme (Super RX, Fuji) verwendet. Die Exposition erfolgte unter 

en und 1 h mit 4 ml Sulfat-freiem Medium bei 37 C im  

CO2-Inkubator inkubiert. Das Medium wurde anschließend vollständig entfernt und durch 

on bei 37 oC im CO2-Inkubator, 

BS-Puffer gewaschen und mit STEN-Lyse-Puffer lysiert  

e Analyse der Proteine erfolgte nach Deglykosylierung (vgl. 2.5.8) wie unter 2.5.7.1. 

.5.7.5 Markierung mit [3H]-Aminosäuren und Radiosequenzierung 

rmt auf 37 oC. 

C

(vgl. 2.5.4.1) supplementiert mit 1 µM Okadasäure lysiert und die Lysate direkt für die 

Immunpräzipitation (vgl. 2.5.9) verwendet. Die 

direkt oder nach Deglykosylierung (vgl. 2.5.8) mittels SDS-PAGE (vgl. 2.5.10.1) und 

Transfer auf PVDF-Membran (vgl. 2.5.10.3). Z

wurden Röntgenf

Verwendung eines Phosphorscreens bei –80 oC. 

 

2.5.7.4 Markierung mit [35S]-Sulfat 

Sulfat-freies Medium: 
11,2 g  Minimum Essential Medium Joklik-modified (Gibco Invitrogen Corpoartion) in 1 l dH2O; pH-Wert 
7,4 mit NaOH einstellen und steril filtrieren. Vorgewärmt auf 37 oC. 
 
[35S]-Sulfat Medium: 
Sulfat-freies Medium supplementiert mit 74 MBq/ml [35S]-Sulfat (Amersham Biosciences). Vorgewärmt auf 
37 oC. 
 

HEK293 Zellen wurden in 10 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert. 

Nach Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen mit sterilem PBS-Puffer  

(vgl. 2.2.2) gewasch o

4 ml [35S]-Sulfat Medium ersetzt. Nach 2 h Inkubati

wurden die Zellen mit P

(vgl. 2.5.4.1). Die Lysate wurden direkt für die Immunpräzipitation (vgl. 2.5.9) verwendet. 

Di

beschrieben. 

 

2

Valin-freies Medium (2 fach): 
Die Herstellung erfolgte unter Verwendung des MEM Select-Amine Kit (Gibco Invitrogen Corporation) nach 
den Anweisungen des Herstellers. Vorgewärmt auf 37 oC. 
 
[3H]-Valin-Medium: 
2 ml Valin-freies Medium (2 fach), 5 % (v/v) FCS (Invitrogen) dialysiert, 62,9 MBq [3H]-Valin  
(Amersham Biosciences) mit dH20 ad 4 ml. Vorgewä
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HEK293 Zellen wurden in 10 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert. 

Nach Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen mit sterilem PBS-Puffer  

(vgl. 2.2.2) gewaschen und 1 h mit 4 ml Valin-freiem Medium bei 37 oC im CO2-Inkubator 

inkubiert. Das Medium wurde anschließend vollständig entfernt und durch 4 ml [3H]-Valin 

Medium ersetzt. Nach 4 - 6 h Inkubation bei 37 oC im CO2-Inkubator, wurde das Medium 

abgenommen und nach Zentrifugation (Megafuge R1: 6000 xg/ 4oC/ 15 min) direkt für die 

Immunpräzipitation (vgl. 2.5.9) verwendet. Die Zellen wurden mit STEN-Lyse-Puffer 

lysiert (vgl. 2.5.4.1) und die zu untersuchenden Proteine ebenfalls immunpräzipitiert. Die 

Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (vgl. 2.5.10.1) und  Transfer auf PVDF 

embran (vgl. 2.5.10.3). Parallel wurde eine Markierung mit [35S]-Methionin/Cystein 

(vgl. 2.5.7.1) durchgeführt, um die [3H]-markierten Proteine auf der Membran lokalisieren 

i ioaktiven Proteine wurden Röntgenfilme 

verwendet. Die Exposition erfolgte bei –80 oC. 

usgeschnitten. Die an die Membran gebundenen Proteine wurden einem automatisierten 

lykosidase F-Verdau 

100 mM Natrium-Phosphat, pH 8,0, 25 mM EDTA, 0,1 % (v/v) Triton X-100, 0,5 % (v/v)  

 
35

und 2.5.7.4) und anschließend mit  

ert (vgl. 2.5.4.1).  

M

zu können. Zum Nachwe s der rad

(BioMaxTMMR, Kodak) 

 

Radiosequenzierung: 

Die [3H]-markierten Protein-Banden wurden mit einem Skalpell aus der PVDF Membran 

a

Edman-Abbau (Applied Biosystems, Sequenzierer Model 475) unterzogen. Die erhaltenen 

Aminosäure-Thiohydantione wurden mit n-Butylchlorid extrahiert und in 6 ml 

Szintillationsgefäße (Sarstedt) überführt. Die Radioaktivitätsmessung erfolgte unter Zusatz 

von 5 ml Szintilationscocktail (Ultra Gold; Perkin Elmer) im Szintillationszähler 

(Econofluor, NEN). 

 

2.5.8 Analyse der Glykosylierung von Proteinen 

2.5.8.1 N-G

PNGase F Puffer:  

β-Mercaptoethanol (Merck), 0,1 % (w/v) SDS und 2,5 mM PMSF in dH2O 

HEK293 Zellen wurden in einem Pulse Chase Experiment mit [ S]-Methionin/Cystein 

oder [35S]-Sulfat markiert (vgl. 2.5.7.2. 

STEN-Lyse-Puffer lysi
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Material und Methoden 

Die zu deglykosylierenden Proteine wurden durch Immunpräzipitation mit dem 

entsprechenden Anitkörper und 50 µl Protein-A-Sepharose (vgl. 2.5.9) isoliert. Das 

Protein-A-Sepharose Pellet wurde in 1 ml PBS-Puffer resupendiert 1:1 geteilt, erneut 

pelletiert (4000 xg/ 5 min/ 4 oC) und in je 30 µl PNGase F-Puffer resuspendiert. Zu je 

einem Ansatz wurde 1 µl PNGase F (1 U/µl; Roche Molecular Biochemicals) hinzugefügt 

und alle Proben 14 h bei 37 oC/ 700 upm auf einem Thermoschüttler inkubiert, 

anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 fach SDS-Probenpuffer  

(vgl. 2.5.10.1) gestoppt. Die Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE  

(vgl. 2.5.10.1) und Transfer auf PVDF-Membran (vgl. 2.5.10.3). Zum Nachweis der 

radioaktiven Proteine wurden Röntgenfilme (Super RX, Fuji, X-OMATTMLS, Kodak oder 

BioMaxTMMR, Kodak) verwendet. 

 

2.5.8.2 Endo-Glykosidase H Verdau 

uffer:  

gefügt und alle Proben 14 h bei 37 oC/ 700 upm auf einem 

hermoschüttler inkubiert, anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 fach 

SDS-Probenpuffer (vgl. 2.5.10.1) gestoppt. Die Analyse der Proteine erfolgte wie unter 

zin - Behandlung 

0 mg/ml Tunikamyzin (Calbiochem) in DMSO 

um (vgl. 2.2.3) supplementiert mit 10 µg/ml 

Tunikamyzin bei 37 oC im CO2-Inkubator inkubiert.  

Endo-Glykosidase H-P
200 mM Natriumcitrat pH 5,8, 0,5 % (v/v) β-Mercaptoethanol (Merck), 0,1 % (w/v) SDS und 2,5 mM PMSF 
in dH2O 
 

Die Proteine wurden wie unter 2.5.8.1. beschrieben radioaktiv markiert und isoliert. Das 

Protein-A-Sepharose Pellet wurde in 1 ml PBS-Puffer resupendiert 1:1 geteilt, erneut 

pelletiert (4000 xg/ 5 min/ 4oC) und in je 30 µl Endo-Glykosidase H-Puffer resuspendiert. 

Zu je einem Ansatz wurde 1µl  Endo-Glykosidase-H (5 U/ml; Roche Molecular 

Biochemicals) hinzu

T

2.5.8.1 beschrieben. 

 

2.5.8.3 Tunikamy

Tunikamyzin-Stocklösung: 
1
 

HEK293 Zellen wurden in 6 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert 

und anschließend 2 h mit Grundmedi

 67



Material und Methoden 

Im Folgenden wurden die Zellen in Gegenwart von 10 µg/ml Tunikamyzin in einem Pulse 

Chase Experiment metabolisch mit [35S]-Methionin/Cystein markiert (vgl. 2.5.7.2). Die 

Zellen wurden mit STEN-Lyse-Puffer lysiert (vgl. 2.5.4.1) und die fraglichen Proteine 

immunpräzipitiert (vgl. 2.5.9). Die Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE  

(vgl. 2.5.10.1) und Transfer auf PVDF-Membran (vgl. 2.5.10.3). Zum Nachweis der 

radioaktiven Proteine wurden Röntgenfilme (Super RX, Fuji, X-OMATTMLS, Kodak oder 

BioMaxTMMR, Kodak) verwendet. 

 

2.5.9  Immunpräzipitation von Proteinen 

STEN Puffer:  
50 mM Tri pH 7,6, 2 mM EDTA, 0,2 % (vs /v) NP-40 und 150 mM NaCl 

50 mM Tris pH 7,6, 2 mM EDTA, 0,2 % (v/v) NP-40 und 500 mM NaCl 

STEN-SDS Puffer: 
% (v/v) NP-40, 150 mM NaCl und 0,1 % (w/v) SDS 

-A-Sepharose Suspension:  
00 mg/ml Protein A gebunden an Sepharose CL-4B (Sigma) und 2 mg/ml BSA (bovine serum albumin; 

a) in STEN Puffer 

 °C gekocht und mittels SDS-PAGE (vgl. 2.5.10.1) und Western Blot 

gl. 2.5.10.3) analysiert. 

 

 
STEN-NaCl Puffer:  

 

50 mM Tris pH 7,6, 2 mM EDTA, 0,2 
 
Protein
1
Sigm
 
Die Gesamtproteinextrakte (vgl. 2.5.4.1) wurden mit der entsprechenden Antikörpermenge 

(vgl. 2.3.2) und 30 µl Protein-A-Sepharose Suspension versetzt und 2 - 4 h bei 4 °C auf 

einem Schüttler inkubiert. Das Immunpräzipitat wurde durch Zentrifugation  

(4000 xg/ 5 min/ 4 oC) sedimentiert und nacheinander je 10 min mit je 1000 µl  

STEN-NaCl Puffer, STEN-SDS Puffer und STEN Puffer gewaschen. 

Die Pellets wurden anschließend mit 20 µl 2 fach SDS-Probenpuffer (vgl. 2.5.10.1) 

versetzt, 5 min bei 95

(v
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2.5.10 Nachweis von Proteinen 

2.5.10.1 SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese (SDS-PAGE) und 

Coomassie-Färbung 

Die eindimensionale Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden 

Bedingungen in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970). 

Trenngelpuffer („Lower Tris) (4 fach)  
tellen 

r („Upper Tris) (4 fach) 

Q-BioGene): 

,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (Merck) 

2

0 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Eisessig und 0,5 % (w/v) Coomassie-Blue-R in dH2O 
 
Entfärbelösung: 
5 % (v/v) Isopropanol und 7 % (v/v) Eisessig 
 

 

1,5 M Tris und 0,4 % (w/v) SDS in dH2O; pH 8,8 mit HCl eins
 
Sammelgelpuffe
0,5 M Tris und 0,4 % (w/v) SDS in dH2O; pH 6,8 mit HCl einstellen 
 
Acrylamid - Lösung (
40 % (w/v) Acrylamid – BIS-Acrylamid 37,5 :1 in dH2O 
 
Urea-Lösung: 
8 M Urea in dH O 2
 
APS: 
10 % (w/v) Ammonium Persulfat in dH O 2
 

EMED: T
N
 
5 fach SDS-Probenpuffer: 
50 % (v/v) Glycerin, 7,5 % (w/v) SDS, 7,5 % (w/v) DTT und etwas Bromphenolblau in Sammelgelpuffer 
 
2 fach SDS-Probenpuffer: 
20 % (v/v) Glycerin, 3 % (w/v) SDS, 3 % (w/v) DTT und etwas Bromphenolblau in Sammelgelpuffer 
 
2,5 fach Urea-Probenpuffer: 
5 fach SDS-Probenpuffer 1:1 mit Urea-Lösung verdünnt. 
 
Elektrophoresepuffer: 
25 mM Tris, 0,2 M Glycin und 0,1 % (w/v) SDS in dH 0 
 
Färbelösung: 
5
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Zusammensetzung der Gele für je 1 Minigel (1,5 mm)  

 Trenngel Trenngel Trenngel  Sammelgel 
 

(8 %) (10 %) (12 %)  
dH2O 4 ml 3,6 ml dH2O 3,3 ml 4,4 ml 
Acrylami l 2,4 ml Acrylamid-Lösung 0,5 ml d-Lösung 1,6 ml 2,0 m
Trenngelpuffer 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml Sammelgelpuffer 1,3 ml 
TEMED 15 µl 15 µl 15 µl TEMED 15 µl 
APS  15 µl 15 µl 15 µl APS  15 µl 
D
Urea-Gel

ie Prozentigkeit der Gele ist für das jeweilige Experiment im Ergebnisteil angegeben. Bei Verwendung von 
en wurde anstelle von dH O Urea-Lösung verwendet.  

roteine wurden Minigelsysteme  

 einer Höhe von ca. 2 cm unterhalb des oberen Randes gegossen und mit 

rschichtet. Nach Polymerisieren wurde der über dem Trenngel befindliche 

it saugfähigem Papier getrocknet, mit Sammelgel gefüllt und ein Kamm eingefügt. 

des Sammelgels wurde der Kamm vorsichtig entfernt 

l in die Trennkammer eingesetzt. Die Kammer wurde sowohl auf der Seite der 

athode mit Elektrophoresepuffer gefüllt und die 

suspendiert und 5 min bei 95 °C gekocht (zum Nachweis von PS1 wurde nur auf 65 °C 

rennt 

n des Gels eingebracht. Als Molekulargewichtsstandard 

den. Anode und Kathode wurden mit der 

den. Die Elektrophorese erfolgte zunächst bei 70 V und nach 

rde das Gel direkt im Anschluss an die 

lektrophorese 10 - 15 min bei RT in Färbelösung geschüttelt und dannach ca. 4 - 6 h mit 

Entfärbelösung bei RT entfärbt, bis der Gel-Hintergrund klar wurde. Die entfärbten Gele 

wurden 2 h bei 60 oC auf einem Gel-Trockner getrocknet. 

 

2

 
Zur Herstellung der Gele, sowie zur Trennung der P

(Bio Rad) verwendet. 

 

Vor Verwendung wurden die Glasplatten mit Isopropanol von Rückständen befreit, das 

Trenngel bis zu

Isopropanol übe

Raum m

Nach dem vollständigen Aushärten 

und das Ge

Anode, als auch auf der Seite der K

Taschen mehrmals damit gespült. Die Proben wurden in max. 30 µl Pobenpuffer 

re

erhitzt). Nicht gelöstes Material wurde durch Zentrifugation (16000 xg/ 1 min) abget

und die Probe in die Tasche

wurden 10 µl See Blue Plus 2 (Invitrogen) gela

Spannungsquelle verbun

Eintritt der Proteine in das Trenngel bei 120 V. 

 
Coomassie-Färbung: 

Zum Proteinnachweis durch Coomassie-Färbung wu

E
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2.5.10.2 Besondere Gelsysteme zur Trennung von Peptiden mit geringem 

Molekulargew

.2.1 Tris-Tricin

on olek Pep d as G m 

ägger and vo w, 1 nter nd BioRad Minig s 

etzt. 

8 g Acrylamid und 1.5 g Bisacrylamid ad 100 ml mit dH2O 

icht 

2.5.10 e Gele 

Zur Auftrennung v niederm ularen tiden un  Proteinen wurde d elsyste

nach (Sch n Jago 987) u Verwe ung des elsystem

einges

 

Gelpuffer: 
3 M Tris-HCl pH 8.45 und 0,3 % (w/v) SDS in dH2O 
 
Acrylamid-Lösung: 
4
 
Glycerol-Lösung 
32 % (v/v) Glycerol (v/v) in dH2O 
 
Anodenpuffer: 
0,2 M Tris in dH2O, pH mit HCl auf 8,9 eingestellt 
 
Kathodenpuffer: 
0,1 M Tris-HCl , 0,1 M Tricine und 0,1 % (w/v) SDS in dH2O 
 

Zusammensetzung der Gele für je 2 Minigele (1,5 mm)  
 
 Trenngel 

(16,5 %) 
Spacergel 

(10 %) 
Sammelgel 

(4 %) 
dH2O --- 3,5 ml 4,2 ml 
Acrylamid-Lösung 3,5 ml 1,5 ml 0,5 ml 
Gelpuffer 3,5 ml 2,5 ml 1,55 ml 
Glycerol-Lösung 3,5 ml --- --- 
TEMED (vgl. 2.5.8.1) 4 µl 4 µl 5 µl 
APS (vgl. 2.5.8.1) 32,5 µl 35 µl 50 µl 
 

Mit der Ausnahme, dass das Trenngel noch vor dem Aushärten mit dem Spacergel 

urden die Gele wie unter 2.5.10.1. beschrieben gegossen. Die 

 einigen Ausnahmefällen wurden, anstelle der selbstgegossenen Gele, fertige Gele 

(Invitrogen) nach den Anweisungen des Herstellers eingesetzt. 

überschichtet wurde, w

Elektrophoreskammer wurde auf der Seite der Anode mit Anodenpuffer und auf der Seite 

der Kathode mit Kathodenpuffer gefüllt. Probenvorbereitung und Elektrophorese wurden 

wie unter 2.5.10.1. beschrieben durchgeführt. 

 

In
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2.5.10.2.2 Urea Gele nach Wiltfang et al 

Zur Unterscheidung der einzelnen Amyloid Spezies wurden Urea-Gele nach Wiltfang et al. 

(Wiltfang et al., 1997) unter Verwendung des BioRad Minigelsystems eingesetzt. 

uffer: 
s und 0,2 M H2SO4 in dH2O 

Puffer: 

d 0,1 M NaOH in dH2O 

n dH2O 

er 
ercaptoethanol und 30 % (w/v) Saccharose in 

2

usammensetzung der Gele in m

 

Trenngel-Puffer:  
1,6 M Tris und 0,4 M H2SO4 in dH2O 
 
Spacergel-P
0,8 M Bis-Tri
 
Sammelgel-
0,72 M Bis-Tris und 0,32 M Bicine in dH2O 
 
Anodenpuffer: 
0,2 M Tris und 0,05 M H SO2 4 in dH2O 
 
Kathodenpuffer: 
0,2 M Bicine, 0,25 % (w/v) SDS un
 
Slotpuffer: 
0,36 M Bis-Tris, 0,16 M Bicine und 0,1 % (w/v) SDS i
 
2 fach Probenpuff
0,72 M Bis-Tris, 0,32 M Bicine, 2 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) β-M

Hd
 

2O. Zum Anfärben wurde Bromphenolblau verwendet. 

SDS-Lösung: 
20 % (w/v) SDS in dH O 
 

Z  für je 2 M ig mele (1,5 )  
 

 Trenn Spacergel Sammelgel gel 
Entsprechender Gelpuffer 5 m 3 ml l 2 ml 
Acrylamid-Lösung (vgl. 2.5.8. 5 ml 600 1,35 ml 1) µl 
Urea 9,6 g --- --- 
SDS -Lösung 100 µ 20 30 µl l  µl 
dH2O 2,5 ml 1,35 ml 1,45 ml 
APS (vgl. 2.5.8.1) 80 µl 16 µl 36 µl 
TEMED (vgl. 2.5.8.1) 10 µl 4 µl 12 µl 
 

Alle drei Gelschichten wurden nach vollständigem Auspolymerisieren der vorherigen, wie 

unter 2.5.10.1. beschrieben, gegossen. Die Elektrophoreskammer wurde auf der Seite der 

Anode mit Anodenpuffer gefüllt und auf der Seite der Kathode mit Kathodenpuffer ohne, 

ass sich beide Lösungen mischen. Die Taschen wurden mehrmals mit Slotpuffer gespült. d

Die Proben wurden in max. 30 µl 2 fach Pobenpuffer resuspendiert und 5 min bei bei  

95 °C gekocht.  
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Nicht gelöstes Material wurde durch Zentrifugation (16000 xg/ 1 min) abgetrennt und die 

 mit der 

pannungsquelle verbunden. Die Elektrophorese erfolgte zunächst bei einem konstanten 

A und nach Erreichen des Trenngels bei 24 mA 

chemischer Nachweis von Proteinen 

phorese wurden die Proteine in einer 

mer auf eine PVDF-Membran (Immobilon, Transfer Membran; Milipore) 

Probe in die Taschen des Gels eingebracht. Als Molekulargewichtsstandard wurden 10 µl 

Prestained Protein MW Standards Low (Fermentas) geladen. Anode und Kathode

S

Stromfluss von 12 m

 

2.5.10.3 Transfer und immun

PBS-Puffer: 
vgl. 2.2.6. 
 
Transfer-Puffer: 

5 mM Tris und 0,2 M Glycin in dH2 20 
 

Nach Auftrennung der Proteine mittels Geleletro

Transferkam

übertragen.  

 

Transferaufbau: 
∗ Anodenplatte 

chwamm in Transfer-Puffer äquilibriert 
en Gel Blotting-Papier (Schleicher & Schuell) in Transfer-Puffer äquilibriert 

∗ PVDF-Membran (Immobilon, Transfer Membran; Milipore) in Transfer-Puffer äquilibriert 

 Transfer-Puffer äquilibriert 
∗ poröser Schwamm in Transfer-Puffer äquilibriert 
∗ Kathodenplatte 

em Stro s von 400 1 h bei 4

en immunchemischen Nachweis von Aβ-Peptiden wurde anstelle der  

tran Nitrocellulo er Me (Schleich Schuell) 

erwendet, die unmittelbar nach dem Transfer 5 min in PBS-Puffer gekocht wurde. 

∗ poröser S
∗ zwei Lag

∗ SDS-Polyacrylamid-Gel 
∗ zwei Lagen Gel Blotting-Papier (Schleicher & Schuell) in

 

Der Transfer erfolgte bei konstant mflus  mA für  oC. 

 

Für d

PVDF–Membran, Pro se Transf mbran er & 

v
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Immunchemischer Nachweis der Proteine: 

TBST-Puffer: 
0,3 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,6 und 0,3 % (v/v) Triton X-100 in dH2O 
 
Blockierungspuffer: 
5 % (w/v) Magermilchpulver (Töpfer) in TBST-Puffer 
 

Nach erfolgtem Transfer wurde die PVDF-Membran zur Absättigung unspezifischer 

Proteinbindungsstellen über Nacht bei 4 oC in Blockierungspuffer geschüttelt. Die so 

tikörper, 

lockierungspuffer (vgl. 2.3.2), auf einem Schüttler inkubiert und 3 mal  

n mit TBST-Puffer gewaschen. Der entsprechende HRP gekoppelte sekundär 

.3.3) wurde ebenfalls in Blockierungspuffer verdünnt und analog zum 

rimär Antikörper mit der PVDF-Membran inkubiert. Schließlich wurde erneut 3 mal  

emoluminescence) Technik (ECLTM Western Blotting Detection Reagent; 

mersham Biosciences) nach Angaben des Herstellers und unter Verwendung von 

per RX, Fuji). Zum Nachweis schwacher Signale wurde das ECL plus 

Western Blotting Detection System (Amersham Biosciences) verwendet. 

 
Zum im unch  

nach de Anw

 

Stripping“-Puffer: 
2,5 mM Tris-HCl, pH 6,7, 2 % (w/v) SDS und 0,7 % (v/v) β-Mercaptoethanol (Merck). 

 durch 

5 min Inkubation der Membran in „Stripping“-Puffer entfernt. Die Inkubation erfolgte im 

Wasserbad bei 50 °C unter Schütteln. Anschließend wurde die Membran 2 mal je 15 min 

in TBST-Puffer gewaschen und erneut zum immunchemischen Nachweis der Proteine 

(vgl. 2.5.10.3) verwendet. 

 

vorbehandelte Membran wurde anschließend 1 h bei RT mit primärem An

verdünnt in B

je 20 mi

Antikörper (vgl. 2

p

je 20 min mit  TBST-Puffer gewaschen und kurz mit bidest. H2O nachgespült. Die 

Detektion der mit den Antikörpern gekoppelten Proteine erfolgte mit Hilfe der ECL 

(enhanced ch

A

Röntgenfilmen (Su

m emischen Nachweis von Aβ-Peptiden wurde der Western Star Kit (Tropix)

n eisungen des Herstellers eingesetzt. 

2.5.10.4  „Strippen“ von Western Blot Membranen 

„
6
 
Um eine PVDF-Membran nacheinander mit verschiedenen Antikörpern analysieren zu 

können, wurden die nicht denaturierten Proteine nach dem ersten Proteinnachweis

4
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2.5.11 Massenspektrometrische Analyse von Aβ-Spezies 

z von 85 - 90 % kultiviert 

 h mit 4 ml frischem Grundmedium (vgl. 2.2.3) bei 37 oC im  

e abgenommen und durch Zentrifugation 

300 xg/ 20 min/ 4 oC) von den unlöslichen Bestandteilen befreit. Die Aβ-Peptide wurden 

ssenspektrometer  

ruker Reflex II) analysiert. Als externe Kalibrierungsstandards dienten Insulin, CLIP 

2.5.12 Analyse zellulärer Transport Mechanismen 

ng von HEK293 Zellen mit Brefeldin A oder Monensin 

 mg/ml Brefeldin A (Sigma)  in 100 % EtOH p.A. 

um supplementiert mit 10 µg/ml Brefeldin A bei 37 oC im  

O2-Inkubator inkubiert.  

HEK293 Zellen wurden in 10 cm Schalen bis zu einer Konfluen

und anschließend 24

CO2-Inkubator inkubiert. Das Medium wurd

(6

durch Immunpräzipitation mit AK 3926 (1:200) und 20 µl Protein-A-Sepharose-Lösung 

(vgl. 2.5.9) isoliert. Das Immunpräzipitat wurde durch Zentrifugation (400 xg/ 5 min/ 4 oC) 

sedimentiert, viermal je 10 min mit je 1000 µl STEN Puffer (vgl. 2.5.9) und einmal mit 

1000 µl 10 mM Tris-HCl pH 7,4 gewaschen und anschließend in einer Vakuumzentrifuge 

getrocknet. Die Proteine wurden zweimal mit je 500 µl Essigsäure (50 %) extrahiert und 

erneut in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Das erhaltene Protein wurde in 20 µl 

Ameisensäure (50 %) resuspendiert und 1:10 in Ameisensäure (10 %) verdünnt. Ca. 0,5 µl 

der Antikörper-/ Aβ-Peptid-Lösung wurden auf dem „Target sample plate“ mit 0,5 µl einer 

gesättigten Sinapinsäurelösung in Wasser/ Acetonitril /Trifluoressigsäure (1:1; 0,5 %) 

gemischt. Alternativ dazu wurde α-cyano-4-hydroxyzimtsäure als Matrix verwendet. Die 

Probe wurde einige Minuten an der Luft getrocknet und in einem MALDI-TOF  

(matrix-assisted laser desorption / ionization time of flight) Ma

(B

(corticotropin-like intermediate lobe peptide) und CIP (corticotropin-inhibiting peptide). 

 

2.5.12.1 Behandlu

B
5

refeldin A Stocklösung:  

  
Monensin Stocklösung:  
10 mM Monensin (Sigma) in 100 % EtOH p.A.  
 

HEK293 Zellen wurden in 6 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert 

und anschließend 2 h mit Grundmedium (vgl. 2.2.3) supplementiert mit 25 µM Monensin 

bzw. 1 h mit Grundmedi

C
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Im Folgenden wurden die Zellen in Gegenwart von 25 µM Monensin bzw. 10 µg/ml 

TM

0 mM Glycin in PBS-Puffer  

2.2) 6 cm Schalen bis zu 

einer Konfluenz von 85 - 90 % kultiviert und dreimal mit eiskaltem PBS-Puffer (Ca, Mg) 

 

5 min mit je 3 ml eiskalter Glycin-Lösung gewaschen, um 

zwei weiteren Waschzyklen mit PBS-Puffer  

llen mechanisch abgelöst, pelletiert (400 xg/ 5 min) und mit 

Zur Isolierung der biotinylierten Proteine wurden 

o

nen Proteine wurden mittels SDS-PAGE (vgl. 2.5.10.1) getrennt 

und im Western Blot mit den entsprechenden Antikörpern analysiert (vgl. 2.5.10.3). 

Brefeldin A metabolisch mit [35S]-Methionin/Cystein markiert (vgl. 2.5.7.1). Die Zellen 

wurden mit STEN-Lyse-Puffer lysiert (vgl. 2.5.4.1) und die zu untersuchenden Proteine 

immunpräzipitiert (vgl. 2.5.9). Die Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE  

(vgl. 2.5.10.1) und Transfer auf PVDF-Membran (vgl. 2.5.10.3). Zum Nachweis der 

radioaktiven Proteine wurden Röntgenfilme (Super RX, Fuji, X-OMAT LS, Kodak oder 

BioMaxTMMR, Kodak) verwendet. 

 

2.5.12.2 Biotinylierung von Oberflächenproteinen und Reinternalisierung 

biotinylierter Proteine 

PBS-Puffer: 
vgl. 2.2.6. 
 
PBS-Puffer (Ca, Mg):  
1 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl in PBS-Puffer  
 
Biotinlösung:  
0,5 mg/ml EZ-linkTM Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce) in PBS-Puffer  
 
Glutathion-Puffer: 
1,54 g Glutathion (Sigma), 0,53 g NaCl, 100 µl 1,25 M CaCl2, 100 µl 1,25 M MgSO4 und 0,2 g BSA mit 
NaOH 5 M auf pH 8,6 in dH2O 
 
Glycin-Lösung: 
2
 

HEK293 Zellen wurden in Poly-L-Lysin beschichteten (vgl. 2.

gewaschen. Die Zellen wurden anschließend mit 2 ml Biotinlösung 30 min auf Eis

inkubiert und dreimal je 1

ungebundenes Biotin abzusättigen. Nach 

(Ca, Mg), wurden die Ze

STEN-Lyse Puffer lysiert (vgl. 2.5.4.1). 

30 µl Streptavidin Sepharose High Performance (Amersham Biosciences) für 2 h bei 4 oC 

auf einem Schüttler dem Proteinextrakt inkubiert. Das Präzipitat wurde durch 

Zentrifugation (4000 xg/ 4 C/ 5 min) abgetrennt und gewaschen wie unter 2.5.9. 

beschrieben. Die so erhalte
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Zur Kontrolle der Proteinexpression wurden separate 6 cm Schalen mit STEN-Lyse-Puffer 

lysiert (vgl. 2.5.4.1) und die entsprechenden Proteine immunpräzipitiert (vgl. 2.5.9). 

 

Zum Nachweis der Reinternalisierung wurden die Zellen nach der letzten Inkubation mit 

PBS-Puffer (Ca, Mg) mit 2 ml vorgewärmtem Grundmedium für die entsprechenden 

Zeitintervalle bei 37 oC im CO2-Inkubator inkubiert, einmal mit PBS-Puffer (Ca, Mg) 

gewaschen und anschließend dreimal für je 15 min mit Glutathion-Puffer behandelt, um 

lles an der Zelloberfläche verbliebene Biotin zu entfernen. Schließlich wurden die Zellen 

ein weiteres Mal mit PBS-Puffer (Ca, Mg) gewaschen, mechanisch abgelöst und wie oben 

 

a

beschrieben weiter behandelt. 
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3. Ergebnisse 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit den sekundären Modifikationen der beiden 

chweis von BACE-1 und BACE-2 

m diese Problemstellungen bearbeiten zu können, musste ein geeignetes Modellsystem 

ausgewählt werden. In vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in  

Gewebekulturzellen sowohl aus exogenem als auch aus endogenem βAPP, Aβ Peptide 

entstehen (Busciglio et al., 1993; Haass et al., 1992b; Koo and Squazzo, 1994; Shoji et al., 

1992).  

Da die Prozessierung des βAPP in allen Zell- und Gewebetypen sehr ähnlich verläuft 

(Haass et al., 1992b), wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK293) bereits in 

zahllosen vorangegangenen Studien zur Beschreibung der proteolytischen Prozessierung 

von βAPP verwendet. Im Gegensatz zu neuronalen Zelllinien stellen HEK293 Zellen ein 

leicht zu transfizierendes System dar und bieten vielseitige analytische Ansatzpunkte. 

Auch zur Beschreibung der verschiedenen Sekretaseaktivitäten, die die Entstehung der  

Aβ-Peptide beeinflussen, wurde dieses System in der Vergangenheit häufig herangezogen 

(Capell et al., 1998; Citron et al., 1992; Lammich et al., 1999), zudem erfolgte auch die 

Klonierung der β-Sekretase in dem hier verwendeten Zellsystem (Vassar et al., 1999). 

Aspartylproteasen BACE-1 und BACE-2, sowie deren subzellulärer Lokalisation und 

intrazellularem Transport. 

Zudem werden die katalytischen Spezifitäten der beiden Proteasen bezüglich βAPP 

genauer untersucht. 

 

3.1 Expression und Na

U
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3.1.1 Expression von BACE-1 und BACE-2 in HEK293 Zellen 

easen exogen stabil exprimiert. Zur Selektion der BACE-1 bzw. 

g einer Zelllinie, die beide Enzyme stabil coexprimiert, ebenfalls 

öglich war.  

Um die Analyse der βAPP-Prozessierung zu erleichtern, wurden zur Transfektion von 

em βAPP751 

 

Da insbesondere BACE-1 im gewählten Zellsystem endogen nur sehr schwach exprimiert 

wird und somit mit den üblichen proteinbiochemischen Methoden nur schwer nachweisbar 

ist, wurden die beiden Prot

BACE-2 stabilen Linie wurden zwei unterschiedliche Selektionsantibiotika verwendet, so 

dass die Herstellun

m

BACE-1 und BACE-2 HEK293 Zelllinien gewählt, die neben endogen

zusätzlich die verkürzte neuronale Isoform βAPP695 exprimieren [(Haass et al., 1992b) vgl. 

auch 1.3.1.] Einerseits ist durch die höhere Expression des exogenen βAPP695 die 

Detektion der Prozessierungsprodukte erleichtert, andererseits können exogenes und 

endogenes Holoprotein aufgrund des unterschiedlichen Molekulargewichtes leicht getrennt 

werden. 

Zusätzlich wurde BACE-1 in einer HEK293 Zelllinie mit exogener Expression von 

βAPPsw exprimiert, da bekannt ist, dass βAPPsw durch die β-Sekretase verstärkt 

prozessiert wird (Citron et al., 1992; Citron et al., 1995). 
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3.1.2 Antikörper zum Nachweis von BACE-1 und BACE-2 

Um artifizielle Funktionen oder Prozessierungsvorgänge der Proteasen, die durch eine 

Konjugation der Proteasen entstehen könnten, zu vermeiden, wurde überwiegend nicht 

konjugierte („ungetaggte“) cDNA in HEK293 Zellen exprimiert. Aus diesem Grund war es 

nötig, spezifische Antikörper (AK) gegen BACE-1 und BACE-2 herzustellen. 

 

 

A
  

bbildung 13: Modellzeichnung der verwendeten Konstrukte mit Angabe der entsprechenden 
                        Antikörper. 

Die Aspartylprotease Motive (DTGS und DSGT) in BACE-1 und BACE-2 sind mit einem Stern (grün) 
gekennzeichnet. Ferner sind Signalpeptid (SP; rotes Rechteck), Prodomäne (Pro; blaues Rechteck) und die 
zelluläre Membran (graues Rechteck) markiert. Die Konjugate „myc“ (schwarzes Rechteck) und „his“ 
(gelbes Rechteck) sind angegeben und die von den entsprechenden Antikörpern erkannte Domäne ist mit 
einer Linie gekennzeichnet. 

 

Für BACE-1 wurden drei verschieden polyklonale Antikörper generiert. AK GM190 gegen 

die Prodomäne, AK 7523 gegen den N-Terminus und AK 7520 gegen den C-Terminus 

(vgl. Abbildung 13). Für BACE-2 wurden ebenfalls drei verschiedene Antikörper 

generiert: AK 680 gegen die Prodomäne und die AK 7524/7525 gegen den C-Terminus 

(vgl. Abbildung 13). Die Antikörper 7524 und 7525 sind gegen die selbe Domäne von 

BACE-2 gerichtet, wurden aber in zwei unabhängigen Ansätzen gewonnen. Es stellte sich 

heraus, dass AK 7524 deutlich besser zur Detektion von BACE-2 im Western Blot 

geeignet ist, während Antikörper 7525 die besseren Ergebnisse in der Immunpräzipitation 

liefert (vgl. auch 3.1.3).  
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* *
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N‘ C‘
SP Pro DTGS DSGT

* *
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Die Gewinnung eines spezifischen AK gegen den N-Terminus der BACE-2 Protease war 

nd BACE-2 sehr 

 BACE-2 
im Western Blot  

Um zu beweisen, dass die Antiseren spezifisch Ihr Zielprotein erkennen und nicht mit dem 

homologen Protein kreuzreagieren, wurden Membranfraktionen von Zellen, die stabil mit 

BACE-1 oder BACE-2 transfiziert wurden, isoliert. Als Kontrolle dienten Membranen von 

Zellen, die nur βAPPwt, aber weder BACE-1 noch BACE-2, exogen exprimieren. 

 

wache bei ca. 65 kDa (vgl. Abbildung 14 linke und mittlere 

Spalte). AK 7520 erkennt darüber hinaus zusätzliche Banden bei ca. 30 kDa und bei  

nicht möglich, da in diesem Bereich die Homologie zwischen BACE-1 u

stark ausgeprägt ist. 

 

3.1.3 Spezifität der Antiseren und Nachweis von BACE-1 und

 

 

Abbildung 14: Nachweis von BACE-1 im Western Blot und Spezifität der verwendeten Antikörper. 

Membranproteinextrakte von untransfizierten HEK293 Zellen (Kontrolle) und HEK293 Zellen mit exogener 
BACE-1 oder BACE-2 Expression wurden mittels 12 % SDS-PAGE getrennt. BACE-1 wurde im Western 
Blot mit den angegebenen Antikörpern nachgewiesen. 

 

Sowohl N-terminaler (7523) als auch C-terminaler (7520) AK gegen BACE-1 erkennen im 

Western Blot in BACE-1 transfizierten Zellen jeweils eine prominente Bande bei  

ca. 70 kDa und eine sch
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15-20 kDa. Hierbei handelt es sich mit großer Wahrscheinlichkeit um Abbauprodukte von 

BACE-1, die ausschließlich in BACE-1 transfizierten Zellen nachweisbar sind, mit 

steigendem Expressionslevel verstärkt auftreten und folglich vermutlich auf die exogene 

xpression des Proteins zurückzuführen sind. GM 190, ein Antikörper der gegen die 

BACE-1 Prodomäne gerichtet ist, erkennt die Bande bei 70 kDa deutlich schwächer als die 

Die beiden Banden repräsentieren matures (70 kDa) und immatures (65 kDa) BACE-1 

nd der 

berexpression des Proteins, die Propeptid abspaltende Protease gesättigt und die 

Propeptidabspaltung somit nicht mehr quantitativ. 

Aus Abbildung 14 ist ersichtlich, dass die in dieser Arbeit verwendeten AK gegen BACE-1 

überexprimiertes BACE-1 sehr gut detektieren, endogenes BACE-1 aufgrund der geringen 

Expression in HEK293 Zellen jedoch nicht detektieren. Weiterhin wird deutlich, dass diese 

AK spezifisch für BACE-1 sind und BACE-2 nicht erkennen. 

L

B
A

C
E

-1
B

A
C

E
-2

E

beiden anderen Antikörper. Die 65 kDa wird hingegen genauso gut, oder besser, erkannt. 

[(Capell et al., 2000; Haniu et al., 2000; Huse et al., 2000) und vgl. auch 3.2.]. Die 

Prodomäne von BACE-1 wird im Zuge der Maturierung durch Furin, oder eine  

Furin-ähnliche Protease abgespalten (Bennett et al., 2000b; Creemers et al., 2001) und ist 

daher in der 70 kDa Bande kaum mehr nachweisbar. Eventuell ist aufgru

Ü

ange Exposition

680
 

 

Abbildung 15: Nachweis von BACE-2 im Western Blot und Spezifität der verwendeten Antikörper. 

Membranproteinextrakte von untransfizierten HEK293 Zellen (Kontrolle) und HEK293 Zellen mit exogener 
BACE-1 oder BACE-2 Expression wurden mittels 12 % SDS-PAGE getrennt. BACE-2 wurde im Western 
Blot mit den angegebenen Antikörpern nachgewiesen. Gezeigt sind jeweils zwei unterschiedlich lange 
Expositionen des selben Western Blots. 
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Die beiden AK (7524, 7525) gegen die C-terminale Domäne von BACE-2 zeigen in 

BACE-2 transfizierten Zellen jeweils zwei Banden von 62 kDa bzw. 65 kDa  

(vgl. Abbildung 15 linke und mittlere Spalte). Ähnlich BACE-1, handelt es sich auch hier 

um die immature und mature Form des Enzyms [(Acquati et al., 2000) und vgl. auch 3.2.]. 

Auffällig ist, dass, anders als für BACE-1 die immature Bande von BACE-2 genauso stark, 

oder sogar stärker nachweisbar ist, als die mature. Dies legt die Vermutung nahe, dass die 

BACE-2 Maturierung weniger effizient verläuft als die des BACE-1. Nach längerer 

Exposition ist mit beiden C-terminalen Antikörpern die endogene Form von BACE-2 

nachweisbar (vgl. Abbildung 15). Auffällig ist, dass in Zellen, die beide Enzyme 

ausschließlich endogen exprimieren (Kontrolle) im Verhältnis zur maturen Form deutlich 

weniger immatures BACE-2 nachweisbar ist, als in Zellen die eines der beiden Enzyme 

zusätzlich exogen exprimieren. 

Grund hierfür kann eventuell eine Beeinflussung der BACE-2 Maturierung in 

Abhängigkeit von der Menge an aktivem BACE-1 sein, oder aber eine Sättigung des 

sekretorischen Prozessierungsweges (vgl. 4.2). 

Der AK 680 ist spezifisch gegen die BACE-2 Prodomäne gerichtet, die im Zuge der 

Maturierung autokatalytisch abgespalten wird (Hussain et al., 2001). Zu erwarten wäre 

folglich, dass AK 680 verstärkt die immature Bande (62 kDa) erkennt. Im vorliegenden 

Fall werden jedoch beide Banden in einem ähnlichen Verhältnis erkannt wie durch die 

beiden C-terminalen AK (vgl. Abbildung 15 rechte Spalte). Im Gegensatz zu den beiden 

C-terminalen Antikörpern kann aber mit dem für die Prodomäne spezifischen Antikörper 

auch nach längerer Exposition kein endogenes BACE-2 nachgewiesen werden. Vermutlich 

erfolgt die autokatalytische Propeptid Abspaltung endogen bevorzugt bei niedrigen  

pH-Werten (Hussain et al., 2001) und somit in einem definierten Zellkompartiment, das 

möglicherweise aufgrund der exogenen Expression nur von einem geringen Teil des 

exprimierten Proteins erreicht wird. Bemerkenswert ist, dass alle drei AK ausschließlich in 

BACE-2 transfizierten Zellen Signale liefern und somit eine Kreuzreaktion mit BACE-1 

usgeschlossen werden kann. a
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Die Tatsache, dass endogenes BACE-2 in HEK293 Zellen nachweisbar ist, während 

membrangebundene Glykosyltransferase, die ihr 

ann die Bildung des Core-Oligosaccharids 

hreoninreste gebunden sein. Diese Bindung wird als  

-glykosidische Bindung bezeichnet und erfolgt ausschließlich im Golgi-Apparat.  

O-glykosidisch gebundene Zuckerreste sind resistent gegen eine Behandlung mit PNGase 

F (Tarentino et al., 1985).  

 

endogenes BACE-1 nicht detektierbar ist, steht in Einklang mit den für die beiden Proteine 

ermittelten mRNA Level in peripheren Geweben. Danach ist die Menge an BACE-1 

mRNA in Nierengeweben deutlich geringer, als die an BACE-2 (Bennett et al., 2000a; 

Vassar et al., 1999).  

 

3.2 Posttranslationale Modifikationen von BACE-1 und BACE-2 

3.2.1 Glykosylierung 
Die meisten im ER synthetisierten Proteine werden durch kovalente Bindung von Zuckern 

glykosyliert. 

Die Übertragung der Oligosaccharide im ER erfolgt unmittelbar während der 

Peptidsynthese durch eine 

„Zielasparagin“ mit Hilfe folgender Konsensus-Sequenz erkennt: -N-(X)-[S/T]-, wobei x 

jede beliebige AS außer Prolin sein kann. Mit Hilfe von Tunikamyzin, einem Antibiotikum 

mit Analogie zum UDP-N-Acetylglucosamin, k

schon in der ersten Stufe gehemmt werden und die N-Glykosylierung vollständig 

unterbundenen werden. In Gegenwart von Tunikamyzin kann folglich die vollständig 

unglykosylierte Form eines Proteins nachgewiesen werden. Zwischen der  

sog. Core-Glykosylierung im ER und der Komplex-Glykosylierung im Golgi-Apparat kann 

analytisch mit Hilfe verschiedener Glykosidasen unterschieden werden. Endoglykosidase 

H (Endo H) spaltet beispielweise selektiv die nicht komplexierten mannosereichen 

Zuckerreste, die im ER angefügt wurden, ab (Tarentino and Maley, 1974; Tarentino et al., 

1974). Komplexe Zuckerketten an Asparagin-Resten, die durch Modifikation der 

Zuckerreste im Golgi-Apparat entstanden sind, sind hingegen resistent gegen eine 

Behandlung mit EndoH, können aber z.B. mit N-Glykosidase F (PNGase F) abgespalten 

werden.  

Neben N-glykosidischer Bindung an Asparaginseitenketten, können Oligosaccharide auch 

kovalent an Serin- und T

O
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3.2.1.1 Kinetik der Maturierung von BACE-1 und BACE-2 

Die Doppelbanden in Abbildung 14 und Abbildung 15 geben bereits Grund zu der 

Annahme, dass BACE-1 und BACE-2 sekundär durch Glykosylierung modifiziert werden. 

Wenn die beiden Banden unterschiedlicher Größe auf Glykosylierungsvorgänge im ER 

und Golgi-Apparat zurückzuführen sind, so muss eine Unterscheidung der beiden Banden 

 zeitlichen Verlauf möglich sein, da die Proteine nach erfolgter Core-Glykosylierung im 

um 

Golgi-Apparat transportiert werden. 

zeitlichen Verlauf sichtbar zu machen, wurden Zellen, die 

dium inkubiert (= Pulse). Hierbei werden die in diesem Zeitraum neu 

im

ER zur weiteren Modifikation der Oligosaccharidseitenketten mit Hilfe von Vesikeln z

Um diesen Vorgang im 

entweder BACE-1 oder BACE-2 exogen exprimieren, kurz mit [35S]-Methionin/Cystein 

haltigem Me

synthetisierten Proteine radioaktiv markiert. Werden die Zellen anschließend mit  

nicht-radioaktivem Grundmedium (= Chase) inkubiert, so werden die von diesem 

Zeitpunkt an synthetisierten Proteine nicht mehr markiert und es besteht die Möglichkeit 

selektiv, die Veränderungen der markierten Proteinpopulation zu verschiedenen 

Zeitpunkten zu verfolgen. Durch Immunpräzipitation der zu den verschiedenen 

Zeitpunkten erhaltenen Lysate mit AK 7520 bzw. AK 7525 konnte spezifisch die 

Veränderung von BACE-1 bzw. BACE-2 betrachtet werden.  
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Abbildung 16: BACE-1 und BACE-2 im „Pulse Chase“ Experiment.  

) HEK293 Zellen mit stabiler exogener BACE-1 bzw. BACE-2 Expression wurden 15 min mit 
[35S]Methionin/Cystein markiert und anschließend für die angegebenen Zeitintervalle mit nicht-radioaktivem 
Medium inkubiert (= Chase). Die Zellen wurden lysiert und BACE-1 mit AK 7520 bzw. BACE-2 mit AK 
7525 immunpräzipitiert. Abgebildet ist eine Autoradiographie der PVDF Membran nach Trennung der 
Proteine durch 10 % SDS-PAGE und Protein-Transfer. Matures und immatures BACE-1 bzw. BACE-2 sind 
gekennzeichnet. B) Dargestellt ist die Menge an maturem BACE-1 (blau) bzw. BACE-2 (rot) bezogen auf 
die Menge an maturem Protein zum Zeitpunkt 2 h. Die Halbwertszeit wurde durch lineare Regression 
abgeschätzt. 

 

Das unmittelbar nach dem „Pulse“ erhaltene Lysat zeigt sowohl für BACE-1 als auch für 

BACE-2 nahezu ausschließlich eine Bande bei 65 kDa bzw. 62 kDa. Es handelt sich 

hierbei um die Ausgangsproteinpopulation, die während der Radiomakierung in der Zelle 

synthetisiert wurde. Nach 30 min Inkubation mit nicht-radioaktivem Medium sind bereits 

ca. 50 % der betrachteten BACE-1 Population in die mature Form übergegangen, während 

BACE-2 noch größtenteils als immatures Protein vorliegt. Nach insgesamt 1 h „Chase“ 

liegt BACE-1 überwiegend in der maturen Form vor, während BACE-2 noch zu ca. 50 % 

in der immaturen Form detektiert wird. Im weiteren Verlauf des Experiments kann der 

Abbau der beiden Proteine beobachtet werden. Auffällig ist, dass matures BACE-1 nach  

A
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8 h „Chase“ noch gut nachgewiesen werden kann, während BACE-2 bereits nach 4 h 

Inkubation mit nicht-radioaktivem Medium kaum mehr detektierbar ist. Angenommen 

BACE-2 wird wie auch BACE-1 nicht oder nur zu sehr geringem Anteil sezerniert 

(Benjannet et al., 2001), errechnet sich für BACE-1 eine 2-3fach längere Halbwertszeit als 

für BACE-2. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass beide Proteine eine zeitabhängige 

Veränderung ihres Molekulargewichtes erfahren, die mit großer Wahrscheinlichkeit auf 

Glykosylierung und anschließende Modifikation der N-glykosidisch gebundenen 

Oligosaccharidseitenketten in den räumlich getrennten Organellsystemen ER und  

Golgi-Apparat beruht. 

Weiterhin wird deutlich, dass BACE-2 einerseits tendenziell langsamer maturiert, als 

BACE-1, aber andererseits die mature Form von BACE-2 deutlich instabiler ist, als die des 

homologen Proteins. 

 

3.2.1.2 Glykosylierung von BACE-1 und BACE-2 im ER und Golgi-

Apparat 
 mit letzter Sicherheit zeigen zu können, dass die beiden Banden unterschiedlichen 

erden, wurden die beiden 

, wohingegen die größere Bande (70 kDa) eine komplex-glykosylierte Form im 

der nach dem Golgi-Apparat repräsentiert (Capell et al., 2000; Haniu et al., 2000; Huse  

Um

Molekulargewichtes durch Glykosylierung hervorgerufen w

Proteine mit spezifischen Glykosidasen behandelt bzw. die Maturierung von BACE-1 und 

BACE-2 in der Zelle durch Behandlung mit Tunikamyzin blockiert (vgl. 3.2.1). 

Für BACE-1 konnte auf diese Weise bereits in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt 

werden, dass es sich bei der kleineren Bande (65 kDa) um eine core-glykosylierte Form im 

ER handelt

o

et al., 2000).  

Analog dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit die Glykosylierung der BACE-2 Protease 

untersucht. Um nachzuweisen, dass BACE-2 grundsätzlich eine N-Glykosylierung erfährt, 

wurden HEK293 Zellen mit exogener BACE-2 Expression für 15 min mit  

[35S]-Methionin/Cystein haltigem Medium inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde 

unmittelbar nach der radioaktiven Markierung lysiert, der andere Teil wurde 2 h mit  

nicht-radioaktivem Vollmedium inkubiert. Die Zellen wurden während des gesamten 
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Experimentes entweder mit 10 µg/ml Tunikamyzin oder mit einer entsprechenden Menge 

DMSO behandelt. 

 

BACE-2BACE-2

unglykosyliertes BACE-2 
immatures BACE-2
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20Chase [h]
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unglykosyliertes BACE-2 
immatures BACE-2
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- +
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Abbildung 17: Tunikamyzin Behandlung von BACE-2 exprimierenden Zellen.  

HEK293 Zellen mit stabile
(+) oder in Gegenwart ei

r BACE-2 Expression wurden entweder in Gegenwart von 10 µg/ml Tunikamyzin 
ner entsprechenden Menge DMSO (-) mit [35S]Methionin/Cystein markiert und 

nschließend bis zu den angegebenen Zeitpunkten mit nicht-radioaktivem Medium inkubiert. Die Zellen 
it AK 7525 immunpräzipitiert. Abgebildet ist eine Autoradiographie der 

enthält, ode artiell maturierte Form des Enzyms. 

rm, deren 

ringer Teil der immaturen Form des BACE-2 nachgewiesen  

durch Tunikamyzin war jedoch nicht vollständig, da ein kleiner Teil des Proteins in der 

maturen Form nachgewiesen werden kann (Abbildung 17; Spur 4). 

a
wurden lysiert und BACE-2 m
PVDF-Membran nach Trennung der Proteine durch 8 % SDS-PAGE und Protein-Transfer. Bei der mit einem 
Stern (*) markierten Bande handelt es sich vermutlich um immatures BACE-2, das die Prodomäne noch 

r um eine nur p

 

Zellen, die unmittelbar nach der radioaktiven Markierung lysiert und nicht mit 

Tunikamyzin wurden, zeigen fast auschließlich die immature Form des BACE-2 

(Abbildung 17; Spur 1 und Abbildung 16). Darüber hinaus kann eine weitere Fo

Molekulargewicht zwischen dem der maturen und der imaturen Bande liegt, nachgewiesen 

werden. Es handelt sich hierbei entweder um immatures BACE-2, das die Prodomäne noch 

enthält, oder um eine bereits partiell maturierte Form des Enzyms.  

Nach 2 h Inkubation mit nicht-radioaktivem Medium wird fast ausschließlich die mature 

und ein ge

(Abbildung 17; Spur 3).  

In Gegenwart von Tunikamyzin erhält man unmittelbar nach der radioaktiven Markierung 

ausschließlich eine Bande von ca. 45 kDa, entsprechend der aus der Proteinsequenz 

errechneten Masse (Abbildung 17; Spur 2). Nach zweistündiger Inkubation mit nicht-

radioaktivem Medium in Gegenwart von Tunikamyzin ist ebenfalls hauptsächlich die 

unglykosylierte Form des Enzyms nachweisbar. Die Hemmung der N-Glykosilierung 
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Aus diesen Ergebnissen kann eindeutig geschlossen werden, dass BACE-2 unmittelbar 

nach seiner Synthese am ER durch N-Glykosylierung modifiziert wird.  

Um zu zeigen, dass die im ER angefügten Oligosaccharidseitenketten im Golgi-Apparat 

modifiziert werden, wurden Zellen mit exogener BACE-2 Expression erneut für 15 min 

mit [35S]-Methionin/Cystein haltigem Medium markiert und anschließend 2 h mit  

nicht-radioaktivem Medium inkubiert. Nach Immunpräzipitaion des BACE-2 Proteins 

wurden 50 % des Präzipitates mit PNGase F behandelt, während die anderen 50 % nur mit 

dem entsprechenden Puffer inkubiert wurden. 

ist, die die deglykosylierte Form des 

 

 

 

Abbildung 18: N-Glykosidase-F Behandlung von BACE-2. 

HEK293 Zellen mit stabiler BACE-2 Expression wurden mit [35S]Methionin/Cystein markiert und 
anschließend 2 h mit nicht-radioaktivem Medium inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und BACE-2 mit AK 
7525 immunpräzipitiert. Die eine Hälfte des Immunpräzipitates wurde über Nacht mit PNGase F (+) 
behandelt, während die andere Hälfte nur mit dem entsprechenden Puffer (-) inkubiert wurde. Abgebildet ist 
eine Autoradiographie der PVDF-Membran nach Trennung der Proteine durch 8 % SDS-PAGE und Protein-
Transfer.  

Der unbehandelte Teil des Präzipitates zeigt wie erwartet matures und immatures BACE-2, 

während nach Behandlung mit PNGase F ausschließlich eine Bande mit einem 

Molekulargewicht von ca. 45 kDa nachweisbar 

Proteins repräsentiert.  
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43 kDa
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Analog zur beschriebenen Behandlung mit PNGase F, wurde zusätzlich eine Behandlung 

mit Endo H durchgeführt, um zwischen mannosereichen und komplexen 

ligosaccharidseitenketten unterscheiden zu können. 

 

Abbildung 19: Endoglykosidase H Behandlung des BACE-2. 

HEK293 Zellen mit stabiler BACE-2 Expression wurden mit [35S]Methionin/Cystein markiert und 
anschließend 2 h mit nicht-radioaktivem Medium inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und BACE-2 mit AK 
7525 immunpräzipitiert. Die eine Hälfte des Immunpräzipitates wurde über Nacht mit Endo H (+) behandelt, 
während die andere Hälfte mit dem entsprechenden Puffer (-) behandelt wurde. Abgebildet ist eine 
Autoradiographie der PVDF-Membran nach Trennung der Proteine durch 8 % SDS-PAGE und Protein-
Transfer. 

 

 Gegensatz zur Behandlung mit PNGase F sind nach der Behandlung mit Endo H zwei 

kosylierte Form überführt wird.  

nfassend kann festgestellt werden: BACE-2 wird, wie auch BACE-1, in einer für 

O

 

Im

Banden nachweisbar. Matures BACE-2 ist resistent gegen die Endo H Behandlung, 

während die immature Bande vollständig in die degly

Folglich repräsentiert die mature, 65 kDa große, Bande eine komplex-glykosylierte Form 

des Proteins und bestätigt damit die Annahme, dass BACE-2 nach Core-Glycosylierung im 

ER in den Golgi-Apparat exportiert wird. 

Zusamme

Transmembranproteine typischen Weise N-glykosyliert und dabei vom ER bis zum  

Golgi-Apparat transportiert. 

 

im
matures BACE-2
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3.2.2 Phosphorylierung 

Die Phosphorylierung von Proteinen ist ein wichtiger Regulationsmechanismus 

iologischer Vorgänge und nimmt bei der Proliferation und Differenzierung von Zellen 

sowie bei der Signalübertragung eine zentrale Stellung ein (Hunter, 1995; Krebs, 1993). 

Phosphorylierungsvorgänge werden durch Proteinkinasen katalysiert, die den  

γ-Phosphorylrest von ATP oder GTP kovalent auf Serin-, Threonin- oder in eingen Fällen 

auch auf Tyrosin-Reste der entsprechenden Substratproteine übertragen. Phosphorylierte 

Proteine können durch Phosphoproteinphosphatasen wieder dephosphoryliert und in ihren 

Grundzustand zurückversetzt werden (Cohen, 1992; Wera and Hemmings, 1995). 

r zytoplasmatischen Domäne 

arkiert. Phosphorylierung und Dephosphorylierung erfolgen in vivo meist in sehr kurzen 

eine 

 

Abbildung 20: BACE-1 wird im Zellkulturmodell phosphoryliert. 

HEK293 Zellen mit exogener Expression von βAPPwt und BACE-1 wurden entweder in Gegenwart von  
0,2 µM OA (+) oder der entsprechenden Menge DMSO (-) mit [32P]Orthophosphat markiert. BACE-1 wurde 
aus den Zelllysaten mit AK 7520 immunpräzipitiert und die erhalten Proteine mittels 12 % SDS-PAGE 
getrennt. Der Nachweis erfolgte durch Autoradiographie (32P) der entsprechenden PVDF-Membran und 
anschließende Detektion von BACE-1 mit AK 7520 auf der selben Membran. 

b

 

3.2.2.1 Matures BACE-1 wird an S498 in de

phosphoryliert 

Um herauszufinden, ob BACE-1 durch Phosphorylierung sekundär modifiziert wird, 

wurden Zellen mit exogener Expression von βAPPwt und BACE-1 mit [32P]Orthophosphat 

m

Zeitabständen, so dass der Nachweis eines phosphorylierten Proteins häufig sehr schwierig 

ist. Okadasäure (OA) hemmt die Dephosphorylierung von Proteinen durch 

Proteinphophatase 1 (PP1) und PP2A (Cohen et al., 1990), sodass phosphorylierte Prot

akkumulieren, und die Analyse phosphorylierter Proteine deutlich erleichtert ist. 

 

BACE-1BACE-1

OA - + +-OA - + +-

matures BACE-1 
immatures BACE-1 

32P 7520

matures BACE-1 
immatures BACE-1 

32P 7520
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Die Autoradiographie zeigt sowohl im unbehandelten Ansatz, als auch nach  

es Signal. Da Phosphorylierung von Membranproteinen in 

 2001a). 

erner konnte gezeigt werden, dass BACE-1 ausschließlich innerhalb der 

Die zytop e von BACE-1 enthält einen einzigen Serin-Rest an Position 

 

Abbildung 21: Phosphorylierung von BACE-1 an S498.   

ACE-1 wt oder BACE-1 S498A 

OA - Behandlung ein deutlich

der Regel erst nach Erreichen des TGN oder späterer subzellulärer Kompartimente 

stattfindet, ist zu erwarten, dass ausschließlich matures BACE-1 phosphoryliert wird. Im 

Gegensatz zur Autoradiographie zeigt der korrespondierende Western Blot, auf dem die 

Gesamtmenge an BACE-1 nachgewiesen wurde, auch immatures BACE-1, so dass davon 

ausgegangen werden kann, dass ausschließlich matures BACE-1 durch Phosphorylierung 

modifiziert wird. 

Diese Vermutung wurde durch Behandlung der Immunpräzipitate nach vorausgegangener 

Phosphorylierung entweder mit Endo H oder PNGase F belegt (Walter et al.,

F

zytoplasmatischen Domäne phosphoryliert wird (Walter et al., 2001a). 

 

lasmatische Domän

498, dessen Phosphorylierung aufgrund der umgebenden Aminosäuresequenz sehr 

wahrscheinlich ist. Um herauszufinden, ob S498 die Phosphorylierungsstelle von BACE-1 

darstellt, wurde BACE-1 mit der Mutation S498A exogen in HEK293 Zellen exprimiert. 

BACE-1 S498A kann, im Gegensatz zu BACE-1 wt, an Position 498 nicht mehr 

phosphoryliert werden. 

75

50

matures BACE-1 
immatures BACE-1 

752332P

S498A
BACE-1

752332P

wt

75

50

matures BACE-1 
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752332P

S498A
BACE-1

752332P
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HEK293 Zellen mit exogener Expression von βAPPwt und entweder B
wurden in Gegenwart von 0,2 µM OA mit [32P]Orthophosphat markiert. BACE-1 wurde aus den Zelllysaten 
mit AK 7523 immunpräzipitiert und die erhaltenen Proteine mittels 12 % SDS-PAGE getrennt. Der 
Nachweis erfolgte durch Autoradiographie (32P) der entsprechenden PVDF-Membran und Detektion des 
BACE-1 Proteins mit AK 7523 auf der selben Membran. 
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BACE-1 S498A wird im Gegensatz zu BACE-1 wt nicht mehr phosphoryliert, obwohl im 

entsprechenden Western Blot große Mengen Protein nachweisbar sind.  

 

Folglich kann festgestellt werden, dass im Zellkulturmodell ausschließlich matures  

BACE-1 an S498 in der zytoplasmatischen Domäne phosphoryliert wird. 

 

3.2.2.2 BACE-1 wird durch CK-1 an S498 phosphoryliert 

ne von BACE-1  

ST BACE-1 CT) hergestellt und in vitro unter Verwendung gereinigter Kinasen 

997) phosphorylieren, wurden als potentielle Negativkontrolle 

verwendet. 

 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass BACE-1 ausschließlich an S498 phosphoryliert 

wird, stellt sich die Frage, welche Kinase die Phosphorylierung katalysiert.  

Um diese Frage beantworten zu können, wurden Fusionsproteine bestehend aus 

Gluthathiontransferase (GST) und der zytoplasmatischen Domä

(G

phosphoryliert. CK-1 und CK-2 wurden verwendet, da die potentielle 

Phosphorylierungsstelle S498 innerhalb eines sauren Erkennungsmotivs lokalisiert ist, und 

diese Kinasen deshalb für die Phosphorylierung dieses Serin-Restes prädestiniert sind 

(Tuazon and Traugh, 1991). PKA und PKC, die unter anderem das β-Sekretase Substrat 

βAPP (Buxbaum et al., 1993; Hung et al., 1993; Nitsch et al., 1992) und PS1 (Walter et al., 

1996; Walter et al., 1
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Abbildung 22: Casein Kinase-1 phosphoryliert BACE-1 an S498.  

(A) Die Fusionsproteine GST BACE-1 CT wt oder  GST BACE-1 CT S498A wurden in vitro durch CK-1, 
CK-2, PKA oder PKC in Gegenwart von [γ32P]ATP phosphoryliert und die Reaktionsansätze mittels 12 % 
SDS-PAGE getrennt. Die Proteine wurden durch Autoradiographie (32P) und Coomassie-Färbung (Co) des 
Gels nachgewiesen. (B) Die katalytische Aktivität der Kinasen wurde durch Verwendung von 1 mg/ml 
Phosvitin als Substrat für CK-1 und CK-2 bzw. 0,5 mg/ml Histon als Substrat für PKA und PKC 
nachgewiesen.  

 

Ausschließlich CK-1 ist in der Lage GST BACE-1 CT wt in vitro zu phosphorylieren  

(vgl. Abbildung 22A), obwohl alle vier verwendeten Kinasen bei Verwendung des 

entsprechenden Kontrollsubstrates aktiv waren (vgl. Abbildung 22B) und vergleichbare 

Proteinmengen eingesetzt wurden (vgl. Abbildung 22A). Bei Verwendung von GST 

BACE-1 CT S498A als Substrat für den in vitro Phsophorylierungsansatz, bleibt auch mit 

CK-1 die Phosphorylierung aus, was S498 als Phosphorylierungsstelle bestätigt. 

 

C P PC
K

-1

K
-2

K
A

K
C

wt

A

C C P P

S498A
BACE-1 CT

K
-1

K
-2

K
A

K
C

32P

Co BACE-1 CT 

CE-1 CTBA

B

C
K

-1
C

K
-2

PK
A

PK
C

32P

 94



Ergebnisse 

Die Phosphorylierung des GST BACE-1 CT wt Fusionsproteins durch Kinasen eines 

HEK293 Zelllysates, kann durch Hymenialdysin (HD), einen Inhibitor für CK-1, Glykogen 

Synthase Kinase 3β (GSK 3β) und Cyclin-abhängige Kinasen, gehemmt werden (Walter  

et al., 2001a). 

Folglich kann davon ausgegangen werden, dass CK-1 eine mögliche Kinase ist, die  

BACE-1 auch in vivo phosphorylieren kann. 

3.2.2.3 BACE-2 wird in vitro von CK1 an S511 phosphoryliert 

Die zytoplasmatischen Domänen von BACE-1 und BACE-2 zeigen nur geringe 

Übereinstimmung, dennoch existiert zu S498 in BACE-1 ein homologes Serin an Position 

511 der AS-Sequenz in BACE-2, das ebenfalls von sauren Resten umgeben ist. An 

Position 510 findet sich ein weiterer Serin-Rest, der ebenfalls eine potentielle 

Phosphorylierungsstelle darstellt.  

 

 

bbildung 23: Vergleich der zytoplasmatischen Domänen von BACE-1 und BACE-2.  

ie Aminosäuresequenzen der zytoplasmatischen Domänen von BACE-1 und BACE-2 sind im 
Einbuchstabencode dargestellt. Die Nummerierungen geben die entprechenden Positionen der AS innerhalb 

atischen Domäne von BACE-2 wt hergestellt. Für die Bestimmung der 

zusätzlich Fusionsproteine mit folgenden 

49
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51
1

51
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D

der gesamten Aminosäuresequenz wieder. 

 

Um herauszufinden, ob und an welchem Serin-Rest die zytoplasmatische Domäne von 

BACE-2 phosphoryliert wird, wurde analog zu BACE-1 ein Fusionsprotein aus GST und 

der zytoplasm

bevorzugten Phosphorylierungsstelle wurden 

Mutationen hergestellt: S510A, S511A und S510/511A. 

Die in vitro Phosphorylierung wurde analog zu der von BACE-1 durchgeführt  

(vgl. 3.2.2.2). 
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Abbildung 24: CK-1 phosphoryliert BACE-2 in vitro ausschließlich an S511.  

Die Fusionsproteine GST BACE-2 CT wt, GST BACE-2 CT S510A, GST BACE-2 CT S511A oder GST 
BACE-2 CT S510/511A wurden in vitro γ32

phosphoryliert und die Reaktionsansätze
32

 durch CK-1, CK-2, PKA oder PKC in Gegenwart von [ P]ATP 
 mittels 12 % SDS-PAGE getrennt. Die Proteine wurden durch 

utoradiographie ( P) und Coomassie-Färbung (Co) des Gels nachgewiesen.  

 

Wie BACE-1 wird auch BACE-2 

PKA, PKC und CK-2 keine W

 

gl. Abbildung 22B) und in allen vier Reaktionsansätzen ausreichende Mengen Protein 

511 wird die 

K-1 aus HEK293 Zelllysaten phosphoryliert BACE-2 in vitro. 

EK293 Zelllysate wurden in Gegenwart von Hymenialdisin (HD), 5,6-Dichlorobenzimidazol-1-β-D-
ribofuranosid (DRB) oder der entsprechenden Menge DMSO (-) mit Fusionsprotein GST BACE-2 CT wt 
inkubiert. Als Kontrolle wurde GST ohne weiteren Fusionsanteil verwendet. Anschließend wurden die 
Fusionsproteine unter Verwendung von GSH-Sepharose aus den Reaktionsansätzen isoliert und mittels 12 % 
SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Autoradiographie (32P) und Coomassie-
Färbung (Co) des Gels. 

 

A

in vitro spezifisch durch CK-1 phosphoryliert, während 

irkung zeigen (vgl. Abbildung 24 obere Spalte), obwohl alle 

verwendeten Kinasen in Gegenwart ihrer Kontrollsubstrate aktiv waren 

(v

eingesetzt wurden (vgl. Abbildung 24 untere Spalte). Durch Mutation von S

Phosphorylierung von BACE-2 durch CK-1 vollständig verhindert (vgl. Abbildung 24 

obere Spalte). 
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Werden anstelle gereinigter Proteinkinasen, Zelllysate als Quelle für die Kinasen 

verwendet, kann die Phosphorylierung von GST BACE-2 CT wt durch CK-1 ebenfalls 

reproduziert werden. In Gegenwart des CK-1 spezifischen Inhibitors HD (vgl. 3.2.2.2) 

bleibt die Phosphorylierung aus, während unter Verwendung von  

5,6-Dichlorobenzimidazol-1-β-D-ribofuranosid (DRB) einem spezifischen Inhibitor für 

CK-2 (Zandomeni et al., 1986), die Phosphorylierung des Fusionsproteins immer noch 

möglich ist. Bei Verwendung von GST als Substrat bleibt die Phosphorylierung aus. 

Folglich ist die Phosphorylierung der Fusionsproteine nicht auf eine artifizielle 

Phosphorylierung dieses GST-Anteils zurückzuführen (vgl. Abbildung 25).  

ie Ergebnisse verdeutlichen, dass auch BACE-2 in vitro innerhalb der zytoplasmatischen 

ahmen dieser Arbeit 

Sulfotransferase (TPST) ausschließlich auf das TGN beschränkt ist. 

Membranproteine werden weiterhin nur in ihrer Ektodomäne sulfatiert, da die Domäne der 

TPST, die das aktive Zentrum enthält, im Lumen des TGN lokalisiert ist (Niehrs et al., 

1994). Eine aktive Desulfatierung der Tyrosinreste konnte bisher nicht nachgewiesen 

werden (Huttner, 1988).  

Für βAPP selbst konnte in vorangegangenen Arbeiten Tyrosinsulfatierung nachgewiesen 

werden (Oltersdorf et al., 1990; Weidemann et al., 1989). Im folgenden wurde untersucht, 

eise modifiziert werden. 

D

Domäne an S511 durch CK-1 phosphoryliert werden kann. Im R

konnten jedoch keine schlüssigen Daten erhalten werden, die bestätigen, dass BACE-2 

auch in vivo phosphoryliert wird. 

 

3.2.3 Sulfatierung 

Proteine des sekretorischen Prozessierungsweges können sowohl durch kovalente Bindung 

von Sulfatresten an die komplexen Oligosaccharidseitenketten als auch an Tyrosin-Reste 

unmittelbar im Aminosäuregerüst modifiziert werden. (Huttner, 1988). Tyrosinsulfatierung 

konnte bisher ausschließlich an Proteinen des sekretorischen Prozessierungsweges 

nachgewiesen werden. Grund hierfür ist vermutlich, dass die Lokalisierung der 

Tyrosylprotein 

ob BACE-1 und BACE-2 ebenfalls auf diese W

 

 97



Ergebnisse 

HEK293 Zellen mit exogener Expression von βAPPwt, BACE-1 oder BACE-2 wurden mit 

ert. Die Proteine 
mittels 10 % SDS-PAGE getrennt und nach Protein-Transfer mittels Autoradiographie (35S) und 

etektion der selben Membran mit den entsprechenden AK (WB) nachgewiesen. 

 

[35S]-Sulfat markiert und die entsprechenden Proteine mittels Immunpräzipitation isoliert. 

Um zwischen Sulfatierung des Aminosäuregerüstes und der Oligosacchridseitenketten 

unterscheiden zu können, wurde jeweils die Hälfte des Präzipitates mit PNGase F 

behandelt (vgl. 3.2.1) 

PNGase F - +
BACE-1

 

 

Abbildung 26: In vivo Sulfatierung von BACE-1 und BACE-2.  

HEK293 Zellen mit exogener Expression von BACE-1 (A) oder BACE-2 (B) wurden 2 h mit [35S]-Sulfat 
markiert. Anschließend wurde BACE-1 mit AK 7520 und BACE-2 mit AK 7525 immunpräzipitiert. Jeweils 
50 % des Präzipitates wurde über Nacht mit (+) oder ohne (-) PNGase F bei 37 oC inkubi
wurden 
D
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Die mature Form des BACE-1 Proteins zeigt einen deutlich nachweisbaren Sulfateinbau. 

Nach Deglykosylierung mittels PNGase F ist jedoch kein radioaktives Signal mehr 

detektierbar (vgl. Abbildung 26A). BACE-2 hingegen bleibt auch nach Behandlung mit 

PNGase F radiomarkiert (vgl. Abbildung 26B). Aus diesem Ergebnis kann geschlossen 

werden, dass BACE-1 ausschließlich innerhalb seiner Oligosaccharidseitenketten sulfatiert 

wird, während BACE-2 auch eine kovalente Sulfataddition innerhalb seines 

Aminosäuregerüstes aufweist. Da das radioaktive Signal im Falle von BACE-2 nach  

PNGase F Behandlung stark abnimmt, muss geschlossen werden, dass auch BACE-2 

zusätzlich innerhalb der Kohlehydratreste sulfatiert wird. 

Eine computergestütze Sequenzanalyse liefert nur einen Tyrosin-Rest in der BACE-2 

Ektodomäne, der für die Sulfatierung in Betracht kommt, was erklärt, warum das 

radioaktive Signal verglichen mit dem Proteinnachweis im Western Blot sehr schwach ist. 
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3.3 Subzelluläre Lokalisierung von BACE-1 und BACE-2 

Zahlreiche Proteine sind, in Abhängigkeit von bestimmten Signalsequenzen, in definierten 

Kompartimenten der Zelle lokalisiert, anderen ist kein Kompartiment eindeutig 

zuzuweisen. Bei Membran- und sekretorischen Proteinen ist die Zuordnung zu bestimmten 

Kompartimenten häufig erschwert, da sie während der Maturierung den sekretorischen 

Prozessierungsweg vollständig durchlaufen und deshalb in allen Kompartimenten 

nachweisbar sind. 

 

3.3.1 Oberflächenlokalisierung von BACE-1 und BACE-2 und 
Reinternalisierung in endosomale Kompartimente 

Viele proteolytische Prozesse, u.a. auch die Spaltung von βAPP durch α-Sekretase, finden 

evorzugt an der Zelloberfläche statt (Lammich et al., 1999; Sisodia, 1992). Deshalb stellte 

sich die Frage, ob auch BACE-1 und BACE-2 an der Zelloberfläche lokalisiert sind. Eine 

gute und sensitive Methode zum Nachweis von Oberflächenproteinen ist die 

Biotinylierung. Dabei wird ein nicht zellgängiges Biotinderivat mittels einer  

N-hydroxysulfosuccinimidester-Gruppe kovalent an die Aminogruppen der 

Oberflächenproteine gebunden (Green et al., 1971). Durch Präzipitation mit Streptavidin 

konjugierter Sepharose können die biotinmarkierten Proteine selektiv isoliert werden 

(Chaiet and Wolf, 1964; Wilcheck M. and Bayer E.A., 1990). Die Biotinylierung von 

BACE-1 und BACE-2 wurde mit HEK293 Zellen die entweder BACE-1 oder BACE-2 

exogen exprimieren durchgeführt. 

 

 

Abbildung 27: Die maturen Formen von  BACE-1 und BACE-2 sind an der Zelloberfläche lokalisiert. 

Die Oberflächenproteine von HEK293 Zellen mit exogener Expression von BACE-1 (A) oder BACE-2 (B) 
wurden mit EZ-linkTM Sulfo-NHS-SS-Biotin markiert und mit Streptavidin konjugierter Sepharose (Strept.) 
isoliert. Parallel dazu wurde BACE-1 mit AK 7520 und BACE-2 mit AK 7525 isoliert. Die so gewonnen 
Proteine wurden mittels 10 % SDS-PAGE getrennt und BACE-1, im Western Blot mit AK 7520 bzw. 
BACE-2 mit AK 7524 nachgewiesen. 
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Sowohl BACE-1 als auch BACE-2 sind an der Zelloberfläche lokalisiert. Bemerkenswert 

, sind nun ebenfalls biotinmarkiert.  

m diese Proteine von den an der Zelloberfläche verbliebenen Proteinen zu unterscheiden, 

ubationszeit 

durch Reduktion der Dislufidbrücke im

Biotinm

 direkt lysiert (-) und die biotinylierten Proteine mit Streptavidin 
wonnen Proteine wurden mittels 10 % SDS-PAGE getrennt und 

ACE-1, im Western Blot  mit AK 7520 bzw. BACE-2 mit AK 7524 nachgewiesen. 

 

Die Behandlung mit Glutathion-Puffer zum Zeitpunkt 0 unmittelbar nach der 

Biotinylierung, führt zu einer vollständigen Entfernung der Biotinmarkierung bei BACE-1 

und BACE-2, während im unbehandelten Kontrollansatz beide Proteine mit Streptavidin 

konjugierter Sepharose isoliert werden konnten. Bereits nach einer Inkubationszeit von  

15 min bei 37 oC ist eine deutlich nachweisbare BACE-1 Fraktion resistent gegen die 

ehandlung mit Glutathion-Puffer, während BACE-2 nahezu vollständig an der 

 

ist, dass selektiv die mature Form des BACE-1 bzw. BACE-2 biotinyliert wird.  

 

Um herauszufinden, ob und wie schnell BACE-1 und BACE-2 von der Zelloberfläche 

reinternalisiert werden, wurden die Zellen nach Biotinylierung bis zu 1 h bei 37 oC 

inkubiert. Proteine, die während der Inkubationszeit von der Zelloberfläche zurück in das 

Zellinnere gelangen

U

wurde das an die Oberflächenproteine gebundene Biotin nach Ende der Ink

 Biotinderivat mit Glutathion-Puffer entfernt. Die 

arkierungen im Inneren der Zelle sind hingegen resistent gegen die Behandlung 

mit dem reduzierenden Puffer. 

 

 

Abbildung 28: BACE-1 wird schnell von der Zelloberfläche reinternalisiert, BACE-2 hingegen nicht.  

HEK293 Zellen mit exogener Expression von BACE-1 oder BACE-2 wurden mit EZ-linkTM Sulfo-NHS-SS-
Biotin markiert und für die angegebenen Zeitintervalle bei 37 oC inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
mit Glutathion-Puffer behandelt (+) oder
konjugierter Sepharose isoliert. Die so ge

BACE-2
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Zelloberfläche verbleibt. Auch nach 1 h Inkubation bei 37 oC ist keine Reinternalisierung

von BACE-2 nachweisbar, während die reinternalisierte Proteinmenge von BACE-1 mit 

steigender Inkubationszeit stetig zunimmt. 
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Das Ergebnis zeigt, dass BACE-1 nach Erreichen der Zelloberfläche sehr schnell 

 innerhalb 

einer Ektodomäne proteolytisch gespalten wird und in den extrazellulären Raum 

influsst die subzelluläre 

 et al., 1998).  

m herauszufinden, ob die Phosphorylierung von BACE-1 an S498 tatsächlich für einen 

dieser zellulären Transportvorgänge verantwortlich ist, wurden zwei Mutanten von  

BACE-1 generiert. BACE-1 S498D enthält statt eines Serin-Restes einen negativ 

geladenen Aspartat-Rest und ahmt somit den phosphorylierten Zustand des Proteins nach, 

während S498A, mit einem hydrophoben Rest anstelle des Serin-Restes den 

unphosphorylierten Zustand repräsentiert. Die Expression dieser beiden Mutanten wurde 

er Behandlung der Zellen mit phosphorylierungsstimmulierenden bzw. –hemmenden 

reinternalsiert wird, während BACE-2 entweder lange an der Zelloberfläche verbleibt und 

unmittelbar nach der Reinternalisierung vollständig abgebaut wird, oder aber

s

sezerniert wird. 

 

3.3.2 Die Phosphorylierung des BACE-1 bee
Lokalisierung  

Proteinphosphorylierung reguliert u.a. den Transport von Proteinen zwischen den 

Kompartimenten wie z.B. die Reinternalisierung von der Zelloberfläche, den Transport aus 

dem Golgi–Apparat an die Zelloberfläche oder den Rücktransport zum TGN (Alberts et al., 

2002; Jones et al., 1995; Molloy

U

d

Agentien vorgezogen, um unspezifische Effekte zu vermeiden.  
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Abbildung 29: Mutationen an S498 von BACE-1 beeinflussen die subzelluläre Lokalisierung des  
                            Proteins. 

HEK293 Zellen mit exogener Expression von BACE-1 wt (A/B), BACE-1 S498D (C/D) oder BACE-1 
S498A (E/F) wurden auf Polylysin beschichteten Deckgläsern ausgesät, fixiert und mit Triton X-100 
permeabilisiert. BACE-1 wurde mit AK 7523 (A/C/E) markiert. Als Marker-Protein für den Golgi-Apparat 
diente Giantin (B/D/F). 

 

BACE-1 wt und BACE-1 S498D zeigen eine vergleichbare Lokalisierung, die teilweise 

mit der Lokalisierung von Giantin übereinstimmt, sich darüber hinaus aber auch auf 

vesikuläre Kompartimente erstreckt. BACE-1 S498A hingegen weist weniger 

Kolokalisierung mit Giantin auf, ist aber stattdessen verstärkt in vesikulären Strukturen 

nachweisbar. Diese Beobachtung ist nicht auf einen klonalen Effekt der verwendeten 

Einzelzellklone zurückzuführen, da die Ergebnisse mit unterschiedlichen Zellklonen, sowie 

durch transiente Transfektion reproduziert werden konnten (Walter et al., 2001a). 

Die Unterschiede in der subzelluären Lokalisierung sind auch nicht auf 

Maturierungsdefekte der mutierten BACE-1 Varianten zurückzuführen, sondern beruhen 

auf verändertem Rücktransport des Proteins zum TGN (Walter et al., 2001a). 

Ausgeschlossen werden konnte ferner, dass die BACE-1 Reinternalisierung von der 

Zelloberfläche phosphorylierungsabhängig erfolgt (Walter et al., 2001a). In diesem 

Zusammenhang spielt vielmehr ein LLK-Motiv im C-Terminus des Proteins eine wichtige 

Rolle (Huse et al., 2000). 
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass BACE-1 unabhängig von seinem 

Phophorylierungsstatus von der Zelloberfläche in frühe endosomale Kompartimente 

reinternalisiert wird, anschließend aber nur die phosphorylierte Form des Proteins in späte 

Endosomen und zurück zum TGN transportiert wird. In den zuletzt genannten 

Kompartimenten ist darüberhinaus auch eine Kolokalisierung des Enzyms mit seinem 

Substrat βAPP nachweisbar. 

BACE-2 wird hingegen nach erfolgtem Transport zur Zelloberfläche offenbar nicht 

reinternalisiert, sondern entweder in den extrazellulären Raum sezerniert oder äußerst 

rasch nach Reinternalisierung abgebaut. Im Gegensatz zu BACE-1 erfolgt kein 

phosphorylierungsabhängiger Rücktransport aus Endosomen ins TGN. 

 

3.4 Einfluss von BACE-1 und BACE-2 auf die Prozessierung von 

βAPP und auf die Folgeprozessierung der Aβ-Spezies 

weisen die klassischen Aminosäuremotive einer Aspartylprotease 

D-T/S-G- bilden im fertig gefalteten Protein das katalytisch aktive Zentrum.  Da es sich 

proteine. 

BACE-1 und BACE-2 

auf (vgl. 1.2). 

Die für Vertreter der Pepsinfamilie typischen hoch konservierten Sequenzmotive  

–

bei BACE-1 und BACE-2 um Transmembranproteine des Typ I handelt, befindet sich das 

aktive Zentrum der beiden Proteasen im Lumen von Vesikeln oder Organellsystemen bzw. 

im extrazellulären Raum. 

 

3.4.1 Antikörper zum Nachweis von βAPP und seinen 

Prozessierungsprodukten 
βAPP gehört ebenfalls zur Gruppe der glykosylierten Typ I Transmembran

Während des Transportes vom ER zum Golgi-Apparat und schließlich zur Zelloberfläche 

kann βAPP von α-, β- oder γ-Sekretasen proteolytisch prozessiert werden (vgl. 1.3.2). Die 

zum Nachweis der einzelnen proteolytischen Fragmente verwendeten Antikörper sind in 

Abbildung 30 dargestellt. 
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Abbildung 30: Schematische Darstellung des βAPP-Proteins und der entsprechenden Antikörper  
                  Epitope. 

azeichnung des βAPP. Die zelluläre Membran wird durch einen grauen 

          

Dargestellt ist eine Schem Kasten 

inosäuresequenz im Einbuchstabencode dargestellt. Die potentiellen Schnittstellen der 

.3.2). AK 5313 (Walter et al., 2000) kann zum Nachweis aller 

APPs Spezies verwendet werden. Eine Unterscheidung zwischen βAPPsα und βAPPsβ 

werden  βAPPsα wird AK 1736 (Haass et al., 1992b) 

6687

symbolisiert. Die Ektodomäne des Proteins ist grün und die intrazellulare Domäne (AICD) rot markiert. Die 
Aβ-Domäne wird durch einen vergrößerten blau unterlegten Kasten symbolisiert und ist zusätzlich mit 
Angabe der Am
Sekretasen sind durch Pfeile symbolisiert und die Antigenepitope der verschiedenen Antikörper sind 
entsprechend gekennzeichnet. 

 

AK 6687 (Walter et al., 2000) ist gegen die zytoplasmatische Domäne des βAPP-Proteins 

gerichtet und detektiert alle membrangebundenen βAPP Spezies (βAPP Holoprotein, APP 

CTF) sowie AICD (vgl. 1

β

ist nicht möglich. Neben βAPPs kann auch βAPP Holoprotein mit AK 5313 detektiert 

. Zum spezifischen Nachweis von

verwendet. Es handelt sich hierbei um einen neoepitopspezifischen AK, der ausschließlich 

mit βAPPs Spezies reagiert, die C-terminal im Bereich der α-Sekretase Schnittstelle enden.  

...ISEVKM DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV IA

5313

1736

β αβ11 γ42γ40

192 wt

N‘ C‘

β α γ
6687

...ISEVKM DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV IA

5313

1736

β αβ11 γ42γ40

192 wt

N‘ C‘

ββ αα γγ
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Ein charakteristisches Produkt der β-Sekretase Spaltung ist βAPPsβ. Zum spezifischen 

achweis dieses Spaltproduktes dient AK 192wt (Seubert et al., 1993), ebenfalls ein 

neoepitopspezifischer AK, der ausschließlich βAPPs-Spezies erkennt, die durch  

β-Sekretase Spaltung vor Asp1 der Aβ-Domäne aus βAPPwt hervorgehen. AK 192wt ist 

nur zum Nachweis von denaturiertem Protein geeignet und kann deshalb ausschließlich zur 

Detektion im Western Blot eingesetzt werden und nicht zur Immunpräzipitation von 

nativem βAPPsβ. 

Im Gegensatz zu AK 5313 reagieren AK 1736 und AK 192wt nicht mit βAPP Holoprotein 

(Haass et al., 1992b; Seubert et al., 1993). 
 

 

(Wild-Bode et al., 1997) ist gegen die AS 1-42 der Aβ-Domäne gerichtet und erkennt alle 

Aβ-Spezies. AK 6E10 (AS 1-17) erkennt N-terminal verkürzte Aβ-Spezies nicht, 

wohingegen AK 4G8 (AS 17-24) eine Identifizierung N-terminal verkürzter Peptide, wie 

z.B. p3, ermöglicht. 

 

N

extrazellulärer Raum/

Membran
vesikuläres Lumen

Zytosol
extrazellulärer Raum/

Membran
vesikuläres Lumen

Zytosol

 

Abbildung 31: Darstellung der Anitkörper gegen Aβ-Spezies mit ihren Epitopen.   

Dargestellt ist die Aβ-Sequenz im Einbuchstabencode. Die Antigenepitope der verschiedenen Antikörper 
sind entsprechend gekennzeichnet. 

 

Zum Nachweis der Aβ-Peptide stehen drei verschiedene AK zur Verfügung. AK 3926 

3926
...ISEVKM DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV IA

β αβ11 γ42γ40

N‘ C‘

β α γ

6E10 4G8
3926

...ISEVKM DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV IA
β αβ11 γ42γ40

N‘ C‘

ββ αα γγ

6E10 4G8
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3.4.2 Prozessierung von βAPP durch BACE-1 und BACE-2 

Die dominante Aβ-Spezies in Plaques eines an der Alzheimer Krankheit erkrankten 

Patienten sowie in verschiedenen Zellkulturmodellen, beginnt mit Asp11 (Aβ 1-40/42) 

(Glenner and Wong, 1984; Haass et al., 1992b; Masters et al., 1985a; Roher et al., 1993). 

Folglich muss die bevorzugte Schnittstelle der β-Sekretase zwischen M595 und D596, 

bezogen auf APP695, liegen.  

inal verkürzte Aβ-Spezies (Haass et al., 1992b; 

ang et al., 1996). Die prominenteste unter diesen kürzeren Peptiden, ist Aβ 11-40/42 

Gouras et al., 1998; Haass et al., 1992b). Inhibitor-Studien legen nahe, dass die 

Prozessierung an Asp1 und Glu11 von der selben Protease katalysiert wird, während die 

übrigen, z.B. bei Val3 beginnenden Peptide eventuell auch durch andere Proteasen 

entstehen können (Capell et al., 1996; Citron et al., 1996; Gouras et al., 1998). 

 

3.4.2.1 BACE-1 schneidet βAPP an Position 1 und 11 der Aβ-Domäne 

BACE-1 erfüllt alle von der β-Sekretase geforderten Kriterien [(Vassar et al., 1999) und 

vgl. auch 1.3.4.1.]. Es konnte gezeigt werden, dass BACE-1 im verwendeten 

Zellkulturmodell membrangebundenes βAPP vor Asp1 und Glu11 schneidet (Farzan et al., 

2000; Vassar et al., 1999). Dieses Ergebnis wird in Abbildung 32 bestätigt. 

                                                

Neben den an Asp1 beginnenden Aβ-Spezies findet man vor allem in neuronalen 

Zellkulturmodellen auch zahlreiche N-term

W

(

 

 
1 Um die Nummerierung der Aβ-Peptide unabhängig von Isoformen des βAPP zu machen, wird 
entsprechend der allgemein gebräuchlichen Nummerierung D596, bezogen auf βAPP695, mit Asp1 
bezeichnet. Die folgenden AS der Aβ Domäne werden fortlaufend nummeriert. 
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Abbildung 32: BACE-1 katalysiert die Spaltung von βAPPwt an Asp1 und Glu11.  

HEK293 Zellen mit exogener Expression von βAPPwt sowie mit oder ohne (Kontrolle) exogener BACE-1 
Expression wurden 4 h mit [35S]Methionin/Cystein markiert. βAPP CTFs wurden aus den Zelly
6687 und Aβ-Spezies aus den konditionierten Medien mit AK 3926 präzipitiert. Abgebildet ist eine 

6687 * βAPP CTFβGlu11

saten mit AK 

utoradiographie der PVDF Membran nach Trennung der Proteine mittels Tris-Tricine Gel und Protein-
Transfer. 

β

deren Natur in diesem Zusammenhang nicht explizit untersucht wurde, bei der es sich aber 

 N-terminal verkürzte βAPP CTF handeln könnte (Haass et al., 1992b). 

Im korrespondierenden konditionierten Medium wird hauptsächlich p3, das nach 

Prozessierung durch γ-Sekratease aus βAPP CTFα entsteht, nachgewiesen (vgl. 1.3.2). 

Daneben findet sich auch Aβ 1-40/42, das γ-Sekretase Produkt aus βAPP CTFβAsp1  

(Haass et al., 1992b). 

Wird nun zusätzlich BACE-1 in dieser Zelllinie exprimiert, findet sich im Lysat, ein 

weiteres C-terminales βAPP Fragment (βAPP CTF-βGlu11), dessen Molekulargewicht 

zwischen dem des βAPP CTFβAsp1 und βAPP CFTα liegt. βAPP CTFβAsp1 entsteht 

verglichen mit der Kontrollzellinie in größerem Umfang, während βAPP CTFα kaum 

nachweisbar ist. 

A

 

Wie erwartet ist in Zellen, die ausschließlich APPwt exogen exprimieren, primär ein  

C-terminales βAPP Fragment nachweisbar, das auf die Prozessierung durch α-Sekretase 

zurückzuführen ist [βAPP CTFα; (Haass et al., 1993)]. βAPP CTFβAsp1 ist nur zu einem 

sehr geringen Anteil vorhanden, darüber hinaus ist eine zusätzliche Bande (*) nachweisbar, 

um

Aβ 1−40/42

p3
Aβ 11−40/42

3926

βAPP CTFβGlu11

βAPP CTFβAsp1βAPP CTFβAsp1

βAPP CTFαβAPP CTFα
6687 *

Aβ 1−40/42Aβ 1−40/42

p3p3
Aβ 11−40/42Aβ 11−40/42

3926

 108



Ergebnisse 

Ein ähnliches Bild zeigt sich im zugehörigen Zellkulturüberstand. Aβ 1-40/42 entsteht wie 

erwartet verstärkt, während p3 kaum nachweisbar ist. Zusätzlich ist eine Bande mit 

größerem Molekulargewicht als p3 detektierbar. 

Die Identität dieses Peptids wurde in einer anderen Arbeit durch Radiosequenzierung 

ermittelt (Capell et al., 2002). Es handelt sich um Aβ 11-40/42. 

 

3.4.2.2 BACE-2 schneidet βAPP an Position 20 der Aβ-Domäne 

Die beiden Enzyme BACE-1 und BACE-2 sind zu 64 % homolog (vgl. 1.3.4.3), gleichen 

sich hinsichtlich ihrer Glykosylierung (vgl. 3.2.1) und besitzen konservierte 

spartylmotive, die ihre Eigenschaft als Proteasen bestimmen (vgl. 1.2. und 1.3.4). Trotz 

dieser Gemeinsamkeiten zeigen BACE-1 und BACE-2 deutliche Unterschiede bezüglich 

den legen nahe, dass BACE-2 βAPP vorzugsweise nach Phe19 oder Phe20 der 

β-Domäne schneidet, während zu den von BACE-1 bevorzugten Prozessierungstellen 

A

ihres subzellulären Transportes (vgl. 3.3). Folglich stellt sich die Frage, ob BACE-2 

ebenfalls in der Lage ist βAPP in vivo katalytisch zu spalten und ob die bevorzugten 

Schnittstellen denen des BACE-1 gleichen. In vitro Experimente mit synthetischen  

Aβ-Pepti

A

Glu11 und Asp1 keine oder nur eine sehr geringe Affinität besteht (Farzan et al., 2000). 

Um diesen Sachverhalt im Zellkulturmodell nachvollziehen zu können, wurden folgende 

HEK293 Zelllinien etabliert: 

 

 Exogene Expression von 
Bezeichnung der βAPPwt BACE-1 BACE-2 
Zelllinie 
Kontrolle +   
BACE-1 + +  
BACE-2 +  + 
BACE-1/ BACE-2 + + + 
 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten Zelllinien.  

Die in der entsprechenden Zelllinie exogen exprimierten Proteine sind jeweils mit „+“ gekennzeichnet. 
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3Abbildung 3: Proteinexpressio  den verwend n Zelllinien.  

 Membranpräparationen der entsprechenden Zelllinien, wurden jeweils 100 µg Gesamtprotein 
E getren BACE-1 wur ach Western Blot mit AK 7520 nachgewiesen (A), 

(B). (C) Zum Nachweis von APPwt wurden ie entsprechenden Zelllinien 4 h mit 
S]Methionin/Cystein markiert und anschließend βAPP aus Zelllysaten  mit AK 6687 immunpräzipitiert. 

ittels 8 % SDS-PAGE und 

n in ete

(A und B) Von
mittels 12 % SDS-PAG

ACE-2 mit AK 7524 
nt. de n

βB
[

 d
35

Abbgebildet ist eine Autordiographie der PVDF-Membran nach Trennung m
Protein-Transfer.  
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Alle verwendeten Zelllinien exprimieren vergleichbare Mengen immatures βAPPwt  

(vgl. Abbildung 33C). Zelllinien, die eine der beiden Proteasen exogen exprimieren, 

weisen eine starke Reduktion an maturem βAPPwt auf. Eine mögliche Ursache kann eine 

aufgrund der exogen exprimierten Proteasen erhöhte Prozessierung von maturen βAPPwt 

sein. 

BACE-2 wird ebenfalls in den beiden entsprechenden Zelllinien in vergleichbaren Mengen 

exprimiert (vgl. Abbildung 33B). Bezüglich der BACE-1 Expression fällt zum einen auf, 

dass in BACE-1 und BACE-2 coexprimierenden Zellen mehr immatures BACE-1 

nachweisbar ist, als in ausschließlich BACE-1 exprimierenden Zellen. Zum anderen 

verändert sich das Muster der C-terminalen Abbauprodukte des BACE-1 in Gegenwart von 

BACE-2 (vgl. Abbildung 33A). Die Gesamtmenge an BACE-1 in den beiden Zelllinien ist 

aber vergleichbar, da die BACE-1/BACE-2 exprimierende Zelllinie aus der ausschließlich 

BACE-1 exprimierenden Linie hervorgegangen ist (vgl. 2.2.7). 

Verglichen mit der BACE-2 Expression in den entsprechenden Zelllinien, entsteht der 

Eindruck, dass BACE-1 deutlich höher exprimiert wird als BACE-2. Da zur Detektion von 

BACE-1 und BACE-2 unterschiedliche polyklonale Antiseren verwendet wurden, ist 

jedoch ein direkter Vergleich der Enzymmengen nicht möglich.  

Der Einfachheit halber wurden exemplarisch nur die zur weiteren Analyse verwendeten 

klonalen Zelllinien dargestellt. Insbesondere die Auswirkungen einer Koexpression von 

BACE-1 und BACE-2 sind aber in zahlreichen weiteren Einzelzellklonen vergleichbar. 

 

Um die katalytische Spezifität von BACE-2 bezüglich βAPP mit der von BACE-1 zu 

it [35S]Methionin/Cystein 

arkiert und anschließend die proteolytischen Prozessierungsprodukte von βAPP 

vergleichen, wurden die oben beschriebenen Zelllinien 4 h m

m

analysiert. 
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Abbildung 34: βAPPs in BACE-1 und BACE-2 exprimierenden Zellen.  

Die angegebenen Zelllinien wurden 4 h mit [35S]Methionin/Cystein markiert und anschließend βAPPs aus 
den konditionierten Medien mit AK 5313 immunpräzipitiert. Abgebildet 
PVDF-Membran nach Trennung der Proteine durch 8 % SDS-PAGE und Prot

ist eine Autoradiographie der 
ein-Transfer. 

ies 

tivität sowohl von BACE-1 als auch BACE-2 

den Zellen ist vergleichbar mit dem in der Kontrollzellinie. In der Zelllinie die 

beide Proteasen exogen exprimiert findet sich eine Mischung aus beiden βAPPs Spezies. 

Wie gezeigt werden konnte sezernieren die Kontrollzelllinien überwiegend βAPPsα, das 

aus der Prozessierung von βAPPwt durch die α-Sekretase hervorgeht (Haass et al., 1992b). 

In BACE-1 exprimierenden Zellen entsteht jedoch überwiegend βAPPsβ, das auf die 

Prozessierung von βAPP an Asp1 der Aβ-Domäne zurückzuführen ist (Vassar et al., 

1999). In Verbindung mit den Daten von Farzan et al. liegt die Vermutung nahe, dass es 

sich bei der βAPPs Spezies in BACE-2 exprimierenden Zellen ebenfalls um eine βAPPsα 

ähnliche Spezies (βAPPsα’) handelt.  

 

In den konditionierten Medien der Zellen mit Expression eines der beiden Enzyme findet 

sich eine deutliche Erhöhung der βAPPs Menge verglichen mit der Kontrollzelllinie. D

unterstreicht erneut die proteolytische Ak

bezüglich βAPPwt. Weiterhin fällt auf, dass die βAPPs Spezies in BACE-2 

exprimierenden Zellen ein geringfügig höheres Molekulargewicht aufweisen, als in  

BACE-1 transfizierten Zellen. Das Molekulargewicht der βAPPs Spezies in BACE-2 

exprimieren
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Aus diesem Grund wurden konditionierte Medien der verschiedenen Zelllinien mit  

K 1736 immunpräzipitiert und so spezifisch die Veränderung von sezerniertem 

βAPPsα/α’ betrachtet. 

 

 

bbildung 35: Qualitative und quantitative Analyse von βAPPsα/α’ in BACE-1 und BACE-2  

elllinien wurden  
5 min mit [35S]Methionin/Cystein markiert und anschließend 4 h mit nicht radioaktivem Medium inkubiert. 
APPwt wurde mit AK 6687 aus den Lysaten und βAPPsα/α’ mit AK 1736 aus den konditionierten Medien 
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35(A) Die angegebenen Zelllinien wurden 4 h mit [ S]-Methionin/Cystein markiert und anschließend 
βAPPsα/α’ aus den konditionierten Medien mit AK 1736 immunpräzipitiert. Abgebildet ist eine 
Autoradiographie der PVDF-Membran nach Trennung der Proteine durch 8 % SDS-PAGE und Protein-
Transfer. (B) Quantitative Auswertung der βAPPsα/α’ Sezernierung. Die angegebenen Z
1
β
immunpräzipitiert. Dargestellt ist die Menge an sezerniertem βAPPsα/α’ nach 4 h bezogen auf die 
Gesamtmenge an immaturem βAPP unmittelbar nach der radioaktiven Markierung. Mittelwerte und 
Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten sind angegeben.  

 

Verglichen mit der Kontrollzelllinie ist in BACE-2 exprimierenden Zellen ein zweifacher 

Anstieg der βAPPs α/α’ Sezernierung festzustellen (p= 0,009; Student’scher t-Test). In 

BACE-1 exprimierenden Zellen hingegen nimmt die βAPPsα/α’Sezernierung im 

Vergleich zur Kontrollzellinie auf fast ein viertel ab (p= 0,006; Student’scher t-Test). Dies 

lässt den Schluss zu, dass zum einen in BACE-1 exprimierenden Zellen die α-Sekretase 

Prozessierung des βAPP zu Gunsten der β-Sekretase Prozesierung zurückgedrängt ist 

(Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999) und zum anderen BACE-2 im zellulären System 

bezüglich membrangebundenem βAPPwt eine andere katalytische Spezifität besitzt als 

BACE-1. 
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Tendenziell zeigen Zellen die beide Proteasen exogen exprimieren wie auch Zellen mit 

ausschließlich exogener BACE-2 Expression einen Anstieg der βAPPsα/α’ Sezernierung 

im Vergleich zur Kontrollzellinie. Ein statistisch signifikantes Ergebnis konnte in diesem 

usammenhang jedoch nicht reproduzierbar bestätigt werden. 

Zur Ermittlung der exakten Schnittstelle von BACE-2 bezüglich βAPP, wurden im 

folgenden die korrespondierenden βAPP CTF untersucht.  

 

zelllinie (rot) und Zellen mit exogener BACE-2 Expression (blau) wurden 6 h mit [3H]-Valin 
ießend wurden βAPP CTFs mit AK 6687 isoliert und mittels Tris Tricine Gel getrennt. Die 

den in der Abbildung markierten Banden entsprechenden Banden, wurden isoliert und radiosequenziert. 
Angegeben ist die relative Radioaktivität in cpm pro Zyklus. Die entsprechenden Proteinsequenzen sind im 
Einbuchstabencode dargestellt. 
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Abbildung 36: βAPP CTF in BACE-1 und BACE-2 exprimierenden Zellen und Radiosequenzierung  
                          der entsprechenden βAPP CTF.  

(A) Die angegebenen Zelllinien wurden 4 h mit [35S]Methionin/Cystein markiert und anschließend βAPP 
CTF aus den Zelllysaten mit AK 6687 immunpräzipitiert. Abgebildet ist eine Autoradiographie der  
PVDF-Membran nach Trennung der Proteine mittels Tris Tricine Gel und Protein-Transfer.  
(B) Kontroll
markiert. Anschl
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Die Kontrollzelllinie zeigt, wie oben beschrieben, hauptsächlich βAPP CTFα, während in 

Zellen mit exogener BACE-1 Expression vorwiegend zwei größere βAPP CTF entstehen, 

die auf eine Prozessierung von βAPP an Asp1 und Glu11 der Aβ-Domäne zurückzuführen 

sind (Creemers et al., 2001; Farzan et al., 2000; Vassar et al., 1999). In BACE-2 

icht (vgl. Abbildung 36A). Zur 

enaueren Untersuchung der βAPP CTFα-Spezies in Kontrollzelllinien und BACE-2 

expremierenden Zellen wurde eine Radiosequenzierung der entsprechenden [3H]-Valin 

markierten βAPP CTF durchgeführt. Die Radiosequenzierung der Bande in Kontrollzellen 

ergab als dominante Spezies βAPP CTF, beginnend mit Asp23 der Aβ Domäne  

(vgl. Abbildung 36B). βAPP CTF beginnend bei Leu17 sind ebenfalls nachweisbar, aber in 

deutlich geringerem Umfang. Die Verkürzung der βAPP CTFα, die durch 

Folgeprozessierung des initialen CTFLeu17 entstehen, wurde bereits in früheren Arbeiten 

beschrieben (Zhong et al., 1994).  

In BACE-2 exprimierenden Zellen liefert die Radiosquenzierung neben βAPP CTFAsp23 

hauptsächlich βAPP CTFs beginnend bei Phe20 der Aβ-Domäne. Dies wird vor allem aus 

dem Signal in Zyklus 5 deutlich (vgl. Abbildung 36B).  

exprimierenden Zellen findet sich überwiegend ein βAPP CTF mit einem dem βAPP 

CTFα in Kontrollzelllinien vergleichbaren Molekulargew

g
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Die beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 37 zusammengefaßt. 

 

 

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Entstehung der verschiedenen βAPP CTF Spezies. 
Dargestellt ist die βAPP-Ektodomäne (grün), die intrazelluläre Domäne (rot), die Aβ-Domäne  
(vergrößert, blau) sowie die zelluläre Membran (grau). Die N-terminale Aminosäure der durch die 
verschiedenen Sekretasen entstehenden βAPP CTF ist gekennzeichnet. 

 

Auffällig ist weiterhin, dass in Zellen, die sowohl BACE-1 als auch BACE-2 exogen 

exprimieren, βAPP CTFAsp1 verglichen mit ausschließlich BACE-1 exprimierenden Zellen 

nahezu unverändert ist, was auf eine Aktivität des exogen expremierten BACE-1 auch in 

Zellen mit Doppelexpression schließen läßt, während βAPP CTFGlu11 kaum mehr 

nachweisbar ist. Stattdessen ist eine starke Erhöhung von βAPP CTFα oder Spezies mit 

ähnlichem Molekulargewicht nachweisbar (vgl. Abbildung 36A). 
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3.4.2.3 BACE-2 reduziert die Mengen an Aβ 11-40/42 

Um dieses Phänomen zu verstehen, wurden die Aβ-Spezies in den entsprechenden 

Zelllinien genauer betrachtet. 

 

 

Abbildung 38: Aβ- und p3-Spezies in BACE-1 und BACE-2 exogen exprimierenden Zellen.  

Zellen mit exogener Expression von βAPPwt (Kontrolle) und zusätzlich BACE-1, BACE-2 oder beiden 
Enzymen wurden 4 h mit [35S]Methionin/Cystein markiert. Anschließend wurde Aβ aus den konditionierten 

edien mit AK 3926 immunpräzipitiert. Abgebildet ist eine Autoradiographie der PVDF-Membran nach 
rennung der Proteine mittels Tris Tricine Gel und Protein-Transfer.  

d Aβ 11-40/42, p3 oder p3 

 nachweisbar. In Zellen mit exogener BACE-2 
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Korrespondierend zu den βAPP CTF finden sich in Zellen mit exogener BACE-1 

Expression zwei dominante Aβ-Spezies: Aβ 1-40/42 un

ähnliche Spezies sind hingegen kaum

Expression ist eine Spezies mit einem dem p3 vergleichbaren Molekulargewicht die 

prominente Spezies. Aβ 1-40/42 steigt im Vergleich zur Kontrolle nicht an. Wird in der 

Zelllinie, die zunächst nur BACE-1 exogen exprimierte zusätzlich BACE-2 exogen 

exprimiert, führt dies zu keiner Veränderung der Menge an Aβ 1-40/42. p3 oder p3 

ähnliche Spezies steigen hingegen zu Lasten von Aβ 11-40/42 an.  
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Die folgende Quantifizierung verdeutlicht das beschriebene Ergebnis: 

 

Abbildung 39: Quantifizierung von Aβ 1-40/42 und Aβ 11-40/42 in Zellen mit exogener BACE-1 und 
                          BACE-2 Expression.  

Dargestellt ist eine Quantifizierung von Aβ 1-40/42 und Aβ 11-40/42 aus drei unabhängig Experimenten, die 
wie in Abb. 46 beschrieben durchgeführt wurden. Die sezernierte Menge an entsprechendem Peptid der 
Kontrollzelllinie wurde 1 gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte mit der entsprechenden 
Standardabweichung. 

 

Die beschriebenen Daten geben Grund zu der Annahme, dass BACE-2 entweder in der 

Lage ist, selektiv das durch BACE-1 produzierte Aβ 11-40/42 weiter abzubauen, 

ohingegen Aβ 1-40/42 kaum weiter umgesetzt wird, oder, dass βAPP CTFGlu11 von 

g durch  

.4.3 BACE-1 und BACE-2 sind in unterschiedlichen subzellulären 

β

APPwt Aβ 1-40/42 und 

Aβ 11-40/42 gleichermaßen entstehen, während bei Koexpression von βAPPsw fast 

aussschließlich Aβ 1-40/42 gebildet wird. 
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BACE-2 direkt proteolytisch gespalten wird, noch bevor eine Umsetzun

γ-Sekretase erfolgt ist.  

 

3
Kompartimenten aktiv 

Da BACE-2 die Entstehung von Aβ 11-40/42 in Gegenwart von BACE-1 vermindert, die 

Bildung von Aβ 1-40/42 jedoch kaum beeinflusst, besteht die Möglichkeit, dass die beiden 

durch BACE-1 katalysierten APP Spaltungen in unterschiedlichen subzellulären 

Kompartimenten lokalisiert sind. 

Vergleicht man Zellen mit exogener BACE-1 Expression, die entweder βAPPwt oder 

βAPPsw coexprimieren, stellt man fest, dass in Gegenwart von β
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Abbildung 40: Aβ-Spezies in exogen BACE-1 exprimierenden Zellen mit unterschiedlichem βAPP  

A  aus den konditionierten Medien mit AK 3926 immunpräzipitiert. Abgebildet ist eine Autoradiographie 

erweise die erhöhte Affinität von BACE-1 zu βAPPsw zusammen 

it der gesteigerten Expression von BACE-1, die eine Aβ-Entstehung anders als unter 

physiologischen Bedingungen bereits in frühen Kompartimenten einschließlich dem ER 

spätere ten kaum entsteht. 

Rückwärtstransport der Proteine nicht gehemmt wird, 

                           Hintergrund.  

Zellen, die exogen BACE-1 und βAPPwt  exprimieren und Zellen, mit schwacher exogener Expression von 
BACE-1 in Kombination mit βAPPsw, wurden 4 h mit [35S]Methionin/Cystein markiert und anschließend 

β
der PVDF-Membran nach Trennung der Proteine mittels Tris Tricine Gel und Protein-Transfer.  

 

Grund dafür ist möglich

m

zulassen (Haass et al., 1995b) und somit Aβ 11-40/42 aufgrund des Substratmangels in 

n subzellulären Kompartimen

Eine Möglichkeit, herauszufinden, in welchen subzellulären Kompartimenten ein Enzym 

aktiv ist, ist die Inhibition des Proteinvorwärtstransports und anschließende Analyse der 

enzymatischen Spaltprodukte. Brefeldin A (BFA) inhibiert den Vorwärtstransport aus dem 

ER zum Golgi-Apparat. Da der 

kommt es vermutlich zu einer Fusion des ER und Golgi-Apparates (Alberts et al., 2002; 

Haass et al., 1993). Enzymatische Aktivität, die unter BFA Behandlung nachweisbar ist, ist 

folglich im sekretorischen Transportweg vor dem TGN lokalisiert.  
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Der Transport vom Golgi-Apparat in spätere Kompartimente des sekretorischen 

Transportweges kann durch Monensin blockiert werden (Rosa et al., 1992; Wild-Bode  

et al., 1997). Enzymatische Aktivitäten, die unter Monensin Behandlung nachweisbar sind, 

sind im Golgi-Apparat oder früher lokalisiert. 

 

Zur Bestimmung der subzellulären Lokalisierung der BACE-1 und BACE-2 Aktivtäten, 

wurden Zellen, mit exogener βAPPwt und BACE-1 oder BACE-2 Expression, entweder 

mit BFA oder Monensin behandelt, anschließend wurden die proteolytischen 

Spaltprodukte des βAPP analysiert. 

 

E

92wt (mittlere Spalte) oder AK 6E10  
 Zelllinien aus (A) wurden mit AK 5313 

sind (Haass et al., 1993). Der Einfachheit halber werden diese Spezies auch als immatures 

βAPP bezeichnet (vgl. Abbildung 41A linke Spalte).  

 

Abbildung 41: BACE-1 ist in einem früheren subzellulären Kompartiment aktiv als BACE-2.  

(A) HEK293 Zellen mit exogener βAPPwt und BACE-1 oder BAC -2 Expression wurden, entweder 
unbehandelt (Kontrolle), oder in Gegenwart von BFA oder Monensin, 4 h mit [35S]-Methionin/Cystein 
markiert. Anschließend wurden die βAPP-Spezies aus den Lysaten mit AK 5313 immunpräzipitiert. Die 
Proteine wurden mittels 8 % SDS-PAGE getrennt und nach anschließendem Transfer auf eine  
PVDF-Membran mittels Autoradiographie (linke Splate), AK 1
(rechte Spalte) nachgewiesen. (B) Die konditionierten Medien der
immunpräzipitiert und nach Trennung mittels 8 % SDS-PAGE und Protein-Transfer durch Autoradigraphie 
nachgewiesen. 

 

In den Lysaten unbehandelter Zellen sind sowohl in BACE-1 als auch BACE-2 exogen 

exprimierenden Zellen, zwei dominante βAPP Spezies nachweisbar. Es handelt sich 

hierbei um matures und immatures βAPP (Weidemann et al., 1989). Nach Behandlung der 

Zellen mit BFA oder Monensin sind weitere βAPP Spezies nachweisbar, die auf eine 

veränderte Glykosylierung, aufgrund des blockierten Proteintransportes zurückzuführen 
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Nach Behandlung der Zellen mit BFA und Monensin sind keine βAPPs Spezies in den 

Medien nachweisbar, während in unbehandelten Zellen die Sezernierung ungehindert 

stattfinden kann (vgl. Abbildung 41B). Dies zeigt, dass BFA und Monensin den 

Proteinvorwärtstransport vollständig inhibieren. 

 BACE-1 exogen exprimierende Zellen kann, neben maturem und immaturem βAPP, 

t ausschließlich βAPPs, das durch Prozessierung der  

-Sekretase entstanden ist und folglich die AS 1-16 der Aβ-Domäne nicht mehr enthält, 

βAPP Holoprotein jedoch nicht (Seubert et al., 1993). Folglich handelt es sich bei er 

zusätzlichen βAPP-Spezies um βAPPsβ. Da βAPPsβ bei BFA- und verstärkt bei 

Monensin-Behandlung entsteht, muss es früh innerhalb des sekretorischen 

Prozessierungsweges entstehen, kann aber aufgrund des unterdrückten Proteintransportes 

nicht sezerniert werden. 

In BACE-2 exogen exprimierenden Zellen kann diese Spezies nicht nachgewiesen werden. 

Es handelt sich also um eine in ER oder Golgi-Apparat spezifisch durch BACE-1 

katalysierte Spaltung des βAPP. 

In

eine zusätzliche βAPP-Spezies nachgewiesen werden, die mit Hilfe des 

neoepitopspezifischen AK 192wt detektiert werden kann, nicht aber mit AK 6E10, der 

gegen die Aminosäuren 1-16 der Aβ-Domäne gerichtet ist (vgl. Abbildung 30 und 

Abbildung 31). AK 192wt detektier

β

 

BACE-2 katalysiert die Spaltung von βAPP zwischen Phe19 und Phe20 der Aβ-Domäne 

(vgl. 3.4.2.2). Um herauszufinden, in welchem subzellulären Kompartiment diese 

porteolytische Prozessierung überwiegend stattfindet, wurden βAPPs α/α’ Spezies in den 

entsprechenden Zelllinien nach BFA bzw. Monensin Behandlung analysiert. 
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Abbildung 42: Aktivität von BACE-2 in späten subzellulären Kompartimenten.  

HEK293 Zellen mit exogener βAPPwt und BACE-1 oder BACE-2 Expression wurden, entweder 
unbehandelt (Kontrolle), oder in Gegenwart von BFA oder Monensin, 4 h mit [ S]Methionin/Cystein 

α’ im Vergleich zu BACE-1 expremierenden Zellen nachweisbar. 

onensin die Bildung großer Mengen  

APPs α/α’ möglich ist (vgl. Abbildung 42 unten). Folglich findet die Prozessierung des 

retasen bzw. 

ndogenes BACE-2 zurückzuführen ist (vgl. Abbildung 42 oben) 

 

Da BACE-1 neben der Spaltung vor Asp1 der Aβ-Domäne auch eine Spaltung vor Glu11 

der Aβ Domäne katalysieren kann (vgl. 3.4.2.1), wurde untersucht, ob dieser Schnitt 

ebenfalls bereits früh im sekretorischen Prozessierungsweg erfolgen kann. Dazu wurden 

die βAPP CTF in Zellen mit exogener BACE-1 oder BACE-2 Expression nach 

Behandlung mit BFA oder Monensin betrachtet. 

 

 

35

markiert. Anschließend wurden die βAPP-Spezies aus den Zelllysaten mit AK 1736 immunpräzipitiert. Die 
Proteine wurden mittels 8 % SDS-PAGE getrennt und im Western Blot mit AK 6E10 nachgewiesen. 

 

Wird BACE-2 exogen exprimiert, ist in unbehandelten Zellen ein deutlicher Anstieg an 

intrazellulärem APPs α/

βAPPsα/α‘

6E10

BACE-1

BACE-2

βAPPsα/α‘

βAPPsα/α‘

6E10

BACE-1

BACE-2

βAPPsα/α‘

Durch Behandlung dieser Zellen mit BFA wird die Entstehung des APPs α/α’ vollständig 

unterbunden, während in Gegenwart von M

β

βAPP durch BACE-2 überwiegend in späten subzellulären Kompartimenten, wie z.B. 

Golgi-Apparat oder Zelloberfläche, statt. In Zellen mit exogener BACE-1 Expression ist 

nach Monensin Behandlung ebenfalls eine verstärkte Bildung von βAPPsα/α’ 

nachweisbar, die auf Prozessierung von βAPP durch endogene α-Sek

e
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Abbildung 43: βAPP CTFGlu11 entsteht in späteren subzellulären Kompartimenten als βAPP CTFAsp1.  

graphie 
achgewiesen. 

Glu11

β

frühen Kompartimenten entstehen kann, während βAPP CTF  in diesen 

Kompartimenten selbst bei exogener Expression von BACE-1 nicht nachweisbar ist. 

 Zustand fast 

ausschließlich βAPP CTFα/α  (vgl. Abbildung 36 und Abbildung 43). Durch BFA 

Behandlung wird die Bildung des APP CTF α/ nahezu vollständig unterdrückt, 

einem gewissen Teil ermöglicht wird (vgl. Abbildung 43 linke Spalte). Folglich ist  

lich dem Golgi-Apparat, zu einem 

ompartimenten, wie z.B. Zelloberfläche, Endosomen oder Lysosomen lokalisiert zu sein.  

 

HEK293 Zellen mit exogener βAPPwt und BACE-1 oder BACE-2 Expression wurden, entweder 
unbehandelt (Kontrolle), oder in Gegenwart von BFA oder Monensin, 4 h mit [35S]-Methionin/Cystein 
markiert. Anschließend wurden die βAPP CTF aus den Zelllysaten mit AK 6687 immunpräzipitiert. Die 
Proteine wurden mittels Tris Tricine Gel getrennt und nach Protein-Transfer durch Autoradio
n

 

In nicht behandelten Zellen mit exogener BACE-1 Expression finden sich 

erwartungsgemäß hauptsächlich βAPP CTF  und etwas geringere Mengen  

βAPP CTFAsp1 (vgl. 3.4.2.1). Nach BFA Behandlung ist βAPP CTFAsp1 immer noch 

nachweisbar, während βAPP CTFGlu11 kaum detktierbar ist, d.h. das Verhältnis  

APP CTFAsp1 / βAPP CTFGlu11 verschiebt sich stark zugunsten des βAPP CTFAsp1. Nach 

Monensin Behandlung hingegen ist βAPP CTFGlu11 deutlich nachweisbar  

(vgl. Abbildung 43 rechte Spalte). Daraus kann geschlossen werden, dass βAPP CTFAsp1 in 

Glu11

Zellen mit exogener BACE-2 Expression zeigen in unbehandeltem

Phe20

β αPhe20 

während nach Monensin Behandlung die Spaltung von βAPP durch BACE-2 wieder zu 

BACE-2 in frühen Kompartimenten, trotz Überexpression wenig bis gar nicht aktiv, 

während die Aktivtät in späten Kompartimenten, näm

gewissen Teil vorhanden ist. Ein Großteil der Aktivität scheint aber in noch späteren 

K
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die proteolytische Spaltung von βAPP vor 

Glu11 der Aβ Domäne und die durch BACE-2 zwischen Phe19 und Phe20 der  

Aβ-Domäne in den selben subzellulären Kompartimenten, nämlich dem Golgi-Apparat 

bzw. späteren Kompartimenten wie Zelloberfläche, Lysosomen und Endosomen 

stattfinden. Die proteolytische Spaltung von βAPP durch BACE-1 vor Asp1 der  

Aβ-Domäne kann hingegen u.a. in frühen Kompartimenten stattfinden, in dem BACE-2 

auch nach exogener Expression nicht aktiv ist. Dies könnte der Grund für die spezifische 

Reduktion von βAPP CTFGlu11 bzw. Aβ 11-40/42 in Zellen mit exogener Expression von 

lzheimer’schen Krankheit [(Mullan et al., 1992) und vgl. auch 1.3.2.]. Dies wird auf eine 

ierte 

3.4.4.1 BACE-1 schneidet A  nach Aminosäure 34 

BACE-1 und BACE-2 sein. 

3.4.4 Prozessierung von Aβ-Spezies durch BACE-1 und BACE-2 

Familien, die in βAPP unmittelbar vor der β-Secratase-Schinttstelle die schwedischen 

Mutation KM595/596NL (βAPPsw) tragen, erkranken besonders früh an der 

A

erhöhte Affinität der β-Sekretase zu βAPPsw und eine damit verbundene Beschleunigung 

der β-Amyloid Plaque Bildung zurückgeführt (Cai et al., 1993; Citron et al., 1992). 

Folglich sollte in einem Zellkulturmodell, in dem sowohl βAPPsw als auch BACE-1 

überexprimiert werden, eine verstärkte Generierung des Aβ 1-40/42 Peptids nachweisbar 

sein. Tatsächlich findet man jedoch in einem solchen Modell im Vergleich zu Zellen ohne 

exogene BACE-1 Expression keine Erhöhung der Aβ-Sezernierung, während die Menge 

an βAPPsβ wie erwartet auf Kosten von APPsα um fast 100 % ansteigt (Vassar et al., 

1999). Auch die Menge an βAPP CTFβAsp1, dem korrespondierenden C-terminalen  

β-Sekretase Produkt, steigt deutlich an, was den Schluss zu lässt, dass das exprim

Enzym proteolytisch aktiv ist (Vassar et al., 1999). 

 

β

Um dieses Phänomen genauer zu untersuchen, wurden die Aβ-Spezies aus konditionierten 

Medien von HEK293 Zellen, die  βAPPsw und unterschiedliche Mengen BACE-1 exogen 

coexprimieren, isoliert.  
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gesamt

rennung 

Aβ wird schnell abgebaut (Wild-Bode  

t al., 1997). Es wäre auch möglich, dass  andere Aβ Spezies entstehen, die mit  
35 nen oder im verwendeten 

Gelsystem nicht nachweisbar sind. 

Abbildung 44: Abnahme von Aβ  mit zunehmender Expression von BACE-1.  

(A) HEK293 Zellen mit exogener Expression von βAPPsw und endogener BACE-1 Expression (Kontrolle) 
oder unterschiedlicher Menge an exogen exprimiertem BACE-1 wurden 6 h mit [35S]Methionin/Cystein 
markiert und anschließend BACE-1 aus den Lysaten mit AK 7520 immunpräzipitiert. Abgebildet ist die 
Autoradiographie der PVDF-Membran nach Trennung der Proteine durch 8 % SDS-PAGE und Protein-
Transfer. (B) Aus den konditionierten Medien der unter (A) beschriebenen Zelllinien wurden die Aβ-Spezies 
mit AK 3926 immunpräzipitiert. Abgebildet ist eine Autoradiographie der PVDF-Membran nach T
der Proteine durch ein Tris Tricine Gel und Protein-Transfer. 

 

In der Kontrollzelllinie und in Zellen mit geringer exogener Expression von BACE-1 sind 

vergleichbare Mengen an Aβ nachweisbar, während in Zellen mit starker exogener 

Expression von BACE-1 keine Aβ-Spezies detektierbar sind (vgl. Abbildung 44B).  

Für diese Beobachtung gibt es verschiedene mögliche Gründe: Entweder bleibt die  

Aβ-Sezernierung in Zellen mit hoher BACE-1 Expression aus, da βAPP CTFβ bereits in 

frühen sekretorischen Kompartimenten entsteht, in denen die γ-Sekretase nicht aktiv ist 

(Vassar, 2002), oder das bereits früh entstehende 

e

[ S]-Methionin/Cystein nicht radioaktiv markiert werden kön
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Um herauszufinden, ob in BACE-1 transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrollzelllinie 

tatsächlich andere oder zusätzliche Aβ-Spezies entstehen, wurden die konditionierten 

Medien der beschriebene Zelllinien mittels MALDI-TOF MS untersucht. 

 

tren beschreiben die gemessenen Massenwerte 
asse) der entsprechenden Peaks sowie die errechneten theoretischen Massenwerte (Masse ber.) der 

ntsprechenden Aβ-Spezies. 

 1-40 

a Aβ 1-34 das einzige Methionin an Position 35 der Aβ-Domäne nicht mehr enthält, 

kann erklärt werden, warum die Aβ-Spezies in Zellen mit hoher BACE-1 Expression mit 

[35S]-Methionin/Cystein nicht mehr nachweisbar sind. 

1

2 3 4

5

6

Peak Nr. Aβ  Spezies Masse Masse ber.
2 1-37 4076,4 4074,5
3 1-38 4133,4 4131,6
4 1-39 4231,6 4230,7
5 1-40 4331,9 4329,9

 

Abbildung 45: Die Entstehung von Aβ 1-34 korreliert mit der Menge an exprimiertem BACE-1.  

Aβ-Spezies wurden aus konditionierten Medien von Zellen mit exogener Expression von βAPPsw und 
unterschiedlich starker exogener BACE-1 Expression mit AK 3926 isoliert. Abgebildet sind die 
Massenspektren einer MALDI-TOF MS Analyse der Immunpräzipitate. Die Skalierung gibt die relative 
Intensität (r.I.) der Peaks an und die Tabellen unter den Spek
(M
e

 

Wie auch in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, sezernieren βAPPsw 

transfizierte Zellen mit endogener BACE-1 Expression (Kontrolle) hauptsächlich Aβ

(Citron et al., 1992). Darüber hinaus können auch geringe Mengen Aβ 1-42, sowie  

Aβ 1-37/38/39 nachgewiesen werden (Wang et al., 1996). Wird in der selben Zelllinie die 

BACE-1 Expression leicht erhöht, kann eine zusätzliche Aβ-Spezies nachgewiesen 

werden, deren Masse der berechneten Masse von Aβ 1-34 entspricht. Mit steigender 

BACE-1 Expression nimmt die Menge an Aβ 1-34 stark zu, während die übrigen  

Aβ-Spezies in Zellen mit hoher exogener BACE-1 Expression kaum mehr nachweisbar 

sind.  

D
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Um auszuschließen, dass Aβ 1-34 ausschließlich aus βAPPsw entstehen kann, wurden 

zusätzlich konditionierte Medien von HEK293 Zellen mit exogener Expression von 

βAPPwt und BACE-1 (vgl. 3.4.2.1) mittels MALDI-TOF MS untersucht. 
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Abbildung 46: Entstehung von Aβ 1-34 aus βAPPwt.  

Aβ-Spezies wurden aus konditionierten Medien von Zellen mit exogener βAPPwt und BACE-1 Expression 
mit AK 3926 isoliert. Abgebildet ist das Spektrum einer MALDI-TOF MS Analyse des Immunpräzipitates. 
Die Skalierung gibt die relati

e gemessenen Massenwert
ve Intensität (r.I.) der Peaks an und die Tabelle unter den Spektren beschreibt 
e (Masse) der entsprechenden Peaks sowie die errechneten theoretischen 

assenwerte (Masse ber.) der entsprechenden Aβ-Spezies. 
di
M

 

Auch bei Koexpression von βAPPwt und BACE-1 kann Aβ 1-34 als dominante Spezies 

nachgewiesen werden.  

 

 127



Ergebnisse 

Die beschrieben Ergebnisse legen nahe, dass BACE-1 an der Entstehung von Aβ 1-34 

direkt oder indirekt beteiligt ist. 

Vorausgegangene Studien zeigen jedoch, dass die Entstehung von Aβ 1-34 und anderen 

erkürzten Aβ-Peptiden PS1 abhängig ist (Beher et al., 2002; Vandermeeren et al., 2001). 

 

Abbildung 47: Schematische Darstellung der verschiedenen Entstehungsmöglichkeiten von Aβ 1-34. 

Dargestellt sind die möglichen Prozessierungswege von βAPP (Ektodomäne (grün), intrazelluläre Domäne 
(rot), Aβ-Domäne (vergrößert, blau/ gelb)) die zu einer Entstehung von Aβ 1-34 führen könnten.  
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Ergebnisse 

Um herauszufinden, ob für die Entstehung von Aβ 1-34 PS1 Aktivität nötig ist, wurden 

Aβ-Spezies in HEK293 Zellen untersucht, die βAPPsw und BACE-1 entweder zusammen 

 

 

 

Abbildung 48: Koexpression von BACE-1 und PS1wt oder PS1 D385N in HEK293 Zellen.   

Die Proteinmengen der Membranpräparationen von HEK293 Zellen mit exogener Expression von βAPPsw 
und BACE-1, sowie Koexpression von entweder PS1wt oder PS1 D385N, wurden mittels Bradford 
Proteinassay angeglichen. (A) Die Proteine wurden zum Nachweis von BACE-1 mittels 8 % SDS-PAGE 
getrennt und im Western Blot mit AK 7520 detektiert. (B) PS1 Proteine wurden nach Immunpräzipitation mit 

ittels 10 % Urea Gel getrennt und im Western Blot mit dem monoklonalen AK BI.3D7 
achgewiesen. 

S1 D385N ist eine funktionell inaktive Variante des PS1wt, d.h. endogenes PS1 wird 

., 

n durch 

β-Sezernierung und Bildung von AICD, sowie durch eine starke Akkumulation 

der βAPP CTF, dem unmittelbaren Substrat der γ-Sekretase, in den entsprechenden 

Zelllinien nachgewiesen werden (Sastre et al., 2001; Wolfe et al., 1999b). 

PS1 D385N wird im Gegensatz zu PS1wt nicht endoproteolytisch gespalten und ist 

folglich ausschließlich als PS1 Holoprotein nachweisbar [(Wolfe et al., 1999b) und  

vgl. Abbildung 48B]. 

A

mit PS1wt oder PS1 D385N coexprimieren.  
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P

durch exogene Expression der Mutante verdrängt [(Capell et al., 1997; Thinakaran et al

1997) und vgl. auch 1.3.5.1] und die proteolytische Aktivität des γ-Sekretase Komplexes 

geht vollständig verloren (Steiner et al., 1999a; Wolfe et al., 1999b). Dies kan

fehlende A
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Fraglich war nun, ob die Entstehung von Aβ 1-34 bei gleichzeitiger exogener Expression 

von aktivem BACE-1 und der dominant negativen PS1 Mutante D385N ebenfalls 

nterdrückt wird, oder ob Aβ 1-34 mit den verwendeten Methoden bisher lediglich nicht 

achweisbar war. 

assenwerte (Masse) der entsprechenden Peaks sowie die errechneten theoretischen 
assenwerte (Masse ber.) der entsprechenden Aβ-Spezies. 

irekt beeinflusst, 

PS1 wt + BACE-1
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u
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Abbildung 49: Die Entstehung von Aβ 1-34 wird in Gegenwart von PS1 D385N vollständig  
                             unterdrückt.  

Aβ-Spezies wurden aus konditionierten Medien von Zellen mit exogener βAPPsw, BACE-1 und entweder 
PS1wt oder PS1 D385N Expression mit AK 3926 isoliert. Abgebildet sind die Spektren einer  
MALDI-TOF MS Analyse des Immunpräzipitates. Die Tabellen unter den Spektren beschreiben die 
gemessenen M
M

 

Die MALDI-TOF MS Analyse der Aβ-Spezies aus den beschriebenen Zelllinien, zeigt 

dass in Gegenwart der funktionell inaktiven PS1 Mutante D385N die Sezernierung aller 

Aβ-Spezies, inklusive Aβ 1-34, nahezu vollständig unterdrückt wird, während bei 

Koexpression von BACE-1 mit PS1wt,  Aβ 1-34 und Aβ 1-40 als dominante Spezies 

nachweisbar sind. 

Folglich muss festgestellt werden, dass PS1 die Entstehung von Aβ 1-34 d

zugleich aber die Bildung dieser Spezies auch von der Menge an exprimiertem BACE-1 

abhängt. 
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Um herauszufinden, ob BACE-1 die Proteolyse nach AS 34 der Aβ-Domäne direkt 

bildung 13). 

Die katalytische Aktivität des sezernierten Proteins wurde im Aktivitätsassy mit einem 

fluorogenen Peptid-Substrat, das die schwedische Mutation von βAPP trägt, nachgewiesen 

(Capell et al., 2002). 

 

 

bbildung 50: Aktivität von sBACE-1 im Fluoreszenz-Assay.  

E-1 Expression wurden bei pH 4,5 mit fluorogenem Substrat (vgl. 2.5.3.3) 

edien, die sBACE-1 enthalten, zeigen mit steigender Inkubationszeit eine proportional 
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Im nächsten Schritt wurde sBACE-1 unter den selben Bedingungen mit synthtischem Aβ 

1-40 inkubiert (vgl. 2.5.3.2 und 2.5.3.3) und die entstehenden Aβ-Spezies mittels  

MALDI-TOF MS analysiert. 

 

 

Abbildung 51: MALDI-TOF MS Analyse der Produkte aus der in vitro Inkubation von sBACE-1 mit  
                          synthetischem Aβ 1-40 zu unterschiedlichen Zeitpunkten.  

Konzentriertes sBACE-1 oder eine entsprechende Fraktion die kein sBACE-1 enthält, wurden mit 50 µg 
synthetischem Aβ 1-40 in Na-acetat Puffer (pH 4,5) für die angegebenen Zeitspannen bei 37oC inkubiert. 
Abgebildet sind die Spektren einer MALDI-TOF MS Anaylse der Reaktionsansätze nach Ablauf der 

kubationszeit. Die Tabellen unter den Spektren beschreiben die gemessenen Massenwerte (Masse) der 
nwerte (Masse ber.) der entsprechenden 

igt die entstandene Menge 

β 1-34 deutlich an, während im Kontrollansatz, der kein sBACE-1 enthält, Aβ 1-34 nicht 
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Ergebnisse 

Zur Bestätigung des Ergebnisses, wurde sBACE-1 über Nacht mit synthetischem Aβ 1-40 

inkubiert und die entstehenden Aβ-Spezies auf verschiedenen Gelsystemen analysiert. 

A
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+
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+ +
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0.   

uf einem Urea Gel [(Wiltfang et al., 1997) und vgl. auch 2.5.10.2.2] ist deutlich zu 

rs GL 189 vollständig unterdrücken. 

Die Analyse des selben Experiments auf einem Tris Tiricine Gel, erlaubt keine eindeutige 

Trennung von Aβ 1-34 und Aβ 1-40 und zeigt zudem, dass synthetisches Aβ 1-34 in 

diesem System keine einzelne scharfe Bande, sondern wahrscheinlich zwei oder mehr 

Banden bildet. Es bleibt also festzustellen, dass die traditionell für die Aβ Analyse 

verwendeten Tris Tricine Gel Systeme ungeeignet sind Aβ 1-34 nachzuweisen, während 

ureahaltige Gelsysteme (Wiltfang et al., 1997) sich gut eignen. Der Nachweis von Aβ 1-34 

durch Immunpräzipitation und anschließende Western Blot Analyse gestaltet sich dennoch 

auch bei Verwendung eines Urea Gels aufgrund der in großer Menge vorhandenen IgGs, 

die in diesem Gelsystem ein ähnliches Migrationsverhalten aufweisen, schwierig. 

 

Abbildung 52: In vitro Inkubation von sBACE-1 mit synthetischem Aβ 1-4

Konzentriertes sBACE-1 und 6 µg synthetisches Aβ 1-40 wurden mit oder ohne Inhibitor (GL 189) in  
Na-acetat Puffer (pH 4,5) über Nacht bei 37oC inkubiert. Die Proteine wurden mittels Urea Gel nach  
Wiltfang et al (A) bzw. Tris Tricine Gel (B) getrennt und durch Commassie-Färbung nachgewiesen. Als 
Molekulargewichtskontrolle wurden jeweils 6 µg der entsprechenden synthetischen Peptide aufgetragen.  

 

A

erkennen, dass nach Inkubation von sBACE-1 mit synthetischem Aβ 1-40 eine zusätzliche 

Spezies entsteht, deren Molekulargewicht dem von synthetischem Aβ 1-34 entspricht  

(vgl. Abbildung 52). Die Entstehung von Aβ 1-34 lässt sich durch Zugabe des spezifischen 

BACE-1 Inhibito
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Eine weitere Schwierigkeit bei der Analyse des Aβ 1-34 Peptids ist das unerwartete 

Laufverhalten im Urea Gel nach Wiltfang et al. Obwohl Aβ 1-34 ein geringeres 

Molekulargewicht aufweis als Aβ 1-40 erscheint das Peptid auf dem Gel größer, was 

eventuell auf strukturelle Unterschiede oder auf verstärkte Aggregation zurückzuführen ist. 

 

Zusammengenommen zeigen die zuletzt beschriebenen Experimente, dass in vitro die 

proteolytische Spaltung von Aβ 1-40 zwischen AS 34 und 35 der Aβ Domäne sehr 

effizient durch BACE-1 katalysiert wird. Aufgrund der spezifischen Inhibition der 

Katalyse durch GL 189 kann eine BACE-1 unabhängige Spaltung durch Exopeptidasen 

ausgeschlossen werden. In Gegenwart von inaktivem PS1 wird die Bildung von Aβ 1-34 

durch BACE-1 vollständig unterdrückt. Folglich muss der BACE-1 katalysierten Spaltung 

nach AS 34 der Aβ-Domäne die γ-Sekretase Spaltung der βAPP CTFAsp1 vorausgehen. 

 die Frage zu beantworten, ob auch membrangebundenes BACE-1 in der Lage ist 

sliches Aβ 1-40 PS1 unabhängig zu spalten, wurde konditioniertes Medium von Zellen, 

ve 

ariante von PS1, wie zum Beispiel PS1 D385N, exprimieren, nahezu vollständig 

 

Um

lö

die ausschließlich βAPPsw exogen exprimieren, mit Zellen inkubiert, die zusätzlich 

entweder nur PS1 D385N oder PS1 D385N und BACE-1 exprimieren. 

Wie oben beschrieben wird die Aβ Sezernierung in Zelllinien, die eine funktionell inakti

V

unterbunden (Wolfe et al., 1999b).  
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Abbildung 53: Membrangebundenes BACE-1 konvertiert Aβ 1-40/42 im Zellkulturmodell PS1  

(A) HEK293 Zellen, die ausschließlich βAPPsw exogen exprimieren wurden 48 h mit Grundmedium 
inkubiert. Die Aβ-Spezies aus einem Drittel des so erhaltenen konditionierten Mediums wurden mit AK 3926 
immunpräzipitiert und mittels MALDI-TOF MS analysiert. Das übrige Medium wurde zu gleichen Teilen  
24 h entweder mit Zellen inkubiert, die nur βAPPsw und PS1 D385N exogen exp

                             unabhängig zu Aβ 1-34. 

rimieren (B), oder mit 
(C)

Das konditionierte Medium von HEK293 Zellen, die nur βAPPsw exprimieren, enthält wie 

oben beschrieben hauptsächlich Aβ 1-40 (vgl. Abbildung 53A). Daneben sind auch 

geringe Mengen Aβ 1-37/38/39/42 nachweisbar (Wang et al., 1996). Aβ 1-34 liegt 

hingegen unterhalb der Nachweisgrenze (vgl. Abbildung 53A). Wird dieses Medium 

zusammen mit Zellen inkubiert, die neben βAPPsw auch eine dominant negative Variante 

von PS1 exogen exprimieren, findet keine nachweisbare Veränderung in der 

Zusammensetzung der Aβ-Spezies statt (vgl. Abbildung 53B). Inkubiert man jedoch das 

gleiche Medium mit einer Zelllinie, die zusätzlich auch BACE-1 exogen exprimiert, kann 

die Entstehung von Aβ 1-34 nachgewiesen werden, obwohl die verwendete Zelllinie selbst 

kein Aβ sezerniert (vgl. Abbildung 49 und Abbildung 53C).  

Zellen, die zusätzlich auch BACE-1 exogen exprimieren . Auch diese Medien wurden anschließend mit 
AK 3926 immunpräzipitiert und mittels MALDI-TOF MS analysiert. Die Tabellen unter den Spektren 
beschreiben die gemessenen Massenwerte (Masse) der entsprechenden Peaks sowie die errechneten 
theoretischen Massenwerte (Masse ber.) der entsprechenden Aβ-Spezies. 
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Da BACE-1 im verwendeten Zellkulturmodell selbst nur zu einem sehr geringen Anteil 

sezerniert wird (Benjannet et al., 2001), ist davon auszugehen, dass der Umsatz von  

Aβ 1-40/42 durch BACE-1 größtenteils an der Zelloberfläche oder in Endosomen, nach 

vorausgegangener Endozytose des löslichen Aβ 1-40/42, stattfindet. 

 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass BACE-1 Aβ-Spezies, die zuvor durch 

proteolytische Spaltung der γ-Sekretase aus βAPP CTFβ entstanden sind, zwischen Leu34 

und Met35 der Aβ-Domäne spalten kann. Eine direkte proteolytische Spaltung von 

membrangebundenen βAPP nach Position 34 der Aβ-Domäne durch BACE-1 ist nicht 

möglich. 

 

β nach Aminosäure 34 

a die beiden Enzyme weitgehend homolog sind, aber doch stark unterschiedliche 

3.4.4.2 BACE-2 schneidet A

Die Spezifität von BACE-1 und BACE-2 bezüglich der membangebundenen βAPP 

Substrate ist unterschiedlich. BACE-1 spaltet βAPP vorzugsweise vor Asp1 und Glu11 der 

Aβ-Domäne und erfüllt somit die typischen Kriterien der β-Sekretase (vgl. 3.4.2.1), 

während BACE-2 βAPP in erster Linie an Position 19 und 20 der Aβ-Domäne und mit 

geringerer Affinität auch vor Asp1 der Aβ-Domäne spaltet [(Hussain et al., 2000) und  

vgl. 3.4.2.2]. 

D

katalytische Spezifitäten besitzen, stellte sich im folgenden die Frage, ob BACE-2 analog 

zu BACE-1 ebenfalls die proteolytische Spaltung von Aβ zwischen Leu 34 und Met 35 

katalysieren kann. 

Dazu wurden die Aβ-Spezies von HEK293 Zellen, die  βAPPwt und unterschiedliche 

Mengen BACE-2 exogen coexprimieren, mittels MALDI-TOF MS analysiert. 
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Abbildung 54:  Die Entstehung von A

(A) Membranpräparat

β 1-34 korreliert mit der Menge an exprimiertem BACE-2.  

ionen von HEK293 Zellen, die entweder ausschließlich βAPPwt (Kontrolle) oder 

n Medien der 
elllinien mit AK 3926 isoliert. Abgebildet sind die Spektren einer MALDI-TOF MS Analyse der 
munpräzipitate. Die Skalierung gibt die relative Intensität (r.I.) der Peaks an und die Tabellen unter den 

Spektren beschreiben die gemessenen Massenwerte (Masse) sowie die errechneten theoretischen 
assenwerte (Masse ber.) der entsprechenden Peaks. 

 

Bei niedriger BACE-2 Expression findet sich im konditionierten Medium eine geringe 

Menge Aβ 1-34, während in der Kontrollzelllinie kein entsprechender Peak nachweisbar 

ist. Mit steigender BACE-2 Expression steigt auch die Menge an Aβ 1-34 im 

konditionierten Medium an, jedoch bleibt im Gegensatz zu Zellen mit exogener BACE-1 

Expression Aβ 1-40 die dominante Spezies.  

zusätzlich ansteigende Mengen an BACE-2 exogen exprimieren, wurden mittels Bradford-Reaktion auf 
gleiche Proteinkonzentrationen eingestellt und mittels 10 % SDS-PAGE getrennt. BACE-2 wurde im 
Western Blot mit AK 7524 nachgewiesen. (B) Aβ-Spezies wurden aus den konditionierte
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Das beschriebene Ergebnis zeigt, dass BACE-2, wie auch BACE-1, in der Lage ist,  

Aβ-Spezies, nach ihrer γ-Sekretase abhängige Entstehung, C-terminal zu verkürzen. Es 

entsteht  jedoch der Eindruck, dass die Prozessierung von Aβ-Spezies durch BACE-2 

weniger effizient ist als durch BACE-1. 
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4. Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

posttranslationalen Modifikationen, der subzellulären Lokalisierung sowie der 

katalytischen Spezifität bei der Proteolyse von 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es BACE-1 und BACE-2 hinsichtlich ihrer 

βAPP zu vergleichen, um einerseits neue 

Erkenntnisse bezüglich der βAPP-Prozessierung zu gewinnen und andererseits die 

Unterschiede der beiden Enzyme zur Entwicklung spezifischer Inhibitoren nutzen zu 

können. 

Die folgende Tabelle fasst die gewonnenen Erkenntnisse zusammen. 

 

 BACE-1 BACE-2 

posttranslationale Modifikationen 

Komplex-Glykosylierung in ER 
und Golgi-Apparat ja ja 

Halbwertszeit 9-10 h 3-4 h 
In vitro Phosphorylierung des 
C-Terminus 

S498 
durch CK1 

S511 
durch CK1 

In vivo Phosphorylierung ja 
S498 nicht nachweisbar 

Tyrosinsulfatierung nicht nachweisbar ja 

subzelluläre Lokalisierung 

Transport zur Zelloberfläche ja ja 
Reinternalisierung in 
endosomale Kompartimente ja nicht nachweisbar 

Rücktransport aus endosomalen 
Kompartimenten in das TGN 

ja 
phosphorylierungsabhängig nicht nachweisbar 

βAPP Prozessierung 

Hauptprodukte bei der 
Proteolyse des βAPP 
Holoproteins 

βAPP CTFAsp1

βAPP CTFGlu11
βAPP CTFPhe20

Kompartimente möglicher 
Aktivität 

ER 
Golgi-Apparat 

post Golgi-Kompartimente 

Golgi-Apparat 
post Golgi-Kompartimente 

Sekundäre Prozessierung von 
sezerniertem Aβ 1-40/42 Aβ 1-34 Aβ 1-34 

 

Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse.  

Vergleich der Eigenschaften von BACE-1 und BACE-2 in Bezug auf posttranslationale Modifikationen, 
subzelluläre Lokalisierung und katalytische Spezifität bezüglich βAPP. 
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4.2 HEK293 Zellen als Modellsystem und transgene Über-

 

t [z.B. (Capell et al., 1998; Chen et al., 

Die endogene Expression von BACE-1 und BACE-2 in HEK293 Zellen ist 

vergleichsweise gering. Um die Proteine dennoch gut nachweisen zu können, wurden die 

owie das Substrat βAPP exogen exprimiert. Aufgrund dieser exogenen 

 mit der endogenen Situation, eine um ein vielfaches höhere 

 entsprechenden Proteins rt. Folglich entste tifizielle 

los auf die physio e Situation übertra

eise nach exogene  BACE-1, niedermolekulare Banden 

auf, die spezifisch mit Antikörpern gegen die zytoplasmatische Domäne von BACE-1 

en (vgl. Abbildung 14 und Abbildung 33). Bei Koexpression 

dert sich das M ter der C-terminalen BACE-1 Fragmente  

gli der C-te dukte 

ist die Ektodomänen-Spaltung von BACE-1 an 

ist jedoch selbst bei Überexpression von  

g und erklärt d die große Men inalen 

e. Ferner gibt es keine Anhaltspunkte, für eine Beteiligung von BACE-2 an 

ung von B ass die n 

sätzl eise 

nen. Eine andere Möglichkeit für die Entstehung der C-terminalen 

Spaltprodukte ist die Sättigung der am Abbau der beiden Proteasen beteiligten Enzyme. Da 

nliche Proteasen überexprimiert werden, ist bei 

och stärker ausgeprägt und es 

expression von BACE-1 und BACE-2

Als Modellsystem für die Analyse der sekundären Modifikationen sowie der katalytischen 

Spezifität der beiden Proteasen bezüglich βAPP wurden HEK293 Zellen verwendet. 

HEK293 Zellen stellen ein in der Alzheimer Forschung weit verbreitetes Modelsystem dar. 

So wurde beispielsweise die β-Sekretase selbst in einer der hier verwendeten Zelllinien 

identifiziert (Vassar et al., 1999) und auch im Rahmen der γ-Sekretase Forschung wurden 

zahlreiche Studien an HEK Zellen durchgeführ

2001; Steiner et al., 2002; Xia et al., 2000) usw.].  

 

beiden Proteasen s

Expression wird, verglichen

Menge des synthetisie ht eine ar

Situation, die nicht kritik logisch gen werden darf. 

So treten beispielw r Expression von

nachgewiesen werden könn

der beiden Enzyme verän us

(vgl. Abbildung 33). Eine Mö chkeit für d ntstehung ie E rminalen Spaltpro

der Zelloberfläche (Benjannet et al., 2001). 

Der Prozentsatz des gespaltenen BACE-1 

BACE-1 sehr gerin

Spaltprodukt

eshalb nicht ge der C-term

der Ektodomänen-Spalt ACE-1, so d veränderten C-terminale

Spaltprodukte, die durch zu

nicht erklärt werden kön

iche Expression von BACE-2 entstehen, auf diese W

mit BACE-1 und BACE-2 zwei sehr äh

Koexpression beider Proteasen diese Sättigung vermutlich n
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akkumuliert ein größeres Proteinfragment (vgl. Abbildung 33). Ein Beweis für die direkte 

Beteiligung von BACE-2 am Abbau von BACE-1 konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

Wei  als auch Substrat überexprimiert 

hränkt ist. Aussagen zur Lokalisation 

xogen exprimierter Proteine müssen deshalb im Bezug auf andere Proteine mit 

e in 

erbracht werden. 

terhin ist in einem System, in dem sowohl Enzym

werden, die Menge der gebildeten proteolytischen Produkte in der Regel um ein vielfaches 

höher als unter physiologischen Bedingungen. Es kann folglich mit Hilfe des verwendeten 

Zellsystems keine Aussage über die Menge an βAPP Spaltprodukten gemacht werden, die 

unter physiologischen tatsächlich Bedingungen entstehen. 

Überexprimierte Proteine können außerdem in der Zelle artifizielle Lokalisationen 

annehmen, da einzelne subzelluläre Kompartimente möglicherweise gesättigt sind und 

daher der Vorwärtstransport des Proteins eingesc

e

vergleichbarer exogener Expression gemacht werden, oder kritisch mit der endogenen 

Situation verglichen werden. 

 

Auf der anderen Seite sind HEK293 Zellen im Vergleich zu neuronalen Zelllinien ein 

leicht zu kultivierendes System und können leicht stabil transfiziert werden. Folglich 

eignet sich dieses Zellsystem sehr gut, um die Auswirkungen mutierter Protein

zellulärem Kontext zu untersuchen. 

Die in HEK293 Zellen endogen exprimierte Form des βAPP ist 751 AS lang, und enthält 

im Gegensatz zur neuronal exprimierten Form eine Kunitz-Proteaseinibitor-ähnliche 

Domäne (Tanzi et al., 1988). Die endogene βAPP Expression in HEK293 Zellen ist relativ 

niedrig, aber durch konventionelle Analyseverfahren nachweisbar. Um insbesondere kleine 

Spaltprodukte wie Aβ und p3 besser nachweisen zu können, wurde βAPP695 exogen in 

HEK293 Zellen exprimiert (Haass et al., 1992b). Aufgrund des 

Molekulargewichtsunterschiedes der beiden βAPP Isoformen können exogenes und 

endogenes βAPP im Gelsystem unterschieden werden (vgl. Abbildung 34 und Abbildung 

35) und somit die Veränderungen mutierter Formen des βAPP, wie z.B. der schwedischen 

Mutante, isoliert betrachtet werden. 

Außerdem ermöglicht die exogene Expression der beiden Proteasen Vorgänge die endogen 

nur in geringem Maße ablaufen, oder Produkte, die unter physiologischen Bedingungen 

schnell abgebaut werden und somit nicht nachweisbar sind, sichtbar zu machen. Die 

katalytischen Eigenschaften und Spezifitäten der Proteasen können auf diese Weise gut 
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untersucht werden. Mit Hilfe des verwendeten Systems können deshalb wertvolle 

Grundkenntnisse über die Eigenschaften von BACE-1 und BACE-2 gewonnen werden, die 

in neuronalen Zellen oder Tiermodellen unerkannt bleiben. 

ird im Laufe der Maturierung abgespalten. Im Gegensatz zu 

ACE-1, dessen Prodomäne nach Erreichen des Golgi-Apparates durch Furin oder eine 

uppe, die, wie auch BACE-2, ihre Prodomäne meist 

2000)]. Die Bindung der Zuckereinheiten im ER kann durch die Behandlung mit 

Die mechanistischen Erkenntnisse über die Spaltung von βAPP durch BACE-1 und 

BACE-2, die in HEK293 Zellen gewonnen werden, können zudem direkt auf neuronale 

Zellen übertragen werden, da die Spaltung des βAPP ein physiologischer Prozess ist, der in 

jeder menschlichen Zelle in vergleichbarer Weise abläuft (Haass et al., 1992b; Seubert  

et al., 1993; Shoji et al., 1992).  

 

4.3 Posttranslationale Modifikationen von BACE-1 und BACE-2 im 

Vergleich 

BACE-1 und BACE-2 sind innerhalb ihrer Aminosäuresequenzen zu 64 % homolog. Die 

Prodomäne beider Proteine w

B

Furin-ähnliche Protease abgespalten wird (Bennett et al., 2000b; Capell et al., 2000), 

erfolgt die Propeptid Abspaltung von BACE-2 autokatalytisch (Hussain et al., 2001). Die 

Abspaltung des BACE-1 Propeptids durch eine unabhängige Protease ist eher untypisch 

für Aspartylproteasen der Pepsin-Gr

autokatalytisch, aufgrund der pH-Änderung zwischen ER und Golgi-Apparat, abspalten 

(Vassar, 2002). Ebenfalls untypischerweise sind die beiden Prodomänen der Enzyme kaum 

physiologische Inhibitoren für die Proteaseaktivität (Creemers et al., 2001; Hussain et al., 

2001). Die Hauptfunktion der BACE-1 Prodomäne scheint vielmehr im Zusammenhang 

mit der korrekten Proteinfaltung zu stehen (Shi et al., 2001). Folglich stellt die Inhibition 

der Propeptidabspaltung keine effektive Möglichkeit zur Beeinflussung der 

Proteaseaktivtät dar.  

 

4.3.1 Glykosylierung 

Hinsichtlich ihrer Glykosylierung unterscheiden sich BACE-1 und BACE-2 nur wenig. 

Beide Proteine werden bei ihrer Synthese am ER durch die kovalente Bindung von  

Core-Zuckereinheiten modifiziert (vgl. 3.2.1.2). Diese einfachen Zuckereinheiten können 

größtenteils mittels EndoH abgespalten werden [vgl. Abbildung 19 und (Capell et al., 
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Tunikamyzin verhindert werden. In diesem Fall wird sowohl BACE-1 (Capell et al., 2000) 

als auch BACE-2 (vgl. Abbildung 17) als unglykosyliertes Protein mit dem berechneten 

Molekulargewicht von ca. 50 kDa exprimiert. 

Während BACE-1 vier N-Glykosylierungstellen besitzt (Haniu et al., 2000), sind in 

BACE-2 nur zwei konserviert (Hussain et al., 2000). Folglich ist das tatsächliche 

Molekulargewicht von BACE-2 geringer als das von BACE-1 (vgl. Abbildung 14/ 

Abbildung 15/ Abbildung 16). Während ihres Transportes durch den sekretorischen 

Transportweg werden die Zuckereinheiten beider Proteine modifiziert, die so entstehenden 

omplexen Zuckereinheiten sind resistent gegen eine Behandlung mit EndoH, können aber 

mit PNGase bei beiden Proteinen vollständig abgespalten werden [vgl. Abbildung 18/ 

N-Glykosylierungsstellen in BACE-1, die in BACE-2 nicht konserviert sind, reduziert die 

k exprimiert wird als BACE-1, ist die Maturierungsgeschwindigkeit 

on BACE-2 tatsächlich insgesamt langsamer, als die von BACE-1, da falls die 

Maturierungsmaschinerie im Falle von BACE-1 gesättigt wäre, das umgekehrte Ergebnis 

n Fall, dass BACE-2 stärker exprimiert ist, kann nicht mit 

k

Abbildung 19 und (Capell et al., 2000)]. Die Mutation der beiden  

BACE-1 Aktivität (Charlwood et al., 2001). Grund für die Verminderung der 

Enzymaktivität ist wahrscheinlich eine veränderte Faltung des Proteins aufgrund der 

fehlenden Zuckereinheiten und eine daraus resultierende verminderte Stabilität  

(Vassar, 2002).  

Weder für BACE-1 noch für BACE-2 konnte eine O-Glykosylierung nachgewiesen 

werden (Haniu et al., 2000). 

Trotz der Gemeinsamkeiten hinsichtlich der N-Glykosylierung unterscheiden sich BACE-1 

und BACE-2 im Bezug auf die Kinetik der Maturierung. Ein „Pulse Chase“ Experiment 

der beiden Proteine zeigt, dass BACE-2 langsamer maturiert als BACE-1, die mature Form 

des BACE-1 aber stabiler ist (vgl. Abbildung 16). Die quantitative Auswertung des 

beschriebenen Experimentes muss kritisch betrachtet werden, da aufgrund des 

Proteinnachweises mit unterschiedlichen Antikörpern nicht sicher gestellt werden kann, 

dass die exogene Expression der beiden Proteine gleich hoch ist. Geht man davon aus, dass 

BACE-2 weniger star

v

zu erwarten wäre. Für de

Sicherheit geschlossen werden, dass sich die Maturierungsgeschwindigkeiten 

unterscheiden, da dann für BACE-2 eine Sättigung der Maturierungsmaschinerie in 

Betracht gezogen werden muss.  
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Gegen diese Annahme spricht der Nachweis von BACE-1 und BACE-2 mit Antikörpern 

gegen unterschiedliche Epitope (vgl. Abbildung 14 und Abbildung 15), der vermuten lässt, 

dass BACE-1 tatsächlich etwas stärker exprimiert wird als BACE-2.  

Die erhöhte Stabilität und die dadurch verlängerte Halbwertszeit des maturen BACE-1 

Proteins könnte dann auf eine Sättigung der am Abbau der Protease beteiligten Enzyme 

oder auf eine bessere Nachweisbarkeit des BACE-1 Proteins zurückgeführt werden. Die 

Erhöhung der Halbwertszeit ist jedoch sehr ausgeprägt (vgl. Abbildung 16B) und darüber 

hinaus beschreiben auch andere Arbeiten eine ausgeprägte Stabilität des BACE-1 Proteins 

(Haniu et al., 2000; Huse et al., 2000). Es liegt deshalb die Vermutung nahe, dass die 

Stabilität des BACE-1 Proteins durch weitere Faktoren beeinflusst wird. 

Biotinylierungsexperimente zeigen, dass beide Proteine auf ihrem Weg durch den 

sekretorischen Prozessierungsweg an die Zelloberfläche transportiert werden  

(vgl. Abbildung 27). Während BACE-2 nicht nachweislich reinternalisiert wird, ist  

BACE-1 nach seiner Reinternalsierung in endosomale Kompartimente, vermittelt durch ein 

Dileucinmotiv im C-Terminus (Huse et al., 2000), mehr als 60 min im Zellinneren 

nachweisbar (vgl. Abbildung 28). Diese Stabilität beruht vermutlich auf einem 

ht das charakteristische Dileucinmotiv im C-Terminus, was 

iesen werden können und das korrespondierende 

Gegenstück zur abgespaltenen Ektodomäne darstellen könnten.  

phosphorylierungsabhängigen Recycling zwischen Endosomen und TGN (Walter et al., 

2001a). BACE-2 enthält nic

erklärt warum für BACE-2 keine Reinternalisierung nachgewiesen werden konnte. Die 

genauen Mechanismen, der weiteren Prozessierung von BACE-2 nach dem Transport an 

die Zelloberfläche, sowie der Abbau sind bisher ungeklärt. Eine weitere Möglichkeit, 

neben Reinternalsierung unmittelbar gefolgt von rascher Degradation des BACE-2 

Proteins, ist eine Ektodomänenspaltung, die zu einer Sezernierung des N-terminalen Teils 

des Proteins führt. Für BACE-1 konnte gezeigt werden, dass sehr geringe Anteile der 

Oberflächenpopulation durch Proteolyse innerhalb der Ektodomäne sezerniert werden 

(Benjannet et al., 2001). Aus eigenen Experimenten muss jedoch geschlossen werden, dass 

es sich hierbei um einen sehr geringen, vernachlässigbaren Anteil handelt. Für BACE-2 

hingegen konnte bisher kein entsprechender Nachweis erbracht werden, da außer dem 

Propeptidantikörper (AK 680) kein BACE-2 spezifischer N-terminaler Antikörper zur 

Verfügung stand. Eventuelle Anhaltspunkte für die Sezernierung der BACE-2 Ektodomäne 

geben die 15-20 kDa großen C-terminalen BACE-2 Fragmente, die häufig in 

Membranpräparationen nachgew
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Eine noch eindeutigere Aussage bezüglich der Stabilität der beiden  Proteine könnte 

getroffen werden, wenn die Halbwertszeit der endogenen Proteine bestimmt würde. 

Aufgrund der geringen endogenen Expression ist ein derartiges Experiment im 

verwendeten Zellsystem jedoch nicht durchführbar. 

 

4.3.2 Phosphorylierung und ihr Einfluss auf Transport und 
Lokalisierung 

Durch Expression entsprechend mutierter Proteine konnte gezeigt werden, dass BACE-1  

in vivo ausschließlich an S498 im C-Terminus phosphoryliert wird (Walter et al., 2001a). 

In vitro Experimente mit verschiedenen Proteinkinasen legen nahe, dass CK-1 eine 

potentielle Kinase für die Phosphorylierung an S498 ist. Darüber hinaus konnte die 

Phosphorylierung der entsprechenden GST BACE-1 Fusionsproteine durch Kinasen aus 

Zellextrakten mit Hymenialdesin (HD) gehemmt werden (Walter et al., 2001a). HD ist ein 

Inhibitor für CK-1 und Glykogensynthase Kinase 3β (GSK3β) (Meijer et al., 2000). Die 

Phosphorylierungsstelle S498 in BACE-1 ist N-terminal von sauren AS-Resten umgeben, 

einer typischen Konsensussequenz für CK-1, jedoch nicht für GSK3β (Tuazon and Traugh, 

1991; Yu and Yang, 1994). Daraus kann geschlossen werden, dass CK-1 oder eine der  

CK-1 ähnliche Kinase BACE-1 auch in vivo phosphoryliert. Im Gegensatz zu BACE-1 

konnte für BACE-2 im Rahmen dieser Arbeit keine in vivo Phosphorylierung 

nachgewiesen werden. In Homologie zu BACE-1 findet sich aber im C-Terminus von 

BACE-2 ein Serin-Rest, N-terminal umgeben von sauren AS-Resten. Im Gegensatz zu 

BACE-1 befindet sich im C-Terminus von BACE-2 ein weiterer Serin-Rest in 

ummittelbarer Nachbarschaft (vgl. Abbildung 23). In vitro Experimente mit mutierten  

GST BACE-2 Fusionsproteinen zeigen, dass BACE-2, in Analogie zu BACE-1, durch  

CK-1 ausschließlich an S511 phosphoryliert werden kann (vgl. Abbildung 24). Mittels der 

beschriebenen Ergebnisse kann jedoch nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden, 

dass BACE-2 in vivo zusätzlich an S510 durch eine andere, nicht untersuchte, Kinase 

phosphoryliert werden kann. Die mangelnde Nachweisbarkeit einer in vivo 

Phosphorylierung von BACE-2 ist möglicherweise auf die Spezifität der C-terminalen 

Antikörper (AK 7524/ 7525) zurückzuführen, die entsprechend mutiertes bzw. 

phosphoryliertes Protein im nativen Zustand eventuell nur schlecht binden können und 

somit die Immunpräzipitation beeinträchtigen.  
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Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass BACE-2 in vivo nicht phosphoryliert wird, zumal 

für BACE-2 kein Rücktransport aus endosomalen Kompartimenten in das TGN, der für 

BACE-1 phosphorylierungsabhängig erfolgt, nachgewiesen werden konnte (vgl. 3.3.1).  

 

Im Zellkulturmodell wird ausschließlich vollständig matures BACE-1, nach Abspaltung 

der Prodomäne und vollständiger Glykosylierung, phosphoryliert (Walter et al., 2001a), 

u   

Kompa t. CK-1 selbst tritt in verschiedenen Isoformen in der Zelle auf, 

was auf eine Phosphorylier ng im TGN und den nachfolgenden subzellulären 

rtimenten hindeute

von denen einige spezifisch in vesikulären Strukturen und an der Zelloberfläche 

nachweisbar sind und selektiv Membranproteine phosphorylieren (Gross and Anderson, 

1998). Zudem reguliert CK-1 im Hefe-System den vesikulären Transport (Panek et al., 

1997). Folglich liegt die Vermutung nahe, dass eine Isoform der CK-1, die in TGN oder 

endosomalen Kompartimenten lokalisiert ist, spezifisch den Transport von BACE-1 

reguliert.  

 

Der Einfluss der Phosphorylierung von BACE-1 auf dessen zelluläre Lokalisierung wurde 

mit Hilfe mutierter BACE-1 Varianten, die anstelle des entsprechenden Serin-Restes 

entweder einen Alanin-Rest, oder einen Aspartat-Rest enthalten, untersucht. Der unpolare 

Alanin-Rest ahmt dabei den unphosphorylierten Zustand des Proteins nach, der polare 

Aspartat-Rest aufgrund seiner negativen Ladung den phosphorylierten Zustand. Eine 

derartige Strategie liefert neben dem Einsatz von phosphorylierungsstimmulierenden oder  

-hemmenden Agentien zusätzliche Information über die Funktion der Phosphorylierung 

eines bestimmten Proteins (Egelhoff et al., 1993; Walter et al., 1999). Nachteilig ist dabei, 

dass Strukturveränderungen die durch Einfügen einer artifiziellen Aminosäure 

hervorgerufen werden können, nicht notwendigerweise mit den Strukturveränderungen 

bedingt durch Phosphorylierung identisch sind. Zudem ist die durch Mutation des  

Serin-Restes nachgeahmte Phosphorylierung im Gegensatz zum physiologischen Vorgang 

der Phosphorylierung nicht reversibel. Vorteil dieser Methode gegenüber unspezifischen 

Agenzien wie z.B. Okadasäure ist, dass die Auswirkungen der Phosphorylierung spezifisch 

für ein Protein betrachtet werden können, ohne dabei die übrigen 

Phosphorylierungsvorgänge in der Zelle zu beeinflussen (Egelhoff et al., 1993; Walter  

et al., 1999). 
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Um trotz der exogenen Expression der Mutanten Aussagen über eine veränderte 

Lokalisierung machen zu können, wurde sichergestellt, dass BACE-1 wt, BACE-1 S498A 

und BACE-1 S498D in vergleichbarer Menge exprimiert werden (Walter et al., 2001a). 

olglich ist es möglich eine veränderte Lokalisierung eines der beiden Proteine im 

rung zurückzuführen ist (Walter et al., 2001a), muss davon ausgegangen 

erden, dass der Phosphorylierungszustand des Proteins seine Lokalisierung direkt 

F

Vergleich zu den anderen beiden Proteinen festzustellen. 

BACE-1 wt und BACE-1 S498D sind überwiegend in kernnahen Strukturen, die durch ein 

Markerprotein als Golgi-Kompartimente identifiziert werden konnten, nachweisbar  

(vgl. Abbildung 29). Für BACE-1 wt wurde in vorausgegangenen Arbeiten bereits eine 

ähnlich Lokalisierung beschrieben (Capell et al., 2000; Huse et al., 2000; Vassar et al., 

1999).  

BACE-1 S498A zeigt darüber hinaus eine verstärkte Lokalisierung in vesikulären 

Strukturen der Zelle, die als endosomale Kompartimente identifiziert wurden (Walter et al., 

2001a). Da die unterschiedliche Lokalisierung der Mutanten nicht auf eine veränderte 

Glykosylie

w

beeinflusst. 

BACE-1 wt erreicht auf seinem Weg durch den sekretorischen Prozessierungsweg die 

Zelloberfläche (vgl. Abbildung 27) und wird aufgrund eines Dileucinmotivs im  

C-Terminus wieder in das Zellinnere reinternalisiert [vgl. Abbildung 28 und (Capell et al., 

2000; Huse et al., 2000)]. Diese Reinternalsierung erfolgt unabhängig vom 

Phosphorylierungsstatus an S498, da beide Mutanten wie auch BACE-1 wt reinternalisiert 

werden (Walter et al., 2001a). Die veränderte Lokalisierung der BACE-1 S498A Mutante 

ist vielmehr auf die Störung des Rücktransportes aus endosomalen Kompartimenten in das 

TGN zurückzuführen (Walter et al., 2001a). Dieser „Recycling-Prozess“ aus Endosomen 

dient dazu, Proteine, die von der Zelloberfläche aufgenommen wurden und nicht zum 

Abbau in Lysosomen bestimmt sind, zurück in den sekretorischen Prozessierungsweg zu 

transportieren (Alberts et al., 2002). 

BACE-2 scheint einen derartigen „Recycling-Prozess“ nicht oder nur zu einem nicht 

nachweisbaren Anteil zu durchlaufen und wird stattdessen wahrscheinlich entweder in den 

extrazellulären Raum sezerniert, oder rasch in Lysosomen abgebaut. Das folgende Modell 

veranschaulicht die beschriebenen Vorgänge. 
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Abbildung 55: Modellzeichnung zum Transport der Proteasen im sekretorischen Prozessierungsweg.  

Abgebildet ist ei
die Kompartim

n Modell des Transportes von BACE-1 (blauer Balken) und BACE-2 (roter Balken) durch 
ente des sekretorischen Prozessierungsweges zur Zelloberfläche und die Vorgänge nach der 

v in endosomale Kompartimente reinternalisiert wird 

Reinternalsierung ins Zellinnere. 

 

Auffällig ist, dass dieser Kreislauf des BACE-1 genau zwischen den Kompartimenten 

stattfindet, in denen die Protease aufgrund ihres sauren pH Optimums vermutlich die 

höchste proteolytische Aktivität besitzt (Huse et al., 2000; Vassar et al., 1999). Zudem sind 

die beiden Enzymaktivitäten in diesem Kompartimenten mit βAPP colokalisiert (Golde  

et al., 1992; Haass et al., 1992a; Nordstedt et al., 1993). 

Eine signifikante Auswirkung der beiden BACE-1 Mutanten S498A und S498D auf die 

Bildung von Aβ 1-40/42 konnte mit dem verwendeten Zellsystem nicht gezeigt werden, da 

einerseits die endogene BACE-1 Aktivität nach wie vor vorhanden ist und andererseits 

BACE-1 S498A immer noch effekti

und somit keine vollständig Inaktivierung der BACE-1 Aktivität zu erwarten ist. 
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4.3.3 Sulfatierung 

Im Gegensatz zu BACE-1, das ausschließlich innerhalb seiner Oligosaccharidseitenketten 

sulfatiert wird, enthält BACE-2 zusätzlich mindestens an einer Aminosäure einen 

Sulfatrest (vgl. Abbildung 26).  

 

Die AS-Sequenz im Bereich der möglichen Sulfatierungsstelle ist im 
inbuchstabencode dargestellt und der kritische Tyrosin-Rest ist vergrößert. 

en Stelle könnten diese Frage 

ng deren 

Aktivität, ihre proteolytische Prozessierung im sekretorischen Prozessierungsweg, sowie 

ihre Wechselwirkung mit anderen Proteinen beeinflusst (Huttner, 1988; Niehrs et al., 

1994). So wird beispielsweise die Prozessierung des Gastrinvorläuferproteins zum aktiven 

Gastrin durch Tyrosinsulfatierung reguliert (Bundgaard et al., 1995) und die hormonelle 

Aktivität des Cholecystokinin durch Sulfatierung eines Tyrosinrestes drastisch gesteigert 

(Mutt, 1980). 

121TPHSYIDTYFDTERSST137

12
9

C‘*N‘ *
SP Pro DTGS DSGT

extrazellulärer Raum/

vesikuläres Lumen

Zytosol

Membran
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Abbildung 56: Modell zur BACE-2 Sulfatierungstelle.  

Dargestellt ist eine Schemazeichnung des BACE-2. Die zelluläre Membran wird durch einen grauen Kasten 
symbolisiert. Gekennzeichnet sind das Signalpeptid (rot), die Prodomäne (blau) und die beiden kritischen 
Aspartylmotive (grüner Stern). 
E

 

Eine computergestützte Sequenzanalyse des BACE-2 N-Terminus liefert eine potentielle 

Sulfatierungsstelle an Y129 zwischen den beiden kritischen Aspartatmotiven. Bisher 

wurde nicht untersucht, ob es sich dabei tatsächlich um eine in vivo Sulfatierungsstelle 

handelt. Entsprechende Mutationen an der fraglich

beantworten. 

Der Proteinsulfatierung konnte bisher keine allgemein gültige Funktion zugeordnet 

werden. So beeinflusst beispielweise die Sulfatierung von „yolk protein 2“ in Drosophila 

melanogaster dessen Transport vom Golgi-Apparat an die Zelloberfläche (Friederich et al., 

1988). Für andere Proteine konnte gezeigt werden, dass Tyrosinsulfatieru
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Aufgrund der vielseitigen Funktion der Tyrosinsulfatierung wäre es denkbar, dass die 

 BACE-1 und BACE-2 bezüglich intrazellulärem Transport oder 

4.4 Einflüsse von BACE-1 und BACE-2 auf die Prozessierung von 

βAPP und auf die Folgeprozessierung der Aβ-Spezies 

BACE-1 erfüllt nicht nur alle für eine β-Sekretase geforderten Kriterien (vgl. 1.3.4.1), 

sondern scheint auch das Enzym mit der höchsten β-Sekretase Aktivität zu sein, da  

BACE-1 „knockout“ Mäuse keine nachweisbare Amyloid Bildung im Gehirn zeigen  

(Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Die Expression von BACE-1 ist 

zudem im Zentralnervensystem am höchsten, während umgekehrt BACE-2 im 

entralnervensystem nur wenig, dafür aber in peripheren Geweben, wie z.B. der 

auchspeicheldrüse, der Gebärmutter oder dem Magen, hoch exprimiert wird (Bennett  

d struktureller Gemeinsamkeiten lag die 

APP an Position 1 und 11 der Aβ-Domäne [vgl. Abbildung 32 und (Citron 

Unterschiede zwischen

der Substratspezifität in unterschiedlichem Sulfatierungsverhalten begründet sind.  

 

Z

B

et al., 2000a; Vassar and Citron, 2000). Aufgrun

Vermutung nahe, dass BACE-2 ebenfalls die Eigenschaften einer β-Sekretase besitzt, diese 

sich jedoch in Neuronen aufgrund der geringen Protein Expression nicht auswirkt. 

 

4.4.1 BACE-1 und BACE-2 verhalten sich unterschiedlich bezüglich der 

Prozessierung membrangebundener βAPP Substrate 

BACE-1 katalysiert in den verwendeten Zellkulturmodellen wie erwartet vorwiegend die 

Spaltung des β

et al., 1995; Vassar et al., 1999)]. Dabei entsteht das membrangebundene Fragment βAPP 

CTFAsp1 und lösliches βAPPsβ, sowie βAPP CTFGlu11. Durch γ-Sekretase-Prozessierung 

der beiden membrangebundenen Fragmente werden die löslichen Aβ-Spezies Aβ 1-40/42 

und Aβ 11-40/42 in die Zellkulturmedien sezerniert (vgl. Abbildung 6 und Abbildung 32). 

Die durch exogene BACE-1 Expression entstandenen βAPP Fragmente spiegeln also die 

typischen Spaltprodukte der β-Sekretase wieder (Vassar, 2002).  

Exogene BACE-2 Expression führt im Zellkulturmodell hingegen zu verstärkter 

Sezernierung einer βAPPsα’-Spezies und zur Bildung membrangebundener βAPP CTF 

Fragmente, die mit Phe20 der Aβ-Domäne beginnen (vgl. Abbildung 35 und Abbildung 

36).  
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Folglich entstehen durch die γ-Sekretase Prozessierung dieser Fragmente keine für eine  

β-Sekretase typischen amyloidogenen Spezies, sondern vielmehr p3-ähnliche Fragmente 

(vgl. Abbildung 6). Diese Art der βAPP Prozessierung entspricht daher mehr der einer  

-Sekretase, als der der β-Sekretase. Folglich muss davon ausgegangen werden, dass 

Zellku e estätigt. Es 

Bildung 

on βAPP CTFPhe20 nachgewiesen werden (Zhong et al., 1994). Aufgrund der dritten Kopie 

sonder

Gegen eine ausgeprägte β-Sekretase Aktivität des BACE-2 spricht weiterhin die 

beiden Kristallstrukturen 

dären Modifikationen, wie z.B. Propeptid Abspaltung, Sulfatierung und ggf. 

α

BACE-2 in der Regel eine antiamyloidogene Funktion besitzt. Diese Beobachtung wurde 

auch durch in vitro Experimente mit synthetischen Peptiden (Farzan et al., 2000) und 

lturexperimente mit transienter BACE-2 Expression (Yan t al., 2001) b

kann jedoch nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden, dass BACE-2 auch einen 

geringen Anteil zur β-Sekretase Aktivität beisteuert. Zumal andere Arbeiten zeigen, dass 

BACE-2 synthetische Peptide, mit der schwedischen Doppelmutation K595N/M596L 

(bezogen auf βAPP695) proteolytisch spalten kann (Farzan et al., 2000; Hussain et al., 

2000). Darüber hinaus wurde beobachtet, dass FAD Mutationen im Bereich der  

α-Sekretase Schnittstelle, wie z.B. A617G (Hendriks et al., 1992) oder E618Q (Levy et al., 

1990) die β-Sekretase Aktivität der BACE-2 Protease erhöhen, während die α-Sekretase 

Aktivität abnimmt (Farzan et al., 2000). Damit besteht die Möglichkeit, dass BACE-2 in 

diesen speziellen Fällen zusätzlich zur Amyloid-Produktion beiträgt. 

In Fibroblasten von Down Syndrom-Patienten konnte hingegen eine verstärkte 

v

des Chromosoms 21 exprimieren Down Syndrom Patienten nicht nur vermehrt βAPP, 

n vermutlich auch BACE-2 (vgl. 1.6.4.3). 

Beobachtung, dass die antisens Inhibition des BACE-1 eine dramatische Reduktion der 

Aβ-Sezernierung im Zellkulturmodell bewirkt, während die Inhibition des BACE-2 nur 

sehr geringe Auswirkungen auf die Aβ-Produktion hat (Vassar et al., 1999; Yan et al., 

1999).  

Der Grund für die unterschiedlichen Spezifitäten der beiden Proteasen ist bisher unklar. 

Obwohl sich beide Enzyme in ihrer Primärstruktur stark ähneln, können geringe 

Unterschiede in der Sekundär- und Tertiärstruktur eine veränderte Substratspezifität 

bedingen. In diesem Zusammenhang wäre ein Vergleich der 

hilfreich. Bisher konnte jedoch nur die Struktur von BACE-1 aufgeklärt werden (Hong  

et al., 2000; Sauder et al., 2000). 

Zudem unterscheiden sich die beiden Proteine, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, in ihren 

sekun
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Phosphorylierung, was unter anderem einen veränderten intrazellulären Transport zur 

Folge hat (vgl. 4.3.2) und somit die Aktivität in unterschiedlichen subzellulären 

Kompartimenten bewirken kann (vgl. 4.1 und 4.3).  

 

4.4.2 Entstehung der verschiedenen βAPP CTF Spezies in 

unterschiedlichen subzellulären Kompartimenten 

Die Blockade des Proteinvorwärtstransportes durch BFA oder Monensin in HEK293 

Zellen mit exogener BACE-1 Expression zeigt, dass die Prozessierung von βAPP an Asp1 

der Aβ-Domäne schon unmittelbar nach der Synthese des Enzyms im ER erfolgen kann 

(vgl. Abbildung 41), obwohl das pH Optimum der Protease von 4,5 (Vassar et al., 1999) 

bei einem pH von ca. 7 im ER deutlich überschritten ist (Alberts et al., 2002). Die Spaltung 

des βAPP an Glu11 der Aβ Domäne erfolgt hingegen auch bei Überexpression der  

BACE-1 Protease ausschließlich im Golgi-Apparat oder in späteren sekretorischen 

Kompartimenten (vgl. Abbildung 41). Die Entstehung des βAPP CTFGlu11 wurde auch von 

anderen Arbeitsgruppen ausschließlich in späteren subzellulären Kompartimenten 

dominante Aβ-Spezies in neuronalen Primärkulturen der Ratte und der Maus (Gouras et 

ang et al., 1996). In humanen neuronalen Zellkulturen ist aber Aβ 1-40/42 die 

achtet, so dass sich die Frage nach der physiologischen 

nachgewiesen (Huse et al., 2002; Liu et al., 2002). Im Golgi-Apparat herrscht ein pH-Wert 

von ca. 6,3 (Machen et al., 2003) und ist somit im Vergleich mit dem ER deutlich niedriger 

und deshalb näher am pH Optimum der Protease (Vassar et al., 1999). Zudem sind in 

diesem Kompartiment die sekundären Modifikationen des Proteins, insbesondere 

Glykosylierung und die Abspaltung der Prodomäne weitgehend abgeschlossen (vgl. 4.3), 

so dass davon ausgegangen werden könnte, dass die eigentlich bevorzugte Spaltungsstelle 

des maturen BACE-1 bei Glu11 der Aβ-Domäne liegt. Auch repräsentiert Aβ 11-40/42 die 

al., 1998; W

am meisten sezernierte Aβ-Spezies und Aβ 11-40/42 entsteht nur zu einem geringen Anteil 

(Lee et al., 2002a). Folglich liegt im humanen System die bevorzugte BACE-1 

Schnittstelle vor Asp1 der Aβ-Domäne (vgl. auch 4.4.3). 

 

Die Spaltung des βAPP an Asp1 der Aβ-Domäne im ER wurde in dieser Arbeit durch 

Überexpression der Protease beob

Relevanz dieses Prozessierungsvorganges stellt. In anderen Arbeiten wurde die Entstehung 

des βAPP CTFAsp1 sowie entsprechender Aβ-Spezies im ER jedoch auch bei endogener 
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Expression von BACE-1 beobachtet (Chyung et al., 1997; Cook et al., 1997; Skovronsky 

et al., 1998; Wild-Bode et al., 1997), was beweist, dass BACE-1 auch ohne artifizielle 

Überexpression bereits im ER aktiv sein kann, auch wenn die überwiegende BACE-1 

ktivität in späteren subzellulären Kompartimenten lokalisiert ist. BACE-1 Koexpression 

mit βAPPsw bewirkt eine Verschiebung innerhalb der βAPP Prozessierungsprodukte hin 

(vgl. A zu diesem Substrat, 

-Apparat und den nachfolgenden 

ompartimenten. Deshalb lässt sich folgendes Modell für die Entstehung und 

A

zu βAPP CTFAsp1. Die Entstehung des βAPP CTFGlu11 wird fast vollständig unterbunden 

bbildung 40). Grund hierfür ist vermutlich die erhöhte Affinität 

die zur Folge hat, dass unter diesen Bedingungen der größte Teil der Proteolyse bereits im 

ER stattfindet, während nur wenige ungespaltene βAPP Moleküle in die späteren 

sekretorischen Kompartimente gelangen und dort prozessiert werden. Unterstrichen wird 

diese Vermutung durch die Beobachtung, dass die Deletion der zytoplasmatischen Domäne 

in βAPPwt zu einer drastischen Verminderung der Aβ-Bildung führt, während die selbe 

Deletion in βAPPsw keinen derartigen Effekt zeigt (Citron et al., 1995). Mit der Deletion 

der zytoplasmatischen Domäne in βAPP wird das für die Reinternalisierung nötige Signal 

entfernt (Haass et al., 1993; Koo and Squazzo, 1994). Folglich findet die Prozessierung des 

βAPPwt zu Aβ hauptsächlich in endosomalen oder lysosomalen Kompartimenten statt, 

während βAPPsw bereits vor Erreichen der Zelloberfläche nahezu vollständig zu Aβ 

konvertiert wird (Haass et al., 1995b). 

 

Werden BACE-1 und BACE-2 in einer Zelllinie coexprimiert, wird die Entstehung des 

βAPP CTFGlu11 und des korrespondierenden Aβ 11-40/42 stark reduziert, während  

βAPP CTFAsp1 und das zugehörige Aβ 1-40/42 nicht wesentlich beeinflusst werden  

(vgl. Abbildung 36/ Abbildung 38 und Abbildung 39). Die Behandlung der Zelllinien, die 

nur eine der Proteasen überexprimieren, mit BFA oder Monensin, zeigt dass BACE-2 im 

Gegensatz zu BACE-1 auch nach artifizieller Überexpression nahezu ausschließlich in 

späten subzellulären Kompartimenten proteolytisch aktiv ist (vgl. Abbildung 41 und 

Abbildung 42). Folglich überlagert sich die Aktivität der BACE-2 Protease, mit der 

Entstehung von βAPP CTFGlu11 durch BACE-1 im Golgi

K

Prozessierung der βAPP CTF ableiten: 
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 noch βAPP CTFPhe20 nach BFA-Behandlung der Zelllinie 
-Behandlung der Zelllinie waren hingegen beide BACE-2 Produkte sowie 

APP CTFGlu11 detektierbar (vgl. Abbildung 41 und Abbildung 42). 

 Zelllinien genauer, entsteht der Eindruck, dass 

owohl endogenes, als auch exogenes BACE-2 in Gegenwart von exogenem BACE-1 

schlechter maturieren (vgl. Abbildung 15 und Abbildung 33). Umgekehrt scheint auch 

BACE-1 in Gegenwart von BACE-2 schlechter zu maturieren und offensichtlich in 

Abbildung 57: Modell zur Entstehung und Prozessierung der βAPP CTF durch BACE-1 und BACE-2.  

Abgebildet ist ein Modell der Entstehung und des Transportes der βAPP CTF (grüner Balken mit 
Bezeichnung der N-terminalen AS) durch die Kompartimente des sekretorischen Prozessierungsweges zur 
Zelloberfläche, sowie die Reinternalisierung in endosomale Kompartimente. Die BACE-1 (blau) und  
BACE-2 (rot) Aktivitäten sind gekennzeichnet. βAPP kann durch BACE-1 bereits im ER an Asp1 der  
Aβ-Domäne gespalten werden, während BACE-2 in diesem Kompartiment nahezu nicht aktiv ist, da weder 
die entsprechende βAPPsα-ähnliche Spezies
nachweisbar war. Nach Monensin
β

 

Für die Reduktion des amyloidogenen Aβ 11-40/42 in Gegenwart von BACE-2 sind 

mehrere Szenarien denkbar. Zum einen besteht die Möglichkeit, dass die BACE-2 Affinität 

bezüglich der Spaltung des βAPP zwischen Phe19 und Phe20 der Aβ-Domäne größer ist, 

als die des BACE-1 bezüglich der Spaltung vor Glu11 und βAPP deshalb bei 

ausreichender BACE-2 Expression im Golgi-Apparat bevorzugt durch BACE-2 prozessiert 

wird. Zum anderen besitzt BACE-2 vermutlich auch die Fähigkeit, die durch BACE-1 

entstandenen βAPP CTFGlu11, sekundär zu spalten und so die Entstehung des Aβ 11-40/42 

Peptids zu verhindern. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich die beiden 

Enzyme in ihrem Maturierungsverhalten beeinflussen oder regulieren. Betrachtet man die 

unter 3.1.3. und 3.4.2.2. beschriebenen

s
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veränderter Art und Weise prozessiert zu werden (vgl. Abbildung 33). Dennoch konnte im 

Rahmen dieser Arbeit keine direkte gegenseitige Beeinflussung der beiden Proteasen, 

beispielsweise in Form von gegenseitiger Proteolyse gezeigt werden. Folglich kann eine 

Beeinflussung nur indirekt, beispielsweise durch die Saturierung anderer, an der 

Prozessierung der beiden Proteasen beteiligter Enzyme, erfolgen. Derartige Mechanismen 

in einem Überxpressionsystem schlüssig zu zeigen, ist kaum möglich.  

Zusammengeno en zeigen die beschriebenen Ergebnisse deutlich, dass BACE-1 und 

BACE-2 βAPP unterschiedlich prozessieren und, dass die Notwendigkeit besteht, 

Strategien zu entwickeln, BACE-1 selektiv zu inhibieren oder BACE-2 selektiv 

stimulieren zu können. Die unspezifische Stimulation von BACE-2 im Rahmen einer 

Therapie am Patienten würde die Wirkung neutralisieren, da zwar die antiamyloidogene 

Wirkung des BACE-2 verstärkt wird, gleichzeitig aber auch die amyloidogene Wirkung 

des BACE-1 ansteigt. Umgekehrt führt die unspezifische Inhibition von BACE-1 

leichzeitig zur Verringerung der antiamyloidogenen Wirkung von BACE-2. Eine 

mm

g

unspezifische Stimulation oder Inhibition kann zudem zu unkalkulierbaren 

Nebenwirkungen führen, da bisher keine Daten über die physiologische Funktion der 

beiden Enzyme vorliegen. Die Inhibition von BACE-2 kann insbesondere zu Störungen in 

peripheren Geweben mit hoher Expression, wie z.B. Niere oder Bauchspeicheldrüse, 

führen. 

 

4.4.3 Sekundäre Prozessierung der Aβ-Spezies durch BACE-1 und 

BACE-2 

Bisher wurde davon ausgegangen, dass die β-Sekretase zum einen ihr Substrat βAPP 

hochspezifisch spaltet und zum anderen in vivo ausschließlich die Spaltung 

membrangebundener Formen von βAPP katalysiert [(Citron et al., 1995) und vgl. auch 

1.3.4.1]. Die massenspektrometrische Analyse der Aβ-Spezies aus Zellen mit exogener 

BACE-1 Expression liefert jedoch im wesentlichen eine C-terminal verkürzte Aβ-Spezies 

(Aβ 1-34), während die primär erwarteten Aβ-Formen (Aβ 1-40/42) mit steigender  

BACE-1 Expression stark reduziert sind (vgl. Abbildung 45). Der Nachweis des Aβ 1-34 

Peptids durch Radiomarkierung gestaltet sich schwierig, da eine Markierung des Peptids 

mit [35S]-Methionin aufgrund des fehlenden Methionins an Position 35 der Aβ-Domäne 

nicht möglich ist, und zudem das Laufverhalten des Peptids in den zum Nachweis von  
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Aβ-Spezies gemeinhin verwendeten Gelsystemen sehr ungewöhnlich ist  

(vgl. Abbildung 52). Das veränderte Laufverhalten ist vermutlich auf eine veränderte 

Struktur des Aβ 1-34 Peptids zurückzuführen und erklärt eventuell auch, warum Aβ 1-34 

mittels gängiger ELISA – Verfahren nicht nachgewiesen werden konnte (Vassar et al., 

1999). Folglich löst sich auch der in der Literatur auftauchende Wiederspruch, dass die 

exogene BACE-1 Expression im Zellkultursystem zwar einen Anstieg der unmittelbaren  

 

. Darüber hinaus konnte die γ-Sekretase 

nabhängige Entstehung von Aβ 1-34 aus löslichem Aβ 1-40/42 durch BACE-1 auch im 

zellulären System nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 53). Neben BACE-1 ist auch 

 

β-Sekretase Produkte, βAPP CTFAsp1 und βAPPsβ, bewirkt, aber kaum eine Erhöhung der 

Aβ-Sezernierung induziert, sondern im Gegenteil diese sogar teilweise reduziert (Vassar  

et al., 1999).  

Die Entstehung der Aβ 1-34 Spezies wurde zunächst auf eine veränderte Prozessierung der 

βAPP CTF durch die γ-Sekretase zurückgeführt (Beher et al., 2002; Vandermeeren et al., 

2001). Diese Vermutung war auf die Beobachtung gestützt, dass in Gegenwart einer 

funktionell inaktiven PS1-Mutante (PS1 D385N) oder bei Verwendung spezifischer  

γ-Sekretase Inhibitoren (DAPT) die Entstehung von Aβ 1-34, wie auch die der übrigen  

Aβ-Spezies, vollständig unterdrückt wird [vgl. Abb.62 und (Beher et al., 2002; 

Vandermeeren et al., 2001)]. In vitro Experimente zeigen jedoch, dass BACE-1 in der 

Lage ist, Aβ 1-40 vor Met35 direkt zu schneiden, so dass Aβ 1-34 gebildet wird 

(vgl. Abbildung 52 und Abbildung 51)

u

BACE-2 in der Lage Aβ 1-34 aus Aβ 1-40/42 zu generieren (vgl. Abbildung 54). 
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Abbildung 58: Schema der βAPP-Prozessierung durch BACE-1, BACE-2 und γ-Sekretase.  

BACE-1 schneidet βAPP vor Asp1 der Aβ-Domäne (blau-gelber Kasten), dabei wird βAPPs (grüner Kasten) 
freigesetzt. Der in der Membran verbleibende Rest (βAPP CTFβAsp1) wird durch die γ-Sekretase geschnitten. 
Es entsteht AICD (roter Kasten) und Aβ (blau-gelber Kasten). Das auf diese Weise freigesetzte Aβ kann nun 
erneut durch BACE-1 oder BACE-2 an Position 34 geschnitten werden, wobei Aβ 1-34 (blauer Kasten) und 
ein kleines hydrophobes Peptid (gelber Kasten), welches vermutlich schnell abgebaut wird, entstehen. 

 

Die beschriebenen Ergebnisse widerlegen, dass BACE-1 ausschließlich die Spaltung 

membrangebundener Substrate katalysiert. Diese Erkenntnis legt die Vermutung nahe, dass 

nicht nur Membranproteine als physiologische Substrate für BACE-1 und BACE-2 in 

Betracht zu ziehen sind, sondern zusätzlich auch lösliche Peptide berücksichtig werden 

müssen. Da BACE-1 und BACE-2 gleichermaßen in der Lage sind lösliche Peptide zu 

rozessieren, besteht die Möglichkeit, dass sich die beiden Enzyme bezüglich der Spaltung 

und ein eventueller Phänotyp nur im doppel 

„knockout“ Maus-Modell sichtbar wird. Eine gleichzeitige Inhibition beider Enzyme 

könnte folglich zu Nebenwirkungen aufgrund fehlender Prozessierung von 

Peptidsubstraten führen. Auf der anderen Seite bietet die Erkenntnis, dass BACE-1 und 

BACE-2 auch lösliche Substrate spalten können neue Ansatzpunkte für die Entwicklung 

synthetischer Inhibitoren. 

Während sich BACE-1 und BACE-2 hinsichtlich der Katalyse membrangebundener 

Substrate stark unterscheiden (vgl. 4.1), erfolgt die Spaltung der Aβ-Peptide nach Leu34 

durch beide Enzyme mit gleicher Spezifität (vgl. 4.1).  
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Dieser Unterschied ist entweder auf unterschiedliche Struktureigenschaften des 

membrangebundenen Substrates und des löslichen Peptids zurückzuführen, oder auf die 

Tatsache, dass die Spaltstelle nach Leu34 der Aβ-Domäne innerhalb der zellulären 

Membran lokalisiert ist und deshalb für BACE vor der γ-Sekretase Spaltung nicht 

zugänglich ist. 

 

P als auch der Sialyltransferase zu haben (Citron et al., 1992; 

Leucin-Rest wie auch an Position –1 der Aβ 1-34 Schnittstelle (vgl. Abbildung 59). Bei 

Mutation des Methionin-Restes an Position –1 der Asp1 Schnittstelle in βAPP zu Leucin, 

1 11 34

BACE-1 BACE-1 BACE-1
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BACE-2BACE-2(BACE-2)
?

1920

 

 

Abbildung 59: BACE-1 und BACE-2 Spaltstellen innerhalb der Aβ-Sequenz. 

Vergrößerte Darstellung der Aβ-Domäne. Die Farbgebung entspricht der aus Abbildung 58. Die  
AS-Sequenz der Aβ- Domäne ist im Einbuchstabencode dargestellt und die potentiellen BACE-1 und 
BACE-2 Schnittstellen sind durch Pfeile markiert. 

 

Für BACE-1 wird eine hohe Sequenzspezifität für die Spaltung seiner Substrate diskutiert 

(Citron et al., 1995; Vassar et al., 1999). Das einzige derzeit bekannte physiologische 

BACE-1 Substrat neben βAPP ist die Sialyltransferase ST6Gal I, ein Typ II 

Transmembranprotein, dessen Ektodomänenspaltung und die damit verbundene 

Sezernierung in den extrazellulären Raum durch BACE-1 katalysiert wird (Kitazume et al., 

2001). Die Spaltung der Sialyltransferase ST6Gal I erfolgt an folgender Stelle der 

Ektodomäne: DYEALTL ↓ QAKEFQMPKSQ (Kitazume et al., 2002). Vergleicht man die 

Sequenz um die Spaltstelle der Sialyltransferase mit der Sequenz in Nachbarschaft zu Asp1 

der Aβ-Domäne, so sind keine offensichtlichen Sequenzhomologien feststellbar. Dennoch 

scheint die AS an Position -1 der Spaltungsstelle großen Einfluss auf die Effizienz der 

Spaltung sowohl von βAP

Citron et al., 1995; Kitazume et al., 2002; Mullan et al., 1992). Es fällt auf, dass große 

hydrophobe Reste an Position -1 der Spaltstelle die Prozessierung des Substrates durch 

BACE-1 begünstigen. So findet sich an Position -1 der Sialyltransferaseschnittstelle ein 
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wie beispielweise im Falle der schwedischen Mutation, steigt die Affinität von BACE-1 zu 

seinem Substrat dramatisch an (Citron et al., 1992).  

In ummittelbarer Nachbarschaft zu Glu11 der Aβ-Domäne befindet sich ein Tyrosin-Rest. 

Hierbei handelt es sich einerseits um einen voluminösen AS-Rest, der folglich die 

Prozessierung durch BACE-1 begünstigt, aber zugleich, wie auch im Falle des Methionins 

neben Asp1 der Aβ-Domäne, um einen polaren Rest. Die Spaltung des βAPPsw vor Asp1 

der Aβ-Domäne findet sowohl bei endogener als auch bei exogener Expression von 

BACE-1 früher statt als die Spaltung des βAPPwt vor Asp1 und Glu11 [vgl. 3.4.3 und 

(Citron et al., 1995; Haass et al., 1992a)]. Folglich kann vermutet werden, dass einerseits 

sterisch große Reste an Position –1 der Spaltstelle generell die Spaltung eines Substrates 

durch BACE-1 begünstigen und andererseits polare Reste nur die Spaltung bei niedrigem 

H-Wert und damit in späteren subzellulären Kompartimenten zulassen. 

nterstrichen wird diese Vermutung weiterhin durch einen Vergleich der βAPP Sequenzen 

Glu11 Schnittstelle. 

Sequenz ist in der Sequenz von Maus und Ratte zu Phenylalanin mutiert. Neuronale Zellen 

von Maus und Ratte sezernieren in Kultur im Gegensatz zu neuronalen Zellen des 

34

p

U

von Maus und Ratte mit der humanen βAPP Sequenz im Bereich der 

 

 

Abbildung 60: Vergleich der human βAPP Sequenz mit den βAPP Sequenzen von Maus und Ratte. 

Dargestellt ist die AS-Sequenz des βAPP von Mensch, Maus und Ratte im Bereich der Aβ- Domäne. Die AS 
sind im Einbuchstabencode angegeben und die BACE-1 Schnittstellen mit schwarzen Zahlen, entsprechend 
der Nummerierung der Aβ-Domäne gekennzeichnet. Die nicht konservierten AS in Maus und Ratte sind rot 
markiert. 

 

Der Tyrosin-Rest an Position –1 der Glu11 Schnittstelle in der menschlichen βAPP 

Menschen mehr Aβ Spezies beginnend mit Glu11 als solche beginnend mit Asp1 [(Gouras 

et al., 1998; Wang et al., 1996) und vgl. 4.4.2].  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich an Position –1 aller bislang 

bekannten BACE-1 Spaltstellen sterisch große Reste befinden. Je größer und unpolarer 

diese Reste sind, desto mehr wird die Spaltung des Substrates durch BACE-1 begünstigt. 

EEISEVKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
EEISEVKMDAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
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Es ist noch nicht restlos geklärt, an welcher Stelle im sekretorischen Prozessierungsweg 

die Spaltung von Aβ-1-40/42 durch BACE-1 erfolgt. Experimente mit konditionierten 

et al., 2001). Der 

 

iesem Zusammenhang bisher keine Ergebnisse vor. 

Die Entstehung des Aβ 1-34 Peptids wurde auch ohne exogene Expression von BACE-1 in 

neuronalen Zellkulturmodellen nachgewiesen (Wang et al., 1996). Somit kann 

ausgeschlossen werden, dass die Entstehung des Aβ 1-34 Peptids ausschließlich auf die 

exogene Expression von BACE-1 im verwendeten Modell zurückzuführen ist. Vielmehr 

uss davon ausgegangen werden, dass Aβ 1-34 auch physiologisch in Abhängigkeit von 

der endogenen BACE-1 Expression entsteht. Da BACE-1 z.B. in HEK293 Zellen nur sehr 

r, 

eiterhin, dass durch die Spaltung des Aβ 1-40/42 Peptids nach Position 34 ein Großteil 

ch eine antiamyloidogene Funktion für 

n 

Medien zeigen jedoch, dass Aβ 1-34 aus dem im Medium vorhandenen Aβ 1-40 gebildet 

werden kann, obwohl in der Zelle de novo kein Aβ entsteht (vgl. Abbildung 53). Die 

Proteolyse durch BACE-1 erfolgt deshalb in diesem Fall entweder unmittelbar an der 

Zelloberfläche oder nach der Reinternalisierung der Aβ-Peptide in Endosomen. Wie unter 

4.4.2. beschrieben, kann BACE-1 aber auch in frühen sekretorischen Kompartimenten 

proteolytisch aktiv sein. Auch wurde die Entstehung von Aβ-Spezies in diesen 

Kompartimenten beschrieben (Chyung et al., 1997; Skovronsky et al., 1998; Wild-Bode  

et al., 1997), so dass eine Bildung von Aβ 1-34 in frühen Zellkompartimenten nicht 

ausgeschlossen werden kann. BACE-1 wird ferner zu einem geringen Teil nach 

Abspaltung der Ektodomäne in Zellkulturmedien sezerniert (Benjannet 

sezernierte BACE-1 Anteil ist jedoch sehr gering, so dass eine alleinige Entstehung des  

Aβ 1-34 Peptids im extrazellulären Raum unwahrscheinlich ist. Für BACE-2 liegen in

d

m

wenig exprimiert wird, ist deshalb auch die Entstehung von Aβ 1-34 nicht nachweisba

während es in Zellen mit höherer endogener BACE-1 Expression, wie z.B. N2a, Aβ 1-34 

auch ohne Überexpression des Proteins detektierbar ist (Wang et al., 1996). Auffällig ist 

w

der hydrophoben AS-Reste, die für die Aggregation von Aβ verantwortlich gemacht 

werden, entfernt wird. Möglicherweise wird dadurch die Aggregation des amyloidogenen 

Peptids verhindert und der Abbau durch Neprilysin (Iwata et al., 2001) oder IDE [insulin 

degrading enzyme; (Iwata et al., 2000; Kurochkin, 2001)] erleichtert. Neben der 

amyloidogenen Funktion könnte zusätzlich au

BACE-1 postuliert werden. Die Inhibition von BACE-1 würde folglich auch die positive 

antiamyloidogene Funktion der Protease hemmen. Die Spaltung von βAPP an Asp1 der 

Aβ-Domäne und von Aβ 1-40/42 nach Leu34 erfolgt jedoch vermutlich in einem andere
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strukturellen Kontext. Deshalb könnten Inhibitoren gefunden werden, die selektiv die 

Spaltung des membrangebundenen βAPP durch BACE-1 blockieren. 

 

4.5 Relevanz der Ergebnisse bezüglich der Alzheimer Krankheit 

und Ausblick 

 

Ein wesentliches pathologisches Merkmal der Alzheimer Krankheit ist die Bildung von 

Amyloid Plaques in definierten Gehirnregionen (vgl. 1.1). Der Hauptbestandteil dieser 

Plaqueablagerungen ist das Aβ-Peptid. Aus diesem Grund werden Therapieansätze 

gesucht, die entweder die Bildung von Aβ-Peptiden verhindern oder sogar bestehende  

Aβ-Ablagerungen reduzieren. Die Modulation der an der Prozessierung von βAPP 

beteiligten Sekretasen bietet deshalb einen guten Ansatzpunkt. Die Aktivierung der  

α-Sekretase fördert beispielsweise die Entstehung nicht amyloidogener Spezies und 

reduziert gleichzeitig aufgrund der dadurch verringerten β-Sekretase Prozessierung des 

βAPP Proteins die Bildung von amyloidogenen Spezies. Eine Möglichkeit der α-Sekretase 

Stimulation ist die Aktivierung von PKC durch Phorbolester. Dabei wird vermehrt 

βAPPsα gebildet und gleichzeitig die Bildung von Aβ stark vermindert (Buxbaum et al., 

1993; Hung et al., 1993; Lammich et al., 1999). Den gleichen Effekt zeigt die indirekte 

Aktivierung von PKC durch Stimulation der muskarinergen Rezeptoren (Nitsch et al., 

1992). Die Inhibition der γ-Sekretase vermindert wie auch die Stimulation der α-Sekretase 

die Bildung amyloidogener Spezies (Wolfe et al., 1998). „Knockout“ Mausmodelle lassen 

aber vermuten, dass die Aktivierung der α-Sekretase, sowie die Inhibition der γ-Sekretase, 

neben der erwünschten Beeinflussung  der βAPP Prozessierung unmittelbaren Einfluss auf 

den Notch-Signalübertragungsweg haben könnten, der auch im erwachsenen Menschen 

wichtige Funktionen erfüllt [vgl. 1.3.5.3 und (Ahmad et al., 1995; Berezovska et al., 1998; 

Berezovska et al., 1997)]. Unerwünschte Nebenwirkungen wie z.B. die Beeinflussung der 

T-Lymphozyten Differenzierung (Varnum-Finney et al., 2000) könnte die Folge eines 

derartigen Therapieansatzes sein. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass einige  

γ-Sekretase Inhibitoren nicht nur mit dem PS-Komplex selbst interagieren, sondern auch 

homologe Proteasen, wie beispielweise die Signal-Peptid-Petidasen, inhibieren (Esler  

et al., 2000; Weihofen et al., 2002). 
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Wie BACE-1 „knockout“ Mausmodelle vermuten lassen, würde auch die Inhibition der  

β-Sekretase die Amyloid Bildung drastisch verringern. BACE-1 „knockout“ Mausmodelle 

eigen zudem keinen auffälligen Phänotyp, so dass bei einer Inhibition von BACE-1 auf 

den ersten Blick keine Nebenwirkungen zu erwarten sind (Cai et al., 2001; Luo et al., 

aktiv ierig, selektive zellgängige Inhibitoren zu entwickeln (Haass, 

002). Hinzu kommt, dass Inhibitoren, die, die Aktivität von BACE-1 reduzieren, mit 

reduziert könnte, vor allem

 

z

2001; Roberds et al., 2001). Dennoch gestaltet es sich bisher aufgrund der Struktur des 

en Zentrums schw

2

großer Wahrscheinlichkeit ebenso auf BACE-2 wirken. Die Auswirkungen einer BACE-2 

Inhibition sind bisher vollständig unbekannt, da weder physiologische Substrate bekannt 

sind, noch entsprechende Tiermodelle verfügbar sind.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass BACE-1 nach seiner Reinternalisierung von der 

Zelloberfläche in Endosomen phosphorylierungsabhängig zurück zum TGN transportiert 

wird (Walter et al., 2001a), während BACE-2 ein derartiges „Recycling“ nicht durchläuft 

(vgl. 3.3). Die Phosphorylierung von BACE-1 wird durch CK-1 katalysiert (vgl. 3.2.2.2). 

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von CK-1 in Gehirnen von Alzheimer 

Patienten im Vergleich zu  Kontrollindividuen erhöht ist (Schwab et al., 2000; Yasojima et 

al., 2000). Darüber hinaus belegen in vitro Experimente, dass Aβ selbst die Aktivität von 

CK-1 steigern kann (Chauhan et al., 1993). Möglicherweise wird der intrazelluläre  

BACE-1 Transport in Gegenwart von Amyloid beeinflusst und bedingt somit eine weiter 

verstärkte Entstehung neuer Aβ-Spezies. In diesem Zusammenhang wäre interessant zu 

untersuchen, ob der Phosphorylierungsstatus von BACE-1 in Gehirnen von Alzheimer 

Patienten im Vergleich zu Kontrollinidividuen verändert ist.  

 

Von großer Bedeutung für eine erfolgreiche Inhibition oder Aktivierung einer Protease ist 

das Verständnis ihrer katalytischen Spezifität. Trotz der homologen Primärstruktur der 

beiden Proteasen unterscheiden sich ihre katalytischen Spezifitäten im Bezug auf 

Membranproteine erheblich. BACE-2 katalysiert entgegen der Erwartungen verstärkt eine 

antiamyloidogene Spaltung des βAPP, während BACE-1 ausschließlich die unmittelbaren 

Vorläufer-Spezies für amyloidogene Peptide liefert (vgl. 3.4.2). Eine Verringerung der 

BACE-1 Aktivität mittels Inhibitoren, die auch die Aktivität der BACE-2 Protease 

 in peripheren Geweben unerwünschte Folgen haben, wenn die 

Spaltung bisher unbekannter physiologischer Substrate durch BACE-2 ebenfalls blockiert 

wird. 
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Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass beide BACE Proteasen in der 

Lage sind, Aβ-Peptide nach ihrer Entstehung C-terminal zu verkürzen und somit 

wahrscheinlich die Aggregationsbereitschaft von Aβ reduzieren (vgl. 3.4.4). Auch in 

diesem Zusammenhang würde eine Verminderung der Proteaseaktivität durch Inhibitoren 

gleichzeitig den erwünschten Abbau der neurotoxischen Substanzen verhindern. Für die 

Therapie bereits an der Alzheimer Krankheit erkrankter Patienten würde eine BACE-1 

Inhibition zwar das Fortschreiten der Krankheit verlangsamen, jedoch ist fraglich, ob 

bestehende Symptome gelindert werden könnten, da der Abbau bereits vorhandener  

Aβ-Spezies möglicherweise gestört ist. Im Falle einer präventiven Therapie wäre dieser 

Effekt hingegen vernachlässigbar, sofern die Spaltung löslicher Substrate durch BACE-1 

er Bedeutung.  

keine andere physiologische Funktion hat, da BACE-1 wahrscheinlich die einzige  

β-Sekretase ist und somit kein Aβ entstehen würde. So dass die Inhibition von BACE-1 

beispielsweise zur Prophylaxe gegen die Alzheimer Krankheit eingesetzt werden könnte. 

 

Um BACE-1 in Zukunft eventuell als Ansatzpunkt für eine Therapie nutzen zu können, ist 

es ferner von größtem Interesse, weitere physiologische Substrate, neben βAPP und 

Sialyltransferase (ST6 Gal 1) zu identifizieren und somit die physiologische Funktion 

besser zu verstehen, damit eventuelle Nebenwirkungen im Rahmen einer Therapie durch 

Inhibition der Protease ausgeschlossen oder minimiert werden können. In diesem 

Zusammenhang gilt es auch, die Funktion der homologen Protease BACE-2 genauer zu 

untersuchen. Die Charakterisierung von BACE-2 „knockout“ Mäusen, sowie von BACE-1 

und BACE-2 doppel „knockout“ Mäusen ist deshalb von groß
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5. Zusammenfassung 
 

Die Inhibition der β-Sekretase stellt derzeit einen vielversprechenden Ansatz zur Therapie 

der Alzheimer Krankheit dar. Der Hauptanteil der β-Sekretase Aktivität ist auf BACE-1, 

eine neuartige membrangebundene Typ I Aspartylprotease, zurückzuführen. Um gezielt 

spezifische und wirksame Inhibitoren entwickeln zu können, ist es notwendig, die 

Eigenschaften und katalytischen Spezifitäten der Protease genauer zu verstehen. Da neben 

BACE-1 eine weitere hochgradig homologe Aspartylprotease, BACE-2, bekannt ist, ist es 

für die Suche nach Inhibitoren ferner von Bedeutung, charakteristische Unterschiede 

zwischen den beiden Enzymen zu kennen, um mögliche Kreuzreaktionen der Inhibitoren 

minimieren zu können. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die beiden Enzyme bezüglich 

ihrer posttranslationalen Modifikationen und insbesondere ihrer katalytischen Spezifitäten 

ergleichend zu analysieren. Als Modell für die durchgeführten Experimente dienten 

ätigt. Mittels 

iotinylierung konnte demonstriert werden, dass beide BACE-Proteasen effizient an die 

Zelloberfläche transportiert werden. Im Gegensatz zu BACE-1, welches rasch in 

endosomale Kompartimente reinternalisiert wird und phosphorylierungsabhängig zurück 

zum TGN transportiert wird, wird BACE-2 entweder durch Spaltung der Ektodomäne in 

den extrazellulären Raum sezerniert, oder aber unmittelbar nach der Reinternalsierung ins 

Zellinnere in lysosomalen Kompartimenten abgebaut. Dieser Unterschied begründet 

vermutlich die unterschiedlichen Halbwertszeiten der beiden Proteine und erhöht 

gleichzeitig die Gesamtverweildauer von BACE-1 in endosomalen Kompartimenten, die 

aufgrund ihres pH-Wertes günstige Bedingungen für die proteolytische Aktivität des 

Enzyms schaffen. 

Hinsichtlich der katalytischen Spezifität bezüglich des membrangebundenen βAPP 

unterscheiden sich BACE-1 und BACE-2 grundlegend. Während BACE-1 die erwarteten 

v

HEK293 Zellen, mit exogener Expression der beiden Proteasen, sowie dem Substrat βAPP. 

 

Beide Proteine werden in ähnlicher Weise durch die kovalente Bindung komplexer 

Kohlehydrateinheiten modifiziert. Matures BACE-1 besitzt im Vergleich zu BACE-2 eine 

eine längere Halbwertszeit. In vitro werden beide Enzyme durch CK1 an homologen 

Serinen in der zytoplasmatischen Domäne phosphoryliert. Während für BACE-2 bisher 

nicht schlüssig gezeigt werden konnte, dass auch in vivo eine Phosphorylierung erfolgt, 

wurde für BACE-1 S498 auch als Phosphorylierungsstelle in vivo best

B
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Zusammenfassung 

β-Sekretase Spaltungen an Asp1 u

vorzugsweise zwischen Phe19 u

nd Glu11 der Aβ-Domäne katalysiert, spaltet BACE-2 

nd Phe20 der Aβ-Domäne, wodurch Spaltprodukte 

ntstehen, die denen der α-Sekretase Spaltung ähneln. Durch Koexpression der beiden 

ivo zu einer Reduktion der amyloidogenen Aβ 1-40/42 Peptide. 

e

Enzyme konnte gezeigt werden, dass BACE-2 die BACE-1 abhängige Prozessierung des 

Substrates direkt oder indirekt beeinflussen kann. Die Behandlung der entsprechenden 

Zelllinien mit BFA oder Monensin belegt, dass BACE-1 bereits in den frühen 

Kompartimenten des sekretorischen Prozessierungsweges proteolytisch aktiv sein kann, 

während BACE-2 auch nach exogener Expression keine Aktivität in diesen 

Kompartimenten zeigt.  

Mit Hilfe massenspektrometrischer Analysen wurde bewiesen, dass BACE-1 und BACE-2 

entgegen bisheriger Annahmen nicht ausschließlich die proteolytische Spaltung 

membrangebundener βAPP Substrate katalysieren, sondern zudem Aβ-Peptide, nach ihrer 

Freisetzung durch γ-Sekretase, C-terminal verkürzen können. In vitro Versuche zeigen, 

dass BACE-1 selbst in der Lage ist, Aβ 1-40 an Position 34 zu spalten und dieser Schnitt 

nicht wie bislang angenommen durch γ-Sekretase katalysiert wird. Dieser Vorgang führt in 

v

Da sich der Nachweis des Aβ 1-34 Peptides mittels konservativer Proteinanalytik 

schwierig gestaltet, erklärt sich, warum in Zelllinien mit exogener BACE-1 Expression 

keine merkliche Steigerung der Aβ-Sezernierung bzw. teilweise sogar eine Reduktion 

detektierbar war. Letztendlich bietet die Beobachtung, dass auch Peptide als Substrate für 

die BACE fungieren können, interessante Ansatzpunkte für die Suche nach neuen 

physiologischen Substraten und Inhibitoren. 

Die Analyse des subzellulären Transportes und die Charakterisierung, sowohl pro- als auch 

antiamyloidogener Enzymaktivitäten der beiden Proteasen BACE-1 und BACE-2 liefert 

neue Grundlagen für die Entwicklung therapeutischer Inhibitoren und für die Suche neuer 

Substrate. 
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b-Secretase (BACE) is a transmembrane aspartyl pro-
tease, which generates the N terminus of Alzheimer’s
disease amyloid b-peptide. Here, we report that BACE
can be phosphorylated within its cytoplasmic domain at
serine residue 498 by casein kinase 1. Phosphorylation
exclusively occurs after full maturation of BACE by
propeptide cleavage and complex N-glycosylation. Phos-
phorylation/dephosphorylation affects the subcellular
localization of BACE. BACE wild type and an S498D
mutant that mimics phosphorylated BACE are predom-
inantly located within juxtanuclear Golgi compart-
ments and endosomes, whereas nonphosphorylatable
BACE S498A accumulates in peripheral EEA1-positive
endosomes. Antibody uptake assays revealed that rein-
ternalization of BACE from the cell surface is independ-
ent of its phosphorylation state. After reinternalization,
BACE wild type as well as BACE S498D are efficiently
retrieved from early endosomal compartments and fur-
ther targeted to later endosomal compartments and/or
the trans-Golgi network. In contrast, nonphosphorylat-
able BACE S498A is retained within early endosomes.
Our results therefore demonstrate regulated trafficking
of BACE within the secretory and endocytic pathway.

Alzheimer’s disease is the most common form of dementia
and is pathologically characterized by the invariant accumula-
tion of senile plaques and neurofibrillary tangles in certain
areas of the brains of Alzheimer’s disease patients (1). The
major constituent of senile plaques is the amyloid b-peptide
(Ab),1 which derives from the b-amyloid precursor protein
(bAPP) by endoproteolytic processing (2). b-Secretase cleaves
bAPP at the N terminus of the Ab-domain, resulting in the
generation of soluble APPS-b and a membrane-associated
C-terminal fragment bearing the complete Ab-domain. Subse-

quent cleavage of this fragment by g-secretase, which appears
to be identical with the presenilins, results in the release and
secretion of Ab (3).

Recently, an aspartyl protease with b-secretase activity was
identified in human embryonic kidney (HEK) 293 cells and was
initially called BACE (b-site APP-cleaving enzyme, Asp2, or
memapsin 2) (4–8) (Fig. 1A). A close homologue was also iden-
tified and termed as BACE-2, Asp1, DRAP, or memapsin 1 (4,
5, 9).2 Both enzymes are type I membrane proteins sharing
significant homology with other members of the aspartyl pro-
tease family (5–8). While BACE-2 is predominantly expressed
in peripheral tissues, BACE is highly expressed in neurons, the
major site of Ab generation. However, it appears that bAPP is
not the only substrate for BACE. In fact, mouse bAPP is a very
poor substrate for b-secretase activity (10). “Humanizing” the
Ab domain of mouse bAPP by three amino acid substitutions
resulted in efficient cleavage by b-secretase (10), suggesting
that bAPP may not be the exclusive substrate for BACE. How-
ever, other physiological substrates of BACE remain to be
identified.

BACE is cotranslationally modified by N-glycosylation and
further maturates by complex glycosylation as well as proteo-
lytic removal of its prodomain by a furin-like protease (11–14).
The majority of BACE molecules are localized within Golgi and
endosomal compartments, where they colocalize with bAPP (4,
5, 7, 12, 14). The acidic pH optimum of BACE (5–8) indicates
that it is predominantly active within late Golgi compartments
and/or endosomes/lysosomes. This is consistent with previous
findings demonstrating that b-secretase cleavage of bAPP can
occur in all of these acidic compartments (15–18).

It has recently been reported that BACE is reinternalized
from the cell surface to early endosomes and can recycle back to
the cell surface, a process that depends on a dileucine motif in
the cytoplasmic tail of BACE (14). This signal is located close to
a negatively charged domain, which contains a potential phos-
phorylation site. We found that BACE is indeed phosphoryl-
ated within its C-terminal domain and that the biological func-
tion of BACE phosphorylation resides in the regulation of the
retrieval of reinternalized BACE from endosomes.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture and Transfection—Human embryonic kidney (HEK) 293
and green monkey kidney COS-7 cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium with Glutamax (Life Technologies, Inc.) sup-
plemented with 10% fetal calf serum (Life Technologies). The cell lines
stably overexpressing bAPP695 (19) and BACE carrying Myc epitopes at
the C terminus (12) have been described previously. Transfection of
cells with BACE cDNAs was carried out using Fugene reagent (Roche
Molecular Biochemicals) according to the supplier’s instructions. Single
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mic tail; EEA1, early endosome antigen 1; GST, glutathione S-trans-
ferase; HD, hymenialdisine; HEK, human embryonic kidney; PVDF,
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BACE, b-secretase; endo H, endoglycosidase H; PBS, phosphate-buff-
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cell clones were generated by selection in 200 mg/ml zeocine
(Invitrogen).

cDNAs and Fusion Proteins—The phosphorylation site mutants of
BACE were generated by polymerase chain reaction techniques using
the appropriate oligonucleotides. The resulting polymerase chain reac-
tion fragments were subcloned into the EcoRI/XhoI restriction sites of
pcDNA3.1 containing a zeocine resistance gene (Invitrogen). To gener-
ate fusion proteins of gluthatione S-transferase and the cytoplasmic
domain of BACE, the sequence of BACE encoding amino acids 476–501
was amplified by polymerase chain reaction using appropriate primers.
The resulting fragments were subcloned into EcoRI/XhoI restriction
sites of pGEX-5X-1 (Amersham Pharmacia Biotech), and fusion pro-
teins were expressed in Escherichia coli DH5a and purified on GSH-
Sepharose according to the supplier’s instructions.

Antibodies, Metabolic Labeling, Immunoprecipitation, and Immuno-
blotting—The polyclonal antibodies 7523, 7520, and GM190 recognizing
the N terminus of BACE (amino acids 46–60), the C terminus (amino
acids 482–501), and the propeptide (amino acids 22–45), respectively,
have been described previously (12). Monoclonal a-giantin antibodies
and monoclonal a-bAPP antibodies were generously provided by Drs.
H.-P. Hauri and E. H. Koo, respectively. Monoclonal a-EEA1 antibody
was from Transduction Laboratories, and monoclonal antibody 9E10
developed by J. M. Bishop was obtained from the Developmental Stud-
ies Hybridoma Bank (University of Iowa).

To radiolabel cellular proteins, cells were incubated at 37 °C in
methionine-free serum-free medium for 45 min. Cells were then incu-
bated with the same medium supplemented with [35S]methionine/
[35S]cysteine (Promix; Amersham Pharmacia Biotech) and kept at 37 °C
for the times indicated in the respective experiments. For immunopre-
cipitations cells were lysed in buffer containing 1% Nonidet P-40 on ice
for 10 min. Lysates were clarified by centrifugation for 10 min at
14,000 3 g and immunoprecipitated for 3 h at 4 °C. After separation by
SDS-PAGE, proteins were transferred to PVDF membrane (Imobilon;
Millipore) and analyzed by autoradiography or phosphorimaging. Al-
ternatively, BACE was detected by immunoblotting using the enhanced
chemiluminescence technique (Amersham Pharmacia Biotech).

In Vivo Phosphorylation—HEK 293 cells were incubated 45 min in
phosphate-free media (Sigma). Media were aspirated, and the respec-
tive fresh media were added containing 18 MBq/ml [32P]orthophosphate
(Amersham Pharmacia Biotech). After 1 h at 37 °C, cells were incu-
bated for an additional 1 h in the presence or absence of protein kinase
activators/inhibitors or the phosphatase inhibitor okadaic acid at the
concentrations indicated in the respective experiments. To inhibit
N-glycosylation, cells were treated with 10 mg/ml tunicamycin for 2 h
prior to the addition of [32P]orthophosphate and during the labeling
period. After labeling, media were aspirated, and the cells were washed
twice with ice-cold PBS and immediately lysed on ice with lysis buffer
containing 1% Nonidet P-40 for 10 min. Cell lysates were centrifuged
for 10 min at 14,000 3 g, and supernatants were immunoprecipitated
with specific antibodies as indicated.

In Vitro Phosphorylation Assays—In vitro phosphorylation assays
were carried out as described previously (20). Recombinant rat casein
kinase (CK)-1 d (New England Biolabs), recombinant a-subunit of hu-
man CK-2 (New England Biolabs), and the catalytic subunit of protein
kinase A purified from bovine heart (gift from Dr. V. Kinzel) were used
for in vitro phosphorylation assays in a buffer containing 20 mM Tris,
pH 7.5, 5 mM magnesium acetate, 5 mM dithiothreitol. Protein kinase C
purified from rat brain (Biomol) was assayed in a similar buffer sup-
plemented with 1 mM phorbol 12,13-dibutyrate, 0.5 mM calcium chlo-
ride, and 100 mg/ml phosphatidylserine under mixed micellar condi-
tions. As substrates, fusion proteins of GST and the C terminus of
BACE (see above) were used. Phosphorylation reactions were started by
the addition of 10 mM [g-32P]ATP and allowed to proceed for 10 min at
32 °C. To control the kinase activities, parallel phosphorylation reac-
tions were carried out using phosvitin (1 mg/ml; Sigma) or histone (0.5
mg/ml; Sigma) as protein substrates. Reactions were stopped by the
addition of SDS sample buffer. Alternatively, cell extracts were used to
phosphorylate fusion proteins of GST and BACE. HEK 293 cells were
lysed in a buffer containing 20 mM Tris, pH 7.5, 5 mM magnesium
acetate, 5 mM dithiothreitol, and 0.5% Triton X-100. Lysates were
centrifuged for 10 min at 14,000 3 g, and fusion proteins of GST and
BACE-CT were added to the supernatant. Phosphorylation reactions
were started by the addition of [g-32P]ATP and allowed to proceed for 15
min in the presence or absence of 10 mM hymenialdisine (HD) and 1 mM

okadaic acid. GST fusion proteins were isolated by precipitation with
GSH-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) for 2 h at 4 °C. Pre-
cipitates were washed five times with PBS and eluted by the addition of
SDS sample buffer and separated by SDS-gel electrophoresis.

Phosphoamino Acid Analysis—Phosphoamino acid analysis was car-
ried out by one-dimensional high voltage electrophoresis according to
Jelinek and Weber (21). Radiolabeled proteins, electrotransferred onto
PVDF membrane were hydrolyzed in 6 M HCl for 90 min at 110 °C.
Subsequently, supernatants were dried in a SpeedVac concentrator,
and pellets were dissolved in 8 ml of pH 2.5 buffer (5.9% glacial acetic
acid, 0.8% formic acid, 0.3% pyridine, 0.3 mM EDTA) and spotted onto
20 3 20-cm cellulose thin layer chromatography plates (Merck) together
with unlabeled phosphoamino acids (Ser(P), Thr(P), Tyr(P); 1 mg each;
Sigma). High voltage electrophoresis was carried out for 45 min at 20
mA. Radiolabeleled phosphoamino acids were localized by autoradiog-
raphy and identified by comparison with comigrating phosphoamino
acids after ninhydrine staining.

Deglycosylation Experiments—BACE was immunoprecipitated from
cell lysates as described above, and precipitates were incubated in the
presence of endoglycosidase H (endo H; Roche Molecular Biochemicals)
or PNGase F (Roche Molecular Biochemicals) for 14 h at 37 °C in the
appropriate buffer. Reactions were stopped by the addition of SDS
sample buffer, and reaction mixtures were separated by SDS gel
electrophoresis.

Immunocytochemistry—Cells stably expressing BACE cDNAs were
grown on polylysine-coated glass coverslips to 50–80% confluence. Cells
were fixed in 4% paraformaldehyde/PBS at room temperature and
processed for immunofluorescence as described previously (12). Bound
primary antibodies were detected by Alexa 488- or Alexa 594-conju-
gated secondary antibodies (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR). In
some experiments, cells were incubated in the presence of 10 mg/ml
brefeldin A (BFA) for 30 min at 37 °C before fixation.

Antibody Uptake Assays—Cells grown on polylysine-coated glass cov-
erslips were washed twice with ice-cold PBS and incubated for 20 min
on ice in serum-free medium (Opti-MEM; Life Technologies, Inc.) con-
taining the indicated antibodies. Cells were then washed three times
with ice-cold PBS and subsequently incubated at 37 °C or 18 °C in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium with Glutamax supplemented with
10% fetal calf serum for various time periods. After two washes with
PBS, cells were fixed in 4% paraformaldehyde/PBS and processed for
immunofluorescence.

Cells were analyzed using a Leica DMRB fluorescence microscope,
and photographs were taken with an RT monochrome spot camera
(Diagnostic Instruments) and processed with Metaview program (Vis-
itron Systems).

RESULTS

BACE Is Phosphorylated at Serine 498—To investigate
whether BACE is posttranslationally modified by phosphoryla-
tion, we used HEK 293 cells stably overexpressing human BACE.
HEK 293 cells were used previously to identify BACE in a func-
tional screening assay and to analyze its proteolytic function (7).
The same cell line was also used to successfully investigate the
effects of the Swedish bAPP mutation on b-secretase cleavage
(16), thus demonstrating that HEK 293 cells represent a valid
model system to study the cell biology of BACE.

After in vivo labeling with [32P]orthophosphate, cell lysates
were immunoprecipitated with antibody 7523 directed to an
N-terminal sequence after the prodomain (Fig. 1A). Analysis of
immunoprecipitated BACE by autoradiography revealed that
BACE undergoes phosphorylation (Fig. 1B). Incorporation of
[32P]orthophosphate is dependent on the presence of the phos-
phatase inhibitor okadaic acid (Fig. 1B). However, longer ex-
posure of the autoradiograms revealed weakly radiolabeled
BACE also in the absence of okadaic acid (data not shown). To
prove if BACE is phosphorylated within its cytoplasmic tail or
within its ectodomain as previously demonstrated for its sub-
strate bAPP (22–24), we generated a truncated derivative lack-
ing the cytoplasmic domain (BACEDC; Fig. 1A (12)). Although
high levels of BACEDC were expressed, the deletion of the
cytoplasmic tail of BACE completely abolished phosphorylation
(Fig. 1B). A soluble derivative of BACE lacking the transmem-
brane domain (12) is also not phosphorylated by cultured cells
(data not shown), further supporting the finding that the
ectodomain of BACE is not phosphorylated. These results
therefore demonstrate exclusive phosphorylation of BACE
within its cytoplasmic tail.
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Phosphoamino acid analysis of 32P-labeled BACE revealed
that it is phosphorylated on serine residues (Fig. 1C). The
cytoplasmic domain of BACE contains a single serine residue at
position 498 close to the C terminus (Fig. 1A). To confirm that
serine 498 is indeed phosphorylated in vivo, we generated a cell
line stably expressing BACE containing a serine to alanine
substitution (BACE S498A). This mutation completely blocks
phosphorylation of BACE, thus demonstrating that serine 498
is the sole in vivo phosphorylation site (Fig. 1D).

Phosphorylation Occurs Selectively after Full Maturation of
BACE—The results shown in Fig. 1 indicate that selectively
mature BACE (70 kDa) is phosphorylated but not the imma-
ture 66-kDa form of BACE. If that is the case, phosphorylated
BACE should be resistant to endo H treatment (12, 14). To
prove this, cells expressing BACE carrying a Myc tag at the C
terminus (12) were labeled with [32P]orthophosphate in the
presence of okadaic acid, and BACE was isolated from cell
lysates by immunoprecipitation with the a-Myc antibody 9E10.
Immunoprecipitates were incubated in vitro in the presence or

absence of endo H or PNGase F and separated by SDS-PAGE.
Immunoblot analysis with antibody 7523 revealed that endo H
deglycosylated exclusively the immature 66-kDa form of BACE
(Fig. 2A, left panel), consistent with the specificity of endo H for
immature, biantennary or high mannose, N-linked glycans. We
also identified the immature forms of BACE using antibody
GM190 directed against the prodomain (12) and found that
endo H selectively deglycosylates prodomain-containing imma-
ture forms of BACE (Fig. 2A, left panel). Autoradiography of
the same membrane revealed that phosphorylated BACE is
completely resistant to endo H treatment (Fig. 2A, left panel).
In contrast to endo H, treatment with PNGase F, which re-
moves all types of N-linked glycans, resulted in complete deg-
lycosylation of both phosphorylated mature and unphosphoryl-
ated immature BACE as demonstrated by a significant
molecular mass shift of 32P-labeled BACE from 70 to 50 kDa
(Fig. 2A, right panel). These results indicate that selectively
fully mature BACE is phosphorylated. To confirm this in living
cells, HEK 293 cells were labeled with [32P]orthophosphate in
the presence or absence of tunicamycin to inhibit cotransla-
tional N-glycosylation. BACE was immunoprecipitated with
the a-Myc antibody 9E10 and separated by SDS-PAGE. Con-
sistent with previous results (12), tunicamycin treatment
resulted in the accumulation of unglycosylated 50-kDa forms of
BACE (Fig. 2B). Detection with antibody GM190 demonstrates
accumulation of substantial levels of the unglycosylated prodo-
main-containing 50-kDa form of BACE after tunicamycin treat-
ment (Fig. 2B). Autoradiography of the same membrane re-
vealed that the unglycosylated form is not phosphorylated, in
contrast to the fully mature BACE at 70 kDa (Fig. 2B). Taken
together, these experiments demonstrate that phosphorylation
of BACE occurs selectively after full maturation by removal of
the prodomain and complex N-glycosylation.

FIG. 1. Phosphorylation of BACE at serine residue 498 within
the cytoplasmic domain. A, schematic of BACE. The aspartyl prote-
ase active site motifs (DTGS and DSGT) are indicated by asterisks. The
signal peptide (SP) is indicated by a black box, and the propeptide (pro)
is shown by a hatched box. The amino acid sequence of the cytoplasmic
domain is given in single letter code, and the phosphorylation site
(Ser498) is shown in boldface type. The epitopes of antibodies 7520, 7523,
and GM190 are indicated. B, HEK cells stably expressing wild-type
human BACE (WT) or a truncated derivative lacking the cytoplasmic
domain (DC) were labeled with [32P]orthophosphate in the presence or
absence of 0.2 mM okadaic acid (oa). BACE was isolated by immunopre-
cipitation, separated by SDS-PAGE, and transferred to a PVDF mem-
brane. Radiolabeled proteins were visualized by phosphorimaging (32P),
and BACE was detected by Western immunoblot with antibody 7523
(WB). Mature (m) and immature (im) forms of BACE are indicated by
arrowheads. C, phosphoamino acid analysis of radiolabeled BACE. The
arrowheads indicate migrations of standard phosphoamino acids
(P-Ser, P-Thr, P-Tyr) and origin of sample application (ori). D, phos-
phorylation of BACE WT and BACE S498A was analyzed as described
for B. Substitution of Ser498 by Ala completely abolished phosphate
incorporation.

FIG. 2. Selective phosphorylation of mature BACE. A, cells sta-
bly expressing BACE WT were labeled with [32P]orthophosphate in the
presence of 0.2 mM okadaic acid. BACE was isolated by immunoprecipi-
tation and incubated in the presence (1) or absence (2) of endo H or
PNGase F. Proteins were then separated by SDS-PAGE and trans-
ferred to a PVDF membrane. After detection of 32P-phosphorylated
BACE by phosphorimaging (32P), membranes were subjected to immu-
noblotting with antibody 7523. To specifically detect immature forms of
BACE, the same membrane was reprobed with antibody GM190 di-
rected against the prodomain. The phosphorylated form of BACE is
resistant to treatment with endo H, while it is sensitive to PNGase F. B,
HEK cells were incubated with [32P]orthophosphate in the presence of
0.2 mM okadaic acid and in the presence or absence of tunicamycin.
BACE was isolated by immunoprecipitation, separated by SDS-PAGE,
and transferred to a PVDF membrane. The membrane was first sub-
jected to autoradiography to visualize 32P-labeled proteins (32P) and
then probed with antibody 7523 and with antibody GM190. Note that
BACE is exclusively phosphorylated after full maturation by complex
N-glycosylation and proteolytic removal of its prodomain.
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Casein Kinase 1 Phosphorylates BACE—To identify a protein
kinase involved in phosphorylation of BACE, we first carried
out in vitro phosphorylation assays using fusion proteins of
GST with the cytoplasmic domain of BACE WT (CT-WT) or the
S498A mutation (CT-S498A). The fusion proteins were incu-
bated with four selected purified protein kinases in the pres-
ence of [g-32P] ATP. Since the phosphorylation site of BACE is
located within an acidic motif typical for substrate recognition
by CKs (25) (see Fig. 1A), we used CK-1 and CK-2 in initial
experiments. We also analyzed protein kinases A and C, since
these enzymes have been shown to affect endoproteolytic proc-
essing of bAPP (26–28). The fusion protein CT-WT was readily
phosphorylated by CK-1, while CK-2, protein kinase A, and
protein kinase C were not efficient (Fig. 3A, left panel), al-
though all kinases were catalytically active under the assay
conditions (Fig. 3B). CK-1-mediated phosphorylation of the
cytoplasmic domain of BACE was completely abolished when
CT-S498A was used as a substrate (Fig. 3A, right panels).

We next analyzed the involvement of CK-1 in the phospho-
rylation of BACE by cellular extracts. Lysates of HEK 293 cells
were incubated with [g-32P]ATP in the presence or absence of
HD, which preferentially inhibits CK-1, glycogen synthase ki-
nase 3b, and cyclin-dependent kinases (29), using the fusion
protein CT-WT as substrate. CT-WT was readily phosphoryl-
ated by the cellular extracts in the absence of HD (Fig. 3C). In
contrast, phosphorylation was completely blocked by HD. As
expected, the fusion protein CT-S498A and GST alone were not
phosphorylated by cellular extracts (Fig. 3C).

Phosphorylation of the Cytoplasmic Domain Affects the Sub-
cellular Localization of BACE—We next examined the subcel-
lular localization of BACE in stably transfected HEK 293 cells.
Cells grown on glass coverslips were fixed and costained with

polyclonal antibody 7523 against BACE and with monoclonal
antibody against giantin, a Golgi marker protein (30). BACE
WT and giantin partially colocalize in juxtanuclear structures
(Fig. 4, a and b). Consistent with previous results (4, 5, 7, 12,
14), additional staining was observed in juxtanuclear and ve-
sicular structures that did not overlap with the Golgi marker
giantin (Fig. 4, a and b). To prove whether this additional
staining is due to localization of BACE in post-Golgi compart-
ments, cells were treated with BFA for 30 min at 37 °C. BFA
treatment is known to result in the fusion of Golgi compart-
ments with the ER, while the trans-Golgi network (TGN) and
other post-Golgi compartments fuse with endosomes to form
vesicular/tubular structures (31). Treatment with BFA re-
sulted in reticular staining of giantin, indicative for a redistri-
bution of the Golgi marker protein giantin to the ER (Fig. 4d).
In contrast, BACE was detected in juxtanuclear and peripheral
vesicular structures after BFA treatment (Fig. 4c). These re-
sults indicate that BACE is not only localized in the ER and
Golgi but also in post-Golgi compartments.

To examine if phosphorylation of BACE affects its accumu-
lation in these compartments, we generated cDNA constructs
encoding BACE derivatives in which serine residue 498 is
substituted by alanine or by aspartate residues in order to
mimic unphosphorylated or phosphorylated BACE molecules,
respectively. HEK 293 cells stably expressing BACE WT,
BACE S498D, or BACE S498A were permeablized and
costained with antibody 7523 and antibodies against giantin.
As shown above (Fig. 4), BACE WT and giantin partially colo-
calize in juxtanuclear structures (Fig. 5, a and b). A very
similar localization was observed for BACE S498D, which
mimics phosphorylated BACE (Fig. 5, c and d). In contrast,
nonphosphorylatable BACE S498A showed less juxtanuclear
staining. Rather, BACE S498A accumulated in peripheral
vesicular structures near the plasma membrane, particularly
in cellular processes (Fig. 5e). Very similar data were obtained
with independent cell clones and transiently transfected HEK
293 cells (data not shown). These data indicate that some
aspects of subcellular sorting of BACE are affected by phospho-
rylation/dephosphorylation of serine residue 498.

To prove that the distinct staining pattern of the BACE
mutants is not simply due to impaired maturation, we per-
formed pulse-chase experiments. Immunoprecipitation with
antibody 7520 against the C terminus of BACE demonstrate
that the phosphorylation site mutants BACE S498A and BACE
S498D mature with similar kinetics as the WT protein by
complex N-glycosylation as indicated by the molecular mass
shift from 66 to 70 kDa (Fig. 6A, left panel). To analyze proteo-

FIG. 3. Casein kinase-1 phosphorylates BACE. A, fusion proteins
of GST carrying the WT (CT-WT; left panels) or the S498A mutant
(CT-S498A; right panels) cytoplasmic domain of BACE were incubated
with protein kinases CK-1, CK-2, A (PKA), and C (PKC) in the presence
of [g-32P]ATP. Reaction mixtures were separated by SDS-PAGE and
transferred to PVDF membrane. Phosphorylated fusion proteins were
detected by autoradiography (32P). The same membrane was stained
with Coomassie (Co) to control protein loading. B, the catalytic activi-
ties of CK-1 and CK-2 were assayed using 1 mg/ml phosvitin, and that
of protein kinase A was assayed with 0.5 mg/ml histone. The activity of
rat brain protein kinase C was controlled by detection of autophospho-
rylation. C, lysates of HEK 293 cells were incubated with fusion protein
CT-WT and [g-32P]ATP in the presence or absence of the CK-1-selective
inhibitor hymenialdisine (HD). As controls, the fusion protein CT-
S498A or GST alone were used as substrates. After the phosphorylation
reaction, fusion proteins were precipitated with GSH-Sepharose and
separated by SDS-PAGE. Phosphorylated fusion protein was detected
by autoradiography (32P). To prove equal loading, fusion proteins were
stained with Coomassie (Co). The arrowheads indicate migration of
GST fusion proteins. Hymenialdisine efficiently inhibits phosphoryla-
tion of CT-WT.

FIG. 4. Subcellular localization of BACE. HEK 293 cells stably
transfected with cDNAs encoding BACE WT were grown on glass cov-
erslips and incubated for 30 min at 37 °C in the presence (c and d) or
absence (a and b) of brefeldin A (10 mg/ml). Cells were fixed and
costained with the polyclonal antibody 7523 (a and c) and the mono-
clonal anti-giantin antibody (b and d). Note the difference in the redis-
tribution of BACE and giantin after BFA treatment. Bar, 10 mm.
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lytic cleavage of the prodomain of BACE, cell lysates were
immunoprecipitated with antibody GM190 directed against the
prodomain. Similar to our previous results (12), the prodomain
is predominantly observed in the immature 66-kDa BACE spe-
cies (Fig. 6A, right panel). The gradual disappearance of prodo-
main-containing forms indicates efficient maturation of BACE
S498A and BACE S498D similar to BACE WT (Fig. 6A, right
panel). Moreover, the mature 70-kDa forms of mutant BACE

S498A and S498D are both resistant to endo H cleavage, while
PNGase F efficiently deglycosylated the 70- and 66-kDa forms
(Fig. 6B). These data demonstrate that the mutations in the
cytoplasmic domain of BACE do not interfere with maturation
by complex N-glycosylation, indicating unimpaired forward
transport to late Golgi compartments and beyond. Therefore,
the altered subcellular localization of the nonphosphorylated
mutant BACE S498A is not due to impaired maturation.

Phosphorylation Regulates Retrieval of BACE from Endocy-
tosed Vesicles—Recently, it was reported that cell surface-lo-
cated BACE is internalized into endosomes (14). We therefore
first investigated whether phosphorylation of BACE might reg-
ulate its reinternalization from the cell surface. HEK 293 cells
stably expressing BACE WT or the phosphorylation site mu-
tant BACE S498A or BACE S498D were incubated for 20 min
on ice with antibody 7523 directed toward the ectodomain of
BACE. After removal of nonspecifically bound antibodies, cells
were returned to 37 °C for the time points indicated and pro-
cessed for immunocytochemistry. At time point 0 min, cells
expressing BACE WT or the S498D or S498A variants revealed
strong staining of the cell surface (Fig. 7, a, e, and i). In
contrast, untransfected HEK 293 cells were not labeled by
antibody 7523, demonstrating specific detection of exogenous
BACE at the cell surface (Fig. 7n). Staining of cells after 30 min
at 37 °C revealed that all BACE variants are efficiently inter-
nalized from the cell surface (Fig. 7, b, f, and k). Again,
untransfected cells were not stained, demonstrating that anti-
bodies were not internalized by fluid phase endocytosis (Fig.
7o). Staining cells after 1 and 2 h at 37 °C revealed significant
differences in the subcellular localization of internalized BACE
S498A as compared with BACE WT and BACE S498D. Cells
expressing BACE WT or the BACE S498D mutant that mimics
phosphorylated BACE revealed intensive juxtanuclear local-
ization indicative for late endosomal compartments and/or
TGN (Fig. 7, b–d and f–h). In contrast, the nonphosphorylated
mutant S498A showed predominant localization in vesicles
near the plasma membrane, which occasionally appeared to
accumulate in cellular processes (Fig. 7, k–m).

To identify the subcellular compartment to which BACE is
targeted after internalization from the cell surface, we per-
formed antibody uptake assays as described above. To detect
early endosomes, cells were costained with monoclonal antibod-
ies recognizing the early endosome antigen 1 (EEA1) (32).
Staining of cells after 15 min showed internalization of BACE
into some EEA1-positive compartments. No significant differ-
ences in the staining pattern between BACE WT and the phos-
phorylation site mutants (S498A and S498D) were detected at
this time point, demonstrating that internalized BACE is tar-
geted to early endosomal compartments independent of its
phosphorylation state (Fig. 8, a–f). After 30 min, internalized
BACE WT and BACE S498D were efficiently targeted to jux-
tanuclear structures (as described above; Fig. 8), showing less
colocalization with the EEA1-positive compartments (Fig. 8,
g–k). In contrast, the nonphosphorylated mutant BACE S498A
showed less pronounced accumulation in juxtanuclear struc-
tures (as described above) but appeared to be retained at least
partially in EEA1 positive endosomal compartments (Fig. 8, l
and m).

We next sought to identify the cellular trafficking step of
BACE, which is regulated by its phosphorylation. It was shown
previously that incubation of cells at 18 °C inhibits both for-
ward transport from the ER to Golgi and retrograde transport
from endocytosed vesicles to late endosomal compartments and
the TGN but allows endocytosis (33, 34). Cells were incubated
with antibody 7523 on ice as described above. After washing,
the cells were returned to 37 or 18 °C and incubated for an

FIG. 5. Phosphorylation state-dependent subcellular localiza-
tion of BACE. HEK 293 cells expressing BACE WT (a and b), the
mutant derivatives BACE S498D (c and d), or BACE S498A (e and f)
were grown on glass coverslips and then processed for immunocyto-
chemistry. After fixation, cells were costained with polyclonal antibod-
ies 7523 against BACE (a, c, and e) and monoclonal antibodies against
giantin (b, d, and f). Note that BACE WT and BACE S498D showed
similar subcellular distribution predominantly in juxtanuclear com-
partments (arrowheads) and partial colocalization with giantin. In con-
trast, BACE S498A revealed more vesicular staining in the periphery of
the cell (arrows). Bar, 10 mm.

FIG. 6. Substitution of serine residue 498 does not affect mat-
uration of BACE. A, pulse-chase experiments with cells expressing
BACE WT, S498A, and S498D. Cells stably expressing the respective
cDNAs were pulse-labeled for 10 min with [35S]methionine and chased
in the presence of excess amounts of unlabeled methionine for the time
points indicated. BACE was immunoprecipitated with antibody 7520
(left panel) or with antibody GM190 (right panel) and detected by
autoradiography. B, BACE S498A and S498D were isolated by immu-
noprecipitation from cells labeled with [35S]methionine and incubated
in the presence or absence of endo H or PNGase F. After separation by
SDS-PAGE, radiolabeled proteins were detected by autoradiography.
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additional 1 h. Internalized BACE was then detected with
fluorescence-labeled secondary antibody. After incubation at
37 °C, the above-described differences in the subcellular local-
ization of BACE WT, BACE S498D, and BACE S489A were
observed. While BACE WT and BACE S498D accumulated in
juxtanuclear compartments, BACE S498A was predominantly
localized in peripheral endocytosed vesicles (Fig. 9, a, c, and e),
identified as early endosomes (see Fig. 8). Costaining of these
cells with the monoclonal antibodies IG7/5A3 against bAPP
(35) revealed that internalized BACE WT and S498D partially
colocalized with its protein substrate bAPP in juxtanuclear
structures, while internalized BACE S498A showed less colo-
calization with bAPP (Fig. 9, a–f).

When cells were incubated at 18 °C, all variants of BACE
were readily internalized, but, in contrast to incubation at
37 °C, transport of reinternalized BACE WT and BACE S498D
to juxtanuclear structures was inhibited (Fig. 9, g and i).
Rather, at 18 °C all variants of BACE accumulated in periph-
eral vesicles, and BACE WT and S498D showed a very similar
localization as the nonphosphorylated S498A variant of BACE
(Fig. 9, g, i, and l). Costaining of these cells with bAPP anti-
bodies demonstrates that localization of bAPP in juxtanuclear
structures was not impaired under these experimental condi-
tions (Fig. 9, g–m).

FIG. 7. Phosphorylation regulates
intracellular trafficking of BACE.
HEK 293 cells stably expressing BACE
WT (a–d), BACE S498D (e–h), or BACE
S498A (i–m) or untransfected cells (n and
o) were incubated for 20 min with anti-
body 7523 on ice. Cells were washed and
incubated at 37 °C for the time points in-
dicated. Internalized antibodies 7523
were detected by Alexa 488-labeled anti-
rabbit secondary antibody. Bar, 25 mm.

FIG. 8. BACE is internalized from the cell surface into EEA1
positive early endosomes. HEK 293 cells stably expressing BACE
WT (a, b, g, and h), BACE S498D (c, d, i, and k), or BACE S498A (e, f,
l, and m) were incubated for 20 min with antibody 7523 on ice. Cells
were washed and incubated at 37 °C for 15 min (a–f) or 30 min (g–m)
before fixation. Internalized antibodies 7523 were detected by Alexa
488-labeled anti-rabbit secondary antibody (a, c, e, g, i, and l), and early
endosomal compartments were detected with monoclonal antibodies
against EEA1 (b, d, f, h, k, and m). Colocalization of BACE and EEA1
in early endosomal compartments is indicated by arrowheads (a–f, l,
and m), while juxtanuclear structures containing BACE WT (g) or
BACE S498D (i) are indicated by arrows. Bar, 10 mm.

FIG. 9. Phosphorylation-dependent retrieval of BACE from en-
docytosed vesicles. HEK 293 cells stably expressing BACE WT (a, b,
g, and h), BACE S498D (c, d, i, and k), or BACE S489A (e, f, l, and m)
were incubated for 20 min with antibody 7523 on ice. Cells were washed
and incubated at 37 °C (a–f) or 18 °C (g–m) for an additional 1 h. Cells
were fixed, and internalized antibodies were visualized with Alexa
488-labeled anti-rabbit secondary antibody. bAPP was detected with
monoclonal antibodies IG7/5A3 and Alexa 594-labeled anti-mouse sec-
ondary antibody. The arrowheads indicate juxtanuclear localization of
BACE WT and BACE S498D (a and c), and the arrows indicate local-
ization of BACE S498A in peripheral vesicles (e). Bar, 25 mm.
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DISCUSSION

In this study, we analyzed the subcellular trafficking of
BACE dependent on its phosphorylation state. A single phos-
phorylation site was identified by mutagenesis of serine resi-
due 498 in the C-terminal domain of BACE (Fig. 1A). By testing
several protein kinases in vitro, we found that CK-1 can phos-
phorylate BACE at the in vivo phosphorylation site at serine
residue 498. HD, which preferentially inhibits CK-1 beside
glycogen synthase kinase 3b and cyclin-dependent kinases
(29), significantly reduced phosphorylation of the cytoplasmic
domain of BACE in cellular extracts. The phosphorylation site
identified at serine residue 498 is preceded by a stretch of
acidic amino acid residues (Fig. 1A) representing a canonical
recognition motif for CK-1, but not for glycogen synthase ki-
nase 3b or cyclin-dependent kinases. Taken together, these
data indicate that CK-1 or a CK-1-like kinase is involved in the
phosphorylation of BACE in vivo. Phosphorylation occurs
exclusively on the fully maturated BACE after propeptide
removal and complex N-glycosylation. This indicates that phos-
phorylation of BACE takes place selectively after its exit from
the ER, presumably in Golgi or post-Golgi compartments. CK-1
occurs in several isoforms, and some have been shown to be
associated with the plasma membrane and synaptic vesicles
and to selectively phosphorylate a subset of membrane proteins
(36). CK-1 is implicated in the regulation of vesicular traffick-
ing in yeast presumably by phosphorylating components of
clathrin adaptor proteins (37, 38). Our data suggest that a
CK-1 isoform with a particular subcellular distribution (i.e. in
late Golgi and/or endosomal compartments) might be respon-
sible for the highly selective phosphorylation of mature BACE.
It has been reported that CK-1 is significantly elevated in
Alzheimer’s disease brains (39, 40). Moreover, Ab has been
shown to activate CK-1 in vitro (41). However, it remains to be
determined if phosphorylation of BACE is altered during
pathogenesis of Alzheimer’s disease.

In order to investigate the cellular function of phosphory-
lation/dephosphorylation on the trafficking of BACE, we
generated mutants in which the phosphorylation site at serine
residue 498 has been substituted by an alanine or an aspartate
residue to mimic nonphosphorylated and phosphorylated forms
of BACE, respectively. The major advantage of this strategy is
to circumvent the use of agents modulating kinase or phospha-
tase activities that might cause nonspecific or indirect effects
(42, 43). BACE carrying the S498D substitution was predomi-
nantly localized in juxtanuclear compartments, where it par-
tially colocalizes with the Golgi marker protein giantin. A very
similar distribution was observed for BACE WT, which is con-
sistent with previous results (7, 12, 14). In contrast, the non-
phosphorylated form BACE S498A showed less localization in
juxtanuclear structures but pronounced localization in vesicu-
lar compartments including EEA1 positive early endosomes. It
was demonstrated previously that the complete deletion of the
cytoplasmic domain of BACE results in its retention within the
ER and in impaired maturation (12). However, the phospho-
rylation site mutants BACE S498A and BACE S498D mature
normally by complex N-glycosylation and proteolytic removal of
the prodomain as compared with BACE WT. Therefore, the
significant differences in subcellular localization of the mutant
variants of BACE are due to distinct sorting. Consistent with
previous results (12, 14), we found that BACE is transported to
the cell surface and that BACE is internalized into EEA1-
positive early endosomal compartments. BACE WT as well as
the mutant derivatives S498A and S498D were efficiently en-
docytosed, indicating that phosphorylation of BACE does not
determine its reinternalization from the cell surface. Rather,
we found that phosphorylation of BACE is functionally re-

quired for efficient retrieval of the enzyme from early endo-
somes to later endosomal and/or TGN compartments from
which BACE might be recycled into the secretory pathway.

Interestingly, phosphorylation of reinternalized BACE af-
fected its colocalization with its protein substrate bAPP in
juxtanuclear structures. However, overexpressing BACE WT
or the phosphorylation site mutants led to increased secretion
of Ab as compared with untransfected control cell lines (data
not shown). This may reflect that expression of exogenous
BACE leads to saturated levels of Ab generation, regardless of
the differences in subcellular localization of the BACE vari-
ants. Indeed, previous studies demonstrated that bAPP could
be cleaved by b-secretase activity in distinct compartments,
including endosomes and late Golgi compartments (16, 17, 44).
We also demonstrate that reinternalization of BACE was not
affected by the S498A or S498D mutation. In addition, all
variants of BACE undergo normal maturation by complex
N-glycosylation. These data indicate that at least two major
sites of b-secretase activity, endosomes and secretory vesicles,
can be reached by BACE independent of its phosphorylation
state. However, it might be possible that regulation of subcel-
lular trafficking of endogenously expressed BACE by phospho-
rylation affects proteolytic processing of other, yet unknown,
protein substrates. In addition, we cannot yet exclude the pos-
sibility that phosphorylation may have subtle effects on bAPP
processing.

The regulatory mechanism of subcellular trafficking of
BACE is highly reminiscent to that of furin. Retrieval of furin
from endosomal to TGN compartments was also shown to be
dependent on phosphorylation/dephosphorylation of its cyto-
plasmic domain (45). Therefore, the subcellular localization of
BACE is regulated in a remarkably similar fashion like furin,
a protease that has recently been demonstrated to be required
for propeptide cleavage of BACE (11–13).
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Abstract

b-Site amyloid precursor protein cleavage enzyme (BACE)-1

and BACE-2 are members of a novel family of membrane-

bound aspartyl proteases. While BACE-1 is known to cleave

b-amyloid precursor protein (bAPP) at the b-secretase site

and to be required for the generation of amyloid b-peptide

(Ab), the role of its homologue BACE-2 in amyloidogenesis is

less clear. We now demonstrate that BACE-1 and BACE-2

have distinct specificities in cleavage of bAPP in cultured

cells. Radiosequencing of the membrane-bound C-terminal

cleavage product revealed that BACE-2 cleaves bAPP in the

middle of the Ab domain between phenylalanines 19 and 20,

resulting in increased secretion of APPs-a- and p3-like prod-

ucts and reduced production of Ab species. This cleavage can

occur in the Golgi and later secretory compartments. We also

demonstrate that BACE-1-mediated cleavage of bAPP at

Asp1 of the Ab domain can occur as early as in the endo-

plasmic reticulum, while cleavage at Glu11 occurs in later

compartments. These data indicate that the distinct specifici-

ties of BACE-1 and BACE-2 in their cleavage of bAPP dif-

ferentially affect the generation of Ab.

Keywords: Alzheimer’s disease, b-amyloid precursor

protein, b-secretase, b-site amyloid precursor protein cleaving

enzyme.
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Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the invariant

accumulation of senile plaques and neurofibrillary tangles in

certain areas of the brains of AD patients (Selkoe 1999).

The major constituent of senile plaques is the amyloid

b-peptide (Ab), which derives by endoproteolytic process-
ing of the b-amyloid precursor protein (bAPP; Steiner and
Haass, 2000).

Ab is generated by sequential cleavages of bAPP by b- and
c-secretase. b-Secretase cleaves bAPP at the N terminus of
the Ab-domain, resulting in the generation of soluble APPs-b
and a membrane-associated C-terminal fragment (CTF)

bearing the complete Ab-domain (CTF-b). Subsequent
cleavage of this fragment by c-secretase, which critically
requires presenilins, results in the release and secretion of Ab
(Steiner and Haass, 2000). In an alternative pathway, bAPP
is cleaved by a-secretase within the Ab domain, therefore
precluding the formation of Ab (Steiner and Haass, 2000).

a-Secretase cleavage results in the secretion of APPs-a and
the generation of CTF-a, which can also be processed further
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by c-secretase to yield p3 (Haass et al. 1993; Steiner and
Haass, 2000).

The membrane-bound aspartyl protease beta-site APP-

cleaving enzyme (BACE)-1 with b-secretase activity was
identified in human embryonic kidney (HEK) 293 cells and

brain tissue (Hussain et al. 1999; Sinha et al. 1999; Vassar

et al. 1999; Yan et al. 1999; Lin et al. 2000). BACE-1 and

its homologue BACE-2 are type I membrane proteins sharing

significant homology with other members of the aspartyl

protease family (Fan et al. 1999; Hussain et al. 1999;

Saunders et al. 1999; Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999;

Yan et al. 1999; Acquati et al. 2000; Lin et al. 2000). While

BACE-1 is highly expressed in neurons, BACE-2 expression

is low in the central nervous system, but higher in peripheral

tissues including pancreas, placenta and stomach (Bennett

et al. 2000a; Vassar and Citron, 2000). BACE-1 appears to

be the major enzyme in amyloidogenesis in brain, because

BACE-1–/– mice have greatly reduced brain Ab levels (Cai
et al. 2001; Luo et al. 2001; Roberds et al. 2001). Moreover,

antisense inhibition of BACE-1, but not of BACE-2, reduces

the generation of Ab in cultured cells (Vassar et al. 1999;
Yan et al. 1999).

Consistent with the highly similar structural features of

BACE-1 and BACE-2, both enzymes undergo similar post-

translational modifications by complex N-glycosylation and

proteolytic removal of their prodomains (Vassar and Citron,

2000; Walter et al. 2001a). However, while propeptide

cleavage of BACE-1 is mediated by proteases of the furin

family or by furin itself (Bennett et al. 2000b; Capell et al.

2000; Huse et al. 2000; Creemers et al. 2001), the propep-

tide of BACE-2 appears to be removed autocatalytically

(Hussain et al. 2001; Yan et al. 2001a).

The majority of BACE-1 is localized within Golgi and

endosomal compartments, where it co-localizes with bAPP
(Hussain et al. 1999; Vassar et al. 1999; Capell et al. 2000;

Huse et al. 2000; Lin et al. 2000; Walter et al. 2001b). The

subcellular localization is consistent with the acidic pH

optimum of the enzyme and the known subcellular sites of

bAPP processing by b-secretase (Vassar and Citron, 2000;
Walter et al. 2001a). The intracellular trafficking of BACE-1

is regulated by a di-leucine motif within its cytoplasmic

domain and by phosphorylation/dephosphorylation of an

adjacent serine residue (Huse et al. 2000; Walter et al.

2001b). In addition, the transmembrane domain of BACE-1

plays a role for its retention in the trans-Golgi network (Yan

et al. 2001b).

While the catalytic activity of BACE-1 in cultured cells is

well understood (Hussain et al. 1999; Sinha et al. 1999;

Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999; Lin et al. 2000), the role

of BACE-2 in amyloidogenesis is less clear. Studies in vitro

(Farzan et al. 2000; Hussain et al. 2000; Lin et al. 2000) and

with transiently transfected cells (Yan et al. 2001a) indicate

that BACE-2 cleaves bAPP much less efficiently at the
known b-secretase sites as compared with BACE-1.

Materials and methods

Cell culture, cDNAs and transfection

HEK 293 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s

medium with Glutamax (DMEM; Gibco Life Sciences, Karlsruhe,

Germany) supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco Life

Sciences). The cell lines stably overexpressing bAPP695 (Haass
et al. 1992) and BACE-1 (Capell et al. 2000; Walter et al. 2001b)

have been described previously. BACE-2 cDNA was provided by

Dr R. Tamarelli (Acquati et al. 2000) and was subcloned into the

ApaI/HindIII sites of pcDNA3.1 hygro (–) expression vector (Invi-

trogen, Groningen, the Netherlands). Transfection of cells with

BACE-2 cDNAs was carried out using Fugene reagent (Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) according to the

supplier’s instructions. Single-cell clones were generated by

selection in 100 lg/mL hygromycine (Invitrogen).

Antibodies, metabolic labeling, immunoprecipitation

and immunoblotting

The polyclonal antibodies 7524 and 7525 were obtained from

rabbits, which were inoculated with synthetic peptide representing

amino acids 492–518 of BACE-2 coupled to keyhole limpet

hemocyanin. Antibody 7520, directed against the C-terminus of

BACE-1 (Cappell et al. 2000; Walter et al. 2001) and antibody

3926 against Ab (Wild-Bode et al. 1997), has been described

previously. Antibodies 1736 and 192wt were provided by Drs D. J.

Selkoe (Haass et al. 1992) and D. Schenk (Seubert et al. 1993),

respectively, and 6E10 was obtained from Senetek Inc (Napa, CA,

USA).

To radiolabel cellular proteins, cells were incubated at 37�C in
methionine-free, serum-free MEM (Gibco Life Sciences) for

60 min. Cells were then incubated with fresh medium supplemented

with [35S]methionine/[35S]cysteine (Promix; Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg, Germany) and kept at 37�C for the time periods
indicated in the respective experiment. The secretion of bAPP
variants in pulse–chase experiments was calculated by setting the

amount of cellular radiolabeled bAPP after the pulse as 100%. In
some experiments, brefeldin A (BFA) or monensin was added

during the preincubation and the labeling period. As a control, cells

were incubated with the carrier (ethanol) alone.

For immunoprecipitations cells were lysed in STEN buffer

(50 mM Tris, pH 7.6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA) supplemented

with 1% nonidet P-40 (NP-40)/1% Triton X-100/2% bovine serum

albumin (BSA) on ice for 10 min. Lysates were clarified by

centrifugation for 20 min at 14 000 g and immunoprecipitated for

3 h at 4�C. After separation by sodium dodecyl sulfate–polyacryl-
amide gel electrophoresis (SDS–PAGE), proteins were transferred to

a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Imobilon, Millipore

Corporation, Eschborn, Germany) and analyzed by autoradiography

or phosphoimaging. Alternatively, proteins were detected by

immunoblotting using an enhanced chemiluminescence technique

(Amersham Pharmacia Biotech).

Radiosequencing

Cells were labeled with [3H]valine or [3H]phenylalanine for 6 h and

bAPP CTFs were isolated by immunoprecipitation with antibody
6687, separated by SDS–PAGE and transferred to PVDF membrane.

Radiolabeled proteins were detected by autoradiography, and

1012 R. Fluhrer et al.

� 2002 International Society for Neurochemistry, Journal of Neurochemistry, 81, 1011–1020



subjected to radiosequencing as described previously (Haass et al.

1992).

Deglycosylation experiments

BACE-1 and BACE-2 were immunoprecipitated from cell lysates

as described above and precipitates were incubated in the presence

of endoglycosidase H (endo H; Roche Molecular Biochemicals) or

PNGase F (Roche Molecular Biochemicals) for 14 h at 37�C in
the appropriate buffer. Reactions were stopped by the addition of

SDS sample buffer and reaction mixtures were separated by SDS–

PAGE.

Cell surface biotinylation and uptake assay

Cells were washed three times with ice-cold phosphate-buffered

saline (PBS) and incubated on ice with PBS containing 0.5 mg/mL

EZ-linkTM Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce, Bonn, Germany) for

30 min. Cells were then washed three times with ice-cold PBS

supplemented with 20 mM glycine for 5 min each and finally

washed twice with PBS. To allow re-internalization, cells were then

incubated with DMEM (10% fetal calf serum) at 37�C for the time
periods indicated. Subsequently, cells were washed three times with

glutathione buffer (50 mM glutathione; 90 mM NaCl, 1.25 mM

CaCl2, 1.25 mM MgSO4, 0.2% BSA, pH 8.6) for 15 min each.

After two final washes with PBS, cells were lysed in STEN buffer

containing 1% NP-40/1% Triton X-100/1% BSA.

Results

Cellular expression and post-translational

modifications of BACE-2

We generated HEK 293 cells which stably express human

BACE-2. BACE-2 was detected in membrane preparations

by western blotting with the polyclonal antibody 7524

directed to the cytoplasmic domain of BACE-2 (Fig. 1a).

Two bands of �62 kDa and �65 kDa were specifically
detected in cells transfected with BACE-2 (Fig. 1b, left

panel). No reactivity was observed in untransfected cells or

in cells overexpressing BACE-1. Similar results were

obtained with antibody 7525 directed to the same epitope

of BACE-2 as antibody 7524 (data not shown). In contrast,

antibody 7520 directed to the C-terminus of BACE-1 (Capell

et al. 2000; Walter et al. 2001b), selectively detected a

�65 kDa and a �70 kDa protein in membrane preparations
of BACE-1-transfected cells (Fig. 1b, right panel), repre-

senting immature and mature forms of the enzyme (Capell

et al. 2000; Walter et al. 2001b). These data demonstrate that

antibodies 7524 and 7520 selectively recognize BACE-2 and

BACE-1, respectively.

To prove whether the 62 kDa and 65 kDa variants of

BACE-2 result from post-translational modifications we

performed pulse–chase experiments. Cells were pulse-labe-

led with [35S]methionine, and BACE-2 was immunoprecip-

itated at the chase time periods as indicated. After pulse

labeling a band of 62 kDa was detected (Fig. 2a, upper

panel). During the chase, levels of the 65 kDa species

increased with time, becoming the predominant species after

2 h. This species almost completely disappeared after 4 h of

chase (Fig. 2a, upper panel). In contrast, BACE-1 appeared

to be more stable, with an estimated half-life of more than

8 h [Fig. 2a, lower panel; (Capell et al. 2000; Huse et al.

2000; Walter et al. 2001b)].

The molecular weight shift from 62 kDa to 65 kDa

indicates that BACE-2 matures by post-translational modi-

fication, as previously described for BACE-1 (Capell et al.

2000; Haniu et al. 2000; Huse et al. 2000; Benjannet et al.

2001; Walter et al. 2001b). To prove whether BACE-2 is

modified by N-glycosylation, cells were pulse-labeled with

[35S]methionine and chased for 1 h in the presence or

absence of tunicamycin, which inhibits N-glycosylation of

proteins in the endoplasmic reticulum. Immediately after

the pulse the 62 kDa immature species was detected,

which matures to higher molecular weight species during

the 1 h chase (Fig. 2b). In the presence of tunicamycin

BACE-2 migrated at the expected molecular mass of

�50 kDa, demonstrating that N-glycosylation of BACE-2
was inhibited.

To further prove whether BACE-2 undergoes complex

N-glycosylation during its maturation, cells were labeled

with [35S]methionine and then incubated in the presence or

absence of PNGase F or endo H. While PNGase F removes

all types of N-linked sugars, endo H selectively cleaves

mannose-rich N-linked sugars (Capell et al. 2000; Benjannet

et al. 2001; Walter et al. 2001b). Treatment of BACE-2 with

Fig. 1 Stable expression of BACE-1 and BACE-2 in HEK 293 cells.

(a) Schematic of BACE-2 showing the epitope of antibody 7524. The

aspartyl protease active site motifs (DTGS and DSGT) are indicated

by asterisks. The signal peptide (SP) is indicated by a black box, and

the propeptide (pro) is indicated by a hatched box. (b) Membranes of

untransfected HEK 293 cells or cells stably overexpressing BACE-1 or

BACE-2 were probed with antibodies 7524 (left panel) or 7520 (right

panel) by western immunoblotting. Note that antibodies 7520 and

7524 specifically detect BACE-1 and BACE-2, respectively.
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PNGase F resulted in a molecular weight shift of both the

62 kDa and the 65 kDa species of BACE-2 to approximately

50 kDa (Fig. 2c). In contrast, endo H selectively deglycos-

ylated the 62 kDa species of BACE-2, while the 65 kDa

species was endo H resistant (Fig. 2d), indicating that

BACE-2 undergoes complex N-glycosylation during its

maturation. This finding also demonstrates that BACE-2 is

transported from the endoplasmic reticulum to the Golgi,

where complex N-glycosylation occurs.

To investigate whether BACE-2 is further transported to

the cell surface, we carried out biotinylation assays. Plasma

membrane proteins of BACE-2-expressing cells were bio-

tinylated and then isolated by precipitation with streptavidin-

conjugated agarose beads. In parallel, BACE-2 was isolated

by immunoprecipitation with antibody 7525 and precipitates

were separated by SDS–PAGE. Biotinylated BACE-2 was

detected by western immunoblotting as a single 65-kDa band

(Fig. 3a). In contrast, immunoprecipitation with antibody

7525 revealed the presence of both immature (62 kDa) and

mature (65 kDa) species of BACE-2 (Fig. 3a). The selective

biotinylation of the 65 kDa species indicates that mature

BACE-2 is transported to the cell surface. To test whether

BACE-2 is reinternalized from the plasma membrane, cells

were kept at 37�C for up to 60 min after surface biotinyla-
tion. After the indicated time periods, biotin bound to surface

proteins was removed by incubation with glutathione buffer

on ice. Under these conditions biotin was selectively

removed from proteins localized at the cell surface, while

internalized proteins were protected against removal of

biotin. These experiments revealed that BACE-2 is reinter-

nalized very inefficiently, since little if any biotinylated

BACE-2 was detected upon treatment with glutathione buffer

at all time periods tested (Fig. 3b, upper panel). Consistent

with previous results (Huse et al. 2000; Walter et al. 2001b)

and in contrast to BACE-2, BACE-1 was readily endocyto-

Fig. 3 Detection of BACE-2 at the cell surface. (a) Cell surface pro-

teins were labeled with biotin and isolated by precipitation with

streptavidin-conjugated sepharose beads. In parallel, BACE-2 was

immunoprecipitated with antibody 7525. Precipitates were separated

by SDS–PAGE and BACE-2 was detected by western immunoblotting.

Note that selectively the mature form of BACE-2 is biotinylated,

demonstrating selective labeling of cell surface proteins. (b) Internal-

ization of cell-surface-located BACE-2 and BACE-1 was analyzed by

incubation of cells at 37�C after biotinylation. At the time-points indi-

cated cells were treated with glutathione buffer (+) or left untreated (–).

Biotinylated proteins were precipitated with streptavidin-conjugated

Sepharose beads and BACE-2 and BACE-1 were detected by western

immunoblotting with antibodies 7524 and 7520, respectively. The

increased amounts of biotinylated BACE-1 both with and without

stripping at 30 and 60 min is due to experimental variability.

Fig. 2 BACE-2 matures by complex N-glycosylation. HEK 293 cells

expressing BACE-1 or BACE-2 were pulse labeled with [35S]methion-

ine for 10 min and chased for the time-points indicated. (a) BACE-1

and BACE-2 were isolated by immunoprecipitation with antibodies

7520 and 7525, respectively, and detected by autoradiography. Mature

and immature forms are indicated by arrowheads. (b) Cells were

labeled in the presence or absence of 10 lg/mL tunicamycin. After the

time periods indicated BACE-2 was immunoprecipitated and analyzed

by autoradiography. (c and d) Immunoprecipitated BACE-2 was incu-

bated in the presence of PNGase F (c) or endo H (d). Samples were

separated by SDS–PAGE and radiolabeled BACE-2 was detected by

autoradiography.
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sed under these conditions, as indicated by the resistance of

biotin-label of BACE-1 against removal with glutathione

(Fig. 3b, lower panel).

BACE-2 cleaves bAPP within the Ab domain

To characterize the catalytic specificity of BACE-2 in

comparison to that of BACE-1 we analyzed proteolytic

processing of bAPP. In cells that stably overexpress BACE-
1, BACE-2 or both enzymes, the levels of mature bAPP were
strongly reduced as compared to control cells (Fig. 4a, first

panel). Accordingly, conditioned media of BACE-1- or

BACE-2-transfected cells contained increased levels of

secreted bAPP (APPs), indicating secretory processing of
bAPP by BACE-1 and BACE-2 (Fig. 4a, second panel).
Notably, APPs in media from BACE-2-expressing cells co-

migrated with APPs-a from control cells, while APPs from
BACE-1-expressing cells migrated slightly faster (Fig. 4a,

second panel). This is consistent with predominant cleavage

of bAPP by BACE-1 at the b-site resulting in slightly smaller
APPs-b as compared to APPs-a (Citron et al. 1992; Haass

et al. 1995). We also precipitated conditioned media with

antibody 1736 that recognizes selectively APPs cleaved at, or

close to, the a-secretase site (Haass et al. 1992). In the media
of BACE-2-expressing cells significantly increased levels of

APPs recognized by antibody 1736 were detected, demon-

strating that BACE-2 elevates the secretion of APPs cleaved

at (APPs-a), or close to (APPs-a¢) the a-secretase site
(Fig. 4a, third panel). Quantification revealed that BACE-

2-expressing cells secreted approximately sevenfold more

APPs-a/a¢ than BACE-1-expressing cells (Fig. 4b). These
data indicate that BACE-2 cleaves bAPP at or close to the
cleavage site of a-secretase and therefore has distinct
substrate specificity than its homologue BACE-1 in cultured

cells. We next analyzed the bAPP CTFs and predominantly
detected CTF-a in control cells (Fig. 4a, fourth panel). Only
low amounts of CTFAsp1 were detected in these cells,

consistent with predominant a-secretory processing in HEK
293 cells (Haass et al. 1992). In line with increased

processing of bAPP by BACE-2 at or close to the a-site,
the level of a bAPP fragment co-migrating with CTF-a

(a) (b)

(c)

Fig. 4 BACE-2 cleaves bAPP within the Ab domain. (a) HEK 293 cells

stably expressing BACE-1, BACE-2 or both were labeled with

[35S]methionine, and intracellular bAPP and its C-terminal fragments

were precipitated with antibody 6687 from cell lysates (upper and

lower panel). Secreted forms of bAPP were precipitated from condi-

tioned media with antibody 5313 detecting both APPs-a and APPs-b

(second panel) or with antibody 1736, which selectively detects APPs-

a/a¢ (third panel). Secreted species derived from endogenous (endo)

APP are indicated by arrow heads. The identity of the additional CTF

species migrating slightly below CTFAsp1 in control cells and BACE-2-

transfected cells (lower panel) is unknown. Since HEK 293 cells

secrete N-terminal truncated forms of Ab (Haass et al. 1992), this

species likely represents an N-terminally truncated CTF. (b) Quantifi-

cation of APPs-a/a¢ normalized to bAPP expression in stably trans-

fected cells was carried out as described in the Methods section.

Values represent means ± SD of three independent experiments.

APPs-a secretion of cells expressing only bAPP was set as 1. (c)

Radiosequencing of [3H]valine-labeled CTF-a from untransfected cells

(m) and BACE-2-transfected cells (h). The values are given in cpm

per sequencing cycle. Amino acid sequences matching to the radio-

sequences are given below in single letter code with valine residues in

bold. The peak in cycle 5 of CTFs from BACE-2-expressing cells

(arrow) is consistent with a CTF starting at Phe20.
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increased in BACE-2-expressing cells (Fig. 4a, fourth panel).

To determine the cleavage site of BACE-2 within bAPP,
CTFs from cells metabolically labeled with [3H]valine were

radiosequenced. In control cells, prominent peaks in cycles 2,

14, 17 and 18 were detected, indicating that bAPP CTFs
predominantly start at Asp23 while the quantity of CTFs

starting at Leu17 appears to be low (Fig. 4c). CTFs starting

at Asp23 have been described previously (Zhong et al. 1994)

and might originate from subsequent processing of CTFLeu17
to CTFAsp23. Importantly, sequencing of bAPP CTFs from
BACE-2-transfected cells revealed a distinct profile of

radioactivity. Here, a peak in cycle 5 demonstrated that

BACE-2 cleaved bAPP between Phe19 and Phe20 to
generate CTFPhe20 (Fig. 4c). The additional peaks in cycles

2, 14 and 17 in the BACE-2 sample show that CTFs

beginning both at Asp23 and Phe20 are present (Fig. 4c).

Cleavage of bAPP by BACE-2 at the Phe19–Phe20 bond in
cultured cells is consistent with in vitro experiments dem-

onstrating that BACE-2 can cleave synthetic peptides at this

site (Farzan et al. 2000). Cells overexpressing BACE-1

contain predominantly two slower migrating CTF species

(Fig. 4a, lower panel), consistent with cleavage of bAPP by
BACE-1 at Asp1 (CTFAsp1) and Glu11 (CTFGlu11) of the Ab
domain (Vassar et al. 1999; Farzan et al. 2000; Creemers

et al. 2001). Interestingly, cells expressing BACE-1 together

with BACE-2 revealed low amounts of CTF-bAsp1 and
predominantly CTF-a/CTFPhe20, while CTFGlu11, which is
the major species in BACE-1 transfected cells, was almost

absent (Fig. 4a, lower panel). Taken together, these data

indicate that the combined activities of BACE-1 and BACE-

2 determine the generation of bAPP CTFs and Ab species
and suggest a non-amyloidogenic activity of BACE-2.

We therefore investigated the effect of BACE-2 expression

on the generation of Ab- and p3-species. Control cells
secrete more p3 than Ab1)40/42 (Fig. 5a), due to predominant
non-amyloidogenic processing of bAPP in HEK 293 cells
(Haass et al. 1992). Consistent with previous reports

(Hussain et al. 1999; Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999;

Capell et al. 2000; Creemers et al. 2001), BACE-1 expres-

sion leads to increased production of Ab1)40/42 and even
more Ab11)40/42. As expected, the increased amyloidogenic
activity of BACE-1 strongly reduced p3 production (Fig. 5a).

Cells expressing BACE-2 did not secrete significant amounts

of Ab11)40/42, but produced predominantly p3 species and
low amounts of Ab1)40/42. Based on the identified cleavage
specificity of BACE-2 between Phe19 and Phe20, we assume

that the p3 species secreted from BACE-2-expressing cells

contained p3 starting at Phe20 (p3Phe20). Interestingly, cells

expressing both BACE-1 and BACE-2 secreted strongly

decreased levels of Ab11)40/42 compared to BACE-1-expres-
sing cells. Due to the activity of BACE-2, double-transfected

cells secreted significantly higher amounts of p3/p3Phe20 as

compared to cells expressing BACE-1 alone. In addition,

double-transfected cells also generated significant amounts of

Ab1)40/42, most likely reflecting the activity of BACE-1.
Quantification of these bAPP derivatives confirmed that
BACE-2 selectively reduced Ab11)40/42 levels, while
Ab1)40/42 generationwas not significantly affected (Fig. 5b,c).

Distinct activities of BACE-1 and BACE-2 in the

secretory pathway

The distinct effects of BACE-2 on Ab and CTF species
starting either at Asp1 or at Glu11 suggest that these BACE-

1-mediated cleavages occur sequentially. To address this

question, cells were labeled with [35S]methionine in the

presence or absence of inhibitors of protein forward trans-

port. We used BFA to inhibit protein transport from the

endoplasmic reticulum to Golgi compartments or monensin

to inhibit transport from the Golgi to later secretory

Fig. 5 BACE-2 selectively reduces the generation of Ab starting at

Glu11. (a) Cells were labeled for 4 h with [35S]methionine and condi-

tioned media were precipitated with antibody 3926 recognizing the Ab

domain of bAPP. Precipitates were separated on 10–20% Tris–tricine

gels and radiolabeled Ab and p3 species were detected by autoradi-

ography. (b,c) Quantification of secreted Ab1)40/42 and Ab11)40/42.

Values represent means ± SD of three independent experiments.

Values of cells expressing bAPP only were set as 1.
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compartments (Haass et al. 1993; Wild-Bode et al. 1997).

Holo-bAPP and its proteolytic processing products were
isolated from cell lysates and conditioned media. Immuno-

precipitation of intracellular bAPP with antibody 5313
directed against the bAPP ectodomain revealed two major
variants of bAPP in untreated cells, representing immature
and mature bAPP in both BACE-1 and BACE-2 expressing
cells (Fig. 6a, left panels). BFA and monensin treatment led

to the detection of bAPP variants migrating between mature
and immature bAPP due to aberrant glycosylation (Haass
et al. 1993; Wild-Bode et al. 1997). BFA and monensin also

blocked secretion of APPs in all cell lines analyzed (data not

shown), indicating inhibition of protein forward transport. In

BACE-1-transfected cells, BFA treatment induced the accu-

mulation of an additional intracellular bAPP derivative. This
species was detected by the neoepitope-specific antibody

192wt that selectively recognizes APPs-b but not holo-bAPP
[Seubert et al. 1993; Fig. 6(a), upper right panel]. Moreover,

antibody 6E10 directed against amino acids 1–16 of the Ab
domain did not recognize this species (data not shown),

indicating that bAPP is selectively cleaved at the b-site
within the endoplasmic reticulum. Monensin treatment led to

an increased accumulation of intracellular APPs-b recog-
nized by antibody 192wt (Fig. 6a). These results indicate that

BACE-1 can cleave bAPP at the b-site in early secretory
compartments, namely in the endoplasmic reticulum and

Golgi. Intracellular APPs-b was not observed in BACE-2-
expressing cells (Fig. 6a, lower panels), consistent with the

distinct specificity of BACE-2 in cleavage of bAPP between
Phe19 and Phe20. We therefore analyzed the levels of

intracellular APPs-a/a¢ in BACE-1- or BACE-2-expressing
cells. Only low amounts of intracellular APPs-a/a¢ were
detected in untreated cells expressing BACE-1 (Fig. 6b,

upper panel), because of predominant cleavage of bAPP at
the b-site and residual a-secretase cleavage at or close to the
cell surface followed by rapid secretion of APPs-a/a¢
(Sisodia et al. 1990). Significantly higher levels of intracel-

lular APPs-a/a¢ were detected in untreated cells expressing
BACE-2 (Fig. 6b, lower panel). Cell treatment with BFA

strongly inhibited production of intracellular APPs-a/a¢, also
indicating that cleavage of bAPP by BACE-2 predominantly
occurred in post-endoplasmic reticulum compartments.

Indeed, the detection of high amounts of APPs-a/a¢ in cells
treated with monensin demonstrated that BACE-2 can

efficiently cleave bAPP in the Golgi compartment. To prove
this, we next analyzed the levels of bAPP CTFs. In BACE-
1-expressing cells, CTFAsp1 and predominantly CTFGlu11
were detected (Fig. 6c, left panel). BFA treatment strongly

increased the ratio of CTFAsp1/CTFGlu11. While the genera-

tion of CTFGlu11 was strongly reduced, significant amounts

of CTFAsp1 were produced. Again, these data indicate that

BACE-1-mediated cleavage of bAPP at Asp1 can occur in
the endoplasmic reticulum, while cleavage at Glu11 is very

inefficient in this compartment. By using bAPP bearing the
K670N/M671L double mutation (�Swedish mutation�), we
also observed cleavage at Asp1 within the endoplasmic

reticulum even without overexpression of BACE-1, therefore

indicating endogenous b-secretase activity in this compart-
ment (data not shown). Interestingly, treatment of BACE-

1-expressing cells with monensin allowed generation of

Fig. 6 Cleavage of bAPP by BACE-1 and BACE-2 in distinct subcel-

lular compartments. Cells expressing BACE-1 or BACE-2 were labe-

led with [35S]methionine in the presence or absence of BFA or

monensin. (a) Intracellular bAPP was precipitated from cell lysates

with antibody 5313 and detected by autoradiography (left panels). The

same membrane was probed with antibody 192wt to detect intracel-

lular APPs-b (right panels). (b) Cell lysates were precipitated with

antibody 1736 and detected with antibody 6E10. (c) bAPP CTFs

were precipitated with antibody 6687 from cell lysates and detec-

ted by autoradiography. (d) Cells expressing bAPP K670N/M671L

(�Swedish mutation�) and BACE-1 were pulse-labeled with

[35S]methionine and chased for the time periods indicated. bAPP

CTFs were isolated by immunoprecipitation with antibody 6687 and

detected by autoradiography.
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CTFGlu11, indicating that this cleavage can occur in the Golgi

(Fig. 6c, left panel). In BACE-2-transfected cells, BFA

strongly inhibited the cleavage of bAPP as indicated by the
significant reduction of CTF-a/CTFPhe20 (Fig. 6c, right
panel). However, treatment with monensin allows generation

of bAPP CTF-a/CTFPhe20 to some extent, indicating that
BACE-2 can cleave bAPP within the Golgi apparatus. Taken
together these results demonstrate that cleavage of bAPP by
BACE-2 between Phe19 and Phe 20 and by BACE-1

between Tyr10 and Glu11 can occur within the same

subcellular compartments, namely the Golgi and later

secretory compartments, while cleavage of the Met–Asp

bond at the beginning the Ab domain mediated by BACE-1
can also occur earlier within the endoplasmic reticulum.

Pulse–chase analysis of bAPP containing the K670N/M671L
�Swedish� double mutation revealed that CTFAsp1 was
generated earlier as CTFGlu11, also indicating sequential

cleavages of bAPP by BACE-1 first at Asp1 and then at
Glu11 (Fig. 6d).

Discussion

This study demonstrates that BACE-1 and BACE-2 undergo

similar post-translational modifications and subcellular traf-

ficking, but have distinct specificity in cleavage of bAPP.
Like BACE-1, BACE-2 matures by complex N-glycosylation

during its transport through the secretory pathway. However,

pulse–chase experiments revealed that BACE-2 is less stable

than BACE-1. Cell surface biotinylation demonstrates that

both BACE-1 and BACE-2 are transported to the plasma

membrane. Unlike BACE-1, which is readily re-internalized

into endosomes, BACE-2 can hardly be detected in these

compartments. This may suggest that BACE-2 is degraded

immediately after its uptake in endosomes (Fig. 2). BACE-2

might also be secreted into the media to some extent, a

mechanism shown previously for minor portions of BACE-1

(Benjannet et al. 2001). The detection of membrane-bound

C-terminal fragments of 15–20 kDa might indeed indicate

internal cleavage of BACE-2 and subsequent shedding of the

enzyme (data not shown).

By analyzing bAPP processing we demonstrate that
BACE-2 strongly increases the secretion of an APPs-a-like
variant which is recognized by the neoepitope-specific

antibody 1736. In line with this finding, radiosequencing

reveals the accumulation of an intracellular bAPP CTF-
a-like species starting at Phe20 in BACE-2-transfected cells,
demonstrating that BACE-2 cleaves bAPP between Phe19
and Phe20 within the Ab domain, close to the a-secretase
site. Our data are fully consistent with the findings that

BACE-2 cleaves synthetic peptides in vitro more efficiently

at this site than at the Met–Asp bond at the N terminus of the

Ab domain (Farzan et al. 2000), and that cells transiently

transfected with BACE-2 secrete increased levels of an

APPs-a-like species (Yan et al. 2001a). Notably, fibroblasts

from Down’s syndrome patients have been shown to produce

significantly more bAPP CTF starting at Phe20 (Zhong et al.
1994). This might indicate a higher BACE-2 activity due to

triplication of the BACE-2 gene, which is localized in the

Down critical region of chromosome 21 (Fan et al. 1999;

Saunders et al. 1999; Acquati et al. 2000). However, our

data do not exclude the possibility that BACE-2 cleaves

bAPP at the b-secretase site(s) to some extent. Indeed, it was
shown that the FAD-associated K670N/M671L double

mutation (�Swedish mutation�) of bAPP is efficiently cleaved
by BACE-2 at the b-secretase site (Farzan et al. 2000;

Hussain et al. 2000) therefore indicating that BACE-2 might

also function as b-secretase and might be involved in
increased Ab production in Swedish mutant cases.
In contrast to BACE-2-mediated cleavage at Phe20, our

data indicate that BACE-1 generates two CTFs starting at

Asp1 and Glu11 that can subsequently be cleaved by

c-secretase to produce the respective Ab species (Fig. 5).
The reason for the distinct cleavage specificity of BACE-1 and

BACE-2 is unclear. Both enzymes are highly similar in their

primary structure (Hussain et al. 1999; Sinha et al. 1999;

Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999; Lin et al. 2000). However,

subtle structural differences might determine the cleavage

specificity of both enzymes. In addition, differences in the

post-translational modifications, like propeptide cleavage or

distinct N-glycosylation might also contribute to the distinct

substrate specificity. Comparison of the crystal structure of

BACE-2, which remains to be determined, with that of

BACE-1 (Hong et al. 2000) might answer this question.

We demonstrate that the distinct cleavages of bAPP by
BACE-1 at Asp1 and Glu11 can occur in distinct subcellular

compartments. By treatment with BFAwe found that BACE-

1 can cleave bAPP at Asp1 as early as in the endoplasmic
reticulum. It will be interesting to determine whether this

cleavage is involved in the production of intracellular Ab that
can be detected in early secretory compartments (Cook et al.

1997; Hartmann et al. 1997; Wild-Bode et al. 1997). In

contrast, the Glu11 cut of bAPP, also mediated by BACE-1,
is almost completely inhibited by BFA, indicating selective

Glu11 cleavage in post-endoplasmic reticulum compart-

ments. It has been shown that the pro-domain of BACE-1 is

cleaved by furin-like proteases or furin itself (Bennett et al.

2000b; Capell et al. 2000; Huse et al. 2000; Benjannet et al.

2001; Creemers et al. 2001), which are active predominantly

in post-endoplasmic reticulum compartments. Therefore,

propeptide removal might contribute to the distinct substrate

specificities of BACE-1 in distinct subcellular compartments.

In addition, differences in the N-glycosylation pattern of

BACE-1 in the endoplasmic reticulum and the Golgi might

alter its cleavage specificity.

Interestingly, co-expression of BACE-1 and BACE-2

almost completely inhibits the production of CTFGlu11 but

has little effect on the levels of CTFAsp1. Together with the

data derived from pharmacological cell treatment, the
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following picture of sequential bAPP cleavage by BACE-1
and BACE-2 emerges. bAPP can be first cleaved by BACE-1
at Asp1 as early as in the endoplasmic reticulum. BACE-2

appears not to cleave bAPP efficiently in this compartment,
because neither APPs-a¢ nor the corresponding CTF starting
at Phe20 accumulates upon BFA treatment. Rather, BACE-2

can cleave bAPP in post-endoplasmic reticulum compart-
ments, like the Golgi and later secretory compartments

during transport of bAPP to the cell surface as indicated by
an increase of intracellular APPs-a¢ in BACE-2-transfected
cells treated with monensin (Fig. 6). Within these compart-

ments BACE-1 and BACE-2, together with a-secretase,
determine the relative amounts of bAPP CTFs and Ab
species. Indeed, cell treatment with monensin reveals that

cleavage of bAPP by BACE-1 at Glu11 and by BACE-2 at
Phe20 can both occur in the Golgi compartment. The strong

reduction of both intracellular bAPP CTFGlu11 and secreted
Ab11)40/42 of cells expressing BACE-1 and BACE-2 might
be due to a higher affinity of BACE-2 for its cleavage site in

bAPP, than that of BACE-1 for cleavage at Glu11. The
CTFGlu11 generated by BACE-1 might also be processed

further by BACE-2 before it is finally cleaved by c-secretase.
This study might help to understand why brain neurons

secrete the highest levels of both Ab1)40/42 and Ab11)40/42
(Gouras et al. 1998; Cai et al. 2001). Because BACE-1 is

expressed in neurons at much higher levels than BACE-2

(Bennett et al. 2000a; Hussain et al. 2000), there might be

less competition between both proteases, favoring therefore

the generation of these Ab species. In cells expressing higher
levels of BACE-2, the enzyme might, in addition to

a-secretase, efficiently compete with BACE-1, favoring the
generation of APPs-a- and p3-like species, and thereby
inhibit the production of Ab. These data suggest that in the
secretory pathway, amyloidogenic or non-amyloidogenic

processing of bAPP involves the distinct enzymatic activities
of BACE-1 and BACE-2. Specific facilitation of BACE-2

activity or inhibition of BACE-1 activity would be therefore

attractive therapeutic strategies in the treatment of AD.
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described by the groups of Drs V. M. Lee and R. W. Doms

demonstrating that cleavage of bAPP at Aspl and Glu11 can occur
in distict subcellular compartments (Huse et al. 2002; Liu et al.
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The �-amyloid precursor protein (�APP) is proteolyti-
cally processed by two secretase activities to produce
the pathogenic amyloid �-peptide (A�). N-terminal
cleavage is mediated by �-secretase (BACE) whereas C-
terminal intramembraneous cleavage is exerted by the
presenilin (PS) �-secretase complex. The A�-generating
�-secretase cleavage principally occurs after amino acid
40 or 42 and results in secretion of A�-(1–40) or A�-(1–
42). Upon overexpression of BACE in cultured cells we
unexpectedly noticed a reduction of secreted A�-(1–40/
42). However, mass spectrometry revealed a truncated
A� species, which terminates at amino acid 34 (A�-(1–
34)) suggesting an alternative �-secretase cut. Indeed,
expression of a loss-of-function variant of PS1 inhibited
not only the production of A�-(1–40) and A�-(1–42) but
also that of A�-(1–34). However, expression levels of
BACE correlate with the amount of A�-(1–34), and A�-
(1–34) is produced at the expense of A�-(1–40) and A�-
(1–42). Since this suggested that BACE is involved in a
C-terminal truncation of A�, we incubated purified
BACE with A�-(1–40) in vitro. Under these conditions
A�-(1–34) was generated. Moreover, when conditioned
media containing A�-(1–40) and A�-(1–42) were incu-
bated with cells expressing a loss-of-function PS1 vari-
ant together with BACE, A�-(1–34) was efficiently pro-
duced in vivo. These data demonstrate that an
apparently �-secretase-dependent A� derivative is pro-
duced after the generation of the non-truncated A� via
an additional and unexpected activity of BACE.

Because of the increasing mean life expectancy, there is
considerable interest in the understanding of the molecular
and biochemical mechanisms of age-related diseases. By far the

most frequent age-related neurological disorder is Alzheimer’s
disease (AD).1 During the aging process the patients accumu-
late insoluble amyloid �-peptide (A�), which is deposited in
senile plaques and microvessels in the brain. A� is generated
by endoproteolytic processing of the �-amyloid precursor pro-
tein (�APP), involving �- and �-secretase (1).

�-secretase (also called BACE; �-site APP-cleaving enzyme)
was identified as a membrane-associated aspartyl protease
(2–6). BACE mediates the primary amyloidogenic cleavage of
�APP and generates a membrane-bound �APP C-terminal
fragment (APP CTF�), which is the immediate precursor for
the intramembraneous �-secretase cleavage (1). BACE also
generates N-terminally truncated A� species starting with
amino acid 11 of the A� domain (2, 7–9). A close homologue
(BACE-2) (6, 10–12) can also mediate the typical �-secretase
cut although with much lower efficiency (13). BACE-2 rather
exhibits an �-secretase-like activity, which cleaves in the
middle of the A� domain at amino acid 19 and 20 (9, 13, 14).
Apparently BACE-2 does not contribute to the amyloidogenic
processing of A�, since the deletion of BACE fully abrogates
A� generation (15–17).

�-Secretase activity is associated with a protein complex,
composed of presenilins (PS1 or PS2), Nicastrin (Nct), PEN-2,
APH-1a, and APH-1b (18–25). The expression of these complex
components is coordinately regulated, and �-secretase activity
is only detected in the presence of all subunits (21, 23–25).
Removing a single subunit results in the destabilization or
reduced maturation of the remaining components (23–26). The
catalytic activity is most likely contributed by the PSs (1, 27).
PSs are polytopic transmembrane proteins, which together
with the signal peptide peptidases and the type-4 prepilin
peptidases may belong to a novel family of aspartyl proteases of
the GXGD type (for review see Ref. 1). The cleavage of BACE-
generated CTF� by �-secretase results in the secretion of A�
into biological fluids (1). This cleavage principally occurs after
amino acid 40 and 42, the latter being enhanced by numerous
familial AD-associated mutations in the PS genes and �APP
itself (28). Beside the predominant cleavage after amino acid 40
and 42 slightly shorter peptides have been observed as well,
suggesting that the �-secretase has loose sequence specificity
(29). This includes peptides terminating after amino acid 34,
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37, 38, and 39 (29). In addition or in parallel to these cleav-
ages, �-secretase also cleaves within the transmembrane do-
main shortly before the cytoplasmic border after amino acid
49 to liberate the �APP intracellular domain (AICD) (30–33),
which may be involved in nuclear signaling (34, 35). The
biological function of �-secretase is related to the very similar
intramembraneous processing of Notch. Indeed, a depletion
of PS1 leads to a very severe Notch phenotype (summarized
in Ref. 36).

BACE and �-secretase are obvious targets for therapeutic
strategies aimed to inhibit A� generation. Unfortunately
�-secretase inhibitors not only block A� generation but also
interfere with Notch signaling (37–39). Therefore treatment of
patients with such inhibitors remains problematic. On the
other side it has been shown that the gene encoding BACE can
be removed without any deleterious effects (15–17). Therefore
inhibition of BACE with small chemical compounds seems to be
a safer approach for long term treatment. However, a detailed
understanding of the cleavage specificity and the substrate
specificity of BACE is required for the generation of selective
drugs. Surprisingly, overexpression of BACE in cell culture
models leads to reduced A� secretion (2). In order to investigate
this paradox we analyzed A� peptides secreted from cells sta-
bly expressing various levels of BACE and made the surprising
observation that BACE can also cleave 34 amino acids C-
terminal from its primary cleavage site, thus mimicking a
PS-like cleavage specificity.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture, cDNAs, and Transfection—HEK293 were cultured as
described (9). The cell lines stably overexpressing wild type �APP695

(40) or �APP695 containing the Swedish double mutation (�APPsw) (41)
and cell lines co-expressing either PS1 wt or PS1 D385N have been
described (42). To transfect BACE into these cell lines, the BACE cDNA
was cloned into the EcoRI/XhoI sites of pcDNA3.1 hygro (�) expression
vector (Invitrogen). Transfection was carried out using FuGENE 6
reagent (Roche Molecular Biochemicals). Pooled stable cell clones were
selected in 150 �g/ml hygromycin (Invitrogen). The cell lines expressing
BACE-2 have been described previously (9).

Antibodies, Metabolic Labeling, Immunoprecipitation, and Immuno-
blotting—Antibodies 7520 (43, 44) and 7524 (9) directed against the
respective C termini of BACE or BACE-2 and antibody 3926 (45)
against the A� domain of �APP, as well as the antibodies 6687,
against the C terminus of �APP, and 5313, against the N terminus of
�APP (46), have been described previously. The monoclonal antibody
6E10 directed against amino acids 1–17 of the A� domain was ob-
tained from Senetek Inc. For immunodetection of PS1 the polyclonal
and monoclonal antibodies against the large hydrophilic loop of PS1
(3027 and BI.3D7) were used (47, 48). Metabolic labeling, immuno-
precipitations, and Western blotting were carried out as described
previously (9).

BACE Activity Assay—The fluorometric BACE activity assay was
carried out as described previously (46). To selectively inhibit BACE
activity GL189 was used as described previously (46). Soluble BACE
(sBACE) was isolated and incubated with synthetic A� as follows: HEK
293 cells expressing sBACE were incubated with Optimem 1 containing
Glutamax (Invitrogen) for 24 h. 400 ml of the conditioned medium were
purified using a mono Q-Sepharose column (Amersham Biosciences). 20
�l of the fraction derived from cells expressing sBACE or from control
fractions not containing sBACE were incubated with 50 �g of synthetic
A�-(1–40) for MALDI-TOF MS and with 6 �g of synthetic A�-(1–40) for
gel analysis at 37 °C for the indicated time points. The pH was adjusted
to 4.5 with acetic acid. Samples were dried in a Speed Vac and resus-
pended in acetic acid. Subsequently samples were purified by using a
Zip-Tip column and were then subjected to MALDI-TOF MS.

Mass Spectrometry/MALDI-TOF—Cells were grown on 10-cm

FIG. 1. Production of A�-(1–34) correlates with BACE expression. A, HEK 293 cells stably overexpressing �APP695 sw (control; lane 1) or
�APP695 sw and BACE (lanes 2 and 3) were labeled with [35S]methionine. BACE was immunoprecipitated from cell lysates with antibody 7520.
B, conditioned media were analyzed for A� accumulation by immunoprecipitation with antibody 3926. C, MALDI-TOF MS of A� peptides
immunoprecipitated from conditioned media of the three cell lines with antibody 3926. Arbitrary intensities are given on the y-axis (a.i.). The tables
below the spectra indicate the peak masses obtained by mass spectrometry (mass) and the respective calculated masses (mass calc.). Note that the
relative levels of A�-(1–34) correlate with increasing amounts of BACE expression while other A� species are reduced.
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dishes and incubated with 4 ml of Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium high glucose (DMEM; PAA Laboratories) supplemented with
10% fetal calf serum (PAA Laboratories) and penicillin/streptomycin
for 24 h. Subsequently the samples were prepared for mass spectrom-
etry as described previously (49–51). Samples were analyzed on
MALDI-target plates by matrix-assisted laser desorption ionization
(Brucker Reflex III).

RESULTS

In order to analyze the A� species secreted by BACE-ex-
pressing cells we collected conditioned media from HEK 293
cells stably transfected with Swedish mutant �APP695

(�APPsw) and BACE. Cells expressing either endogenous lev-
els of BACE or moderate or high levels of transfected BACE
were investigated (Fig. 1A). To prove the catalytic activity of
BACE in these cell lines we performed in vitro activity assays
using solubilized membranes of the respective cell lines (46). As
expected we found substantially increased �-secretase activity
in the cell line expressing high levels of BACE as compared
with non-transfected cells or cells expressing low levels of
BACE (data not shown). These cell lines were labeled with
[35S]methionine and conditioned media were immunoprecipi-
tated with the anti-A� antibody 3926. Surprisingly, increasing
BACE expression negatively correlated with A� production
(Fig. 1B). This is consistent with previous findings by Vassar et
al. (2) who observed reduced A� production despite increased
BACE activity in cells transfected with �APPsw (2). This par-
adoxical finding raised the possibility that A� species produced
under these conditions could either not be metabolically labeled
or not detected by conventional gel electrophoresis. We thus
used an independent method and attempted to identify se-
creted A� species by a combined immunoprecipitation/MALDI-
TOF MS method. As expected cells expressing endogenous
BACE secreted predominantly A�-(1–40) (Fig. 1C). In addition
we also obtained small amounts of A�-(1–42) and A�-(1–37/38/
39) (Fig. 1C). Upon expression of moderate levels of BACE we

observed an additional A� species (A�-(1–34); Fig. 1C). In
order to analyze if the production of this truncated species is
related to BACE expression levels, we next investigated A�

species secreted from cells expressing higher levels of BACE
(Fig. 1A). This revealed robust amounts of A�-(1–34), which
was accompanied by reduced levels of A�-(1�40), A�-(1�42),
and A�-(1–37/38/39) (Fig. 1C). Similar results were obtained
using cell lines co-expressing wtAPP and BACE (data not
shown). The detection of robust levels of A�-(1–34) upon
expression of BACE explains the lack of its detection upon
metabolic labeling, since the single radioactively labeled Met
residue at position 35 of the A� peptide has been removed by
the additional cleavage.

Although the above described results suggest that BACE is
directly involved in the enhanced production of A�-(1–34), pre-
vious observations indicated that C-terminally truncated A�

species including A�-(1–34) are generated by the �-secretase
complex in a PS-dependent manner (52, 53). In order to analyze
if a PS-dependent �-secretase activity is required for A�-(1–34)
generation, we co-expressed BACE with either PS1 wt or the
non-functional PS1 D385N mutant (Fig. 2A). As shown previ-
ously (42), PS1 wt undergoes endoproteolysis whereas no en-
doproteolysis was obtained in cells expressing PS1 D385N (Fig.
2A, right panel; Ref. 27). The non-functional PS1 D385N fully
replaced biologically active endogenous PS (Fig. 2A, right
panel). Whereas robust levels of A�-(1–34) and A�-(1–40)
(and all other minor A� species) were produced from cells
co-expressing PS1 wt and BACE, A�-(1–34) generation as
well as generation of all other A� species was almost com-
pletely inhibited in the presence of the non-functional PS1
D385N (Fig. 2B, right panel). This clearly demonstrates that
a PS-dependent �-secretase activity is involved directly or
indirectly in the production of A�-(1–34). However, the re-
sults described in Fig. 1, demonstrated that upon BACE

FIG. 2.ProductionofA�-(1–34)isPS1-
dependent. A, left panel, BACE expres-
sion in cells co-expressing PS1 wt or PS1
D385N. Membrane fractions were probed
with antibody 7520. Immature BACE can
only be detected upon longer exposure
(data not shown). Right panel, PS1 deriv-
atives were identified by a combined im-
munoprecipitation/immunoblotting proto-
col using antibody 3027 and BI.3D7 (47).
Note full replacement of endogenous PS1
by the uncleaved non-functional PS1
D385N mutant. B, MALDI-TOF MS of A�
peptides immunocaptured from condi-
tioned media of cell lines shown in A us-
ing antibody 3926. The tables below the
spectra indicate the peak masses meas-
ured (mass) and the respective masses
calculated (mass calc.). Note that in the
presence of a non-functional PS1 mutant
(PS1 D385N) and BACE almost no A�
species is generated, whereas in the pres-
ence of PS1 wt and BACE A�-(1–34) is the
predominant species.
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expression A�-(1–34) generation occurs to the expense of the
production of all other A� variants and thus suggests a direct
involvement of BACE in the cleavage of A� at position 34.
This apparent paradox may indicate that �-secretase activity
is required first to produce secreted A� species, which are
then trimmed at their C termini by a so far unknown BACE
activity.

In order to prove this hypothesis, synthetic A�-(1–40) was
incubated with purified BACE isolated from conditioned me-
dia of cells secreting a soluble version of BACE lacking the
transmembrane domain and the C terminus (43). To prove
the catalytic activity of secreted BACE we carried out in vitro
assays (46). Soluble BACE was fully active in the in vitro
assay, whereas no activity was obtained in control media
(Fig. 3A). This activity was fully blocked by the BACE-
specific inhibitor GL189 (Fig. 3A). Upon incubation of syn-
thetic A�-(1–40) with soluble BACE an additional peptide,
which co-migrated with synthetic A�-(1–34) was detected on
a gel system capable to separate low molecular weight pep-
tides (Fig. 3B; Ref. 54). In vitro generation of A�-(1–34) was
completely inhibited upon addition of the specific BACE in-

hibitor GL189 (Fig. 3B). Using MALDI-TOF MS we con-
firmed a time-dependent generation of A�-(1–34) during in-
cubation of soluble BACE with A�-(1– 40) (Fig. 3C). In
contrast incubation of synthetic A�-(1–40) with conditioned
media, not containing soluble BACE does not reveal trun-
cated A� species (Fig. 3C). This finding demonstrates that
BACE has the ability to cleave A� after amino acid 34 and,
together with the results shown in Fig. 1, excludes artificial
trimming by exopeptidases.

Because in vivo, only very minor amounts of BACE are
secreted (data not shown and Ref. 55) we next investigated if
membrane-bound BACE can convert secreted A�-(1–40/42) to
A�-(1–34) in living cells. To do so we collected conditioned
media (Fig. 4A) from cells expressing �APPsw and endogenous
BACE. These media were then added either to cells expressing
PS1 D385N alone or to cells co-expressing PS1 D385N and
BACE. Because of the lack of �-secretase activity in the latter
cell line almost no de novo synthesis of any A� species occurs
(Ref. 42; compare also Fig. 2B). Therefore any truncation of A�
should occur independent of �-secretase activity. In condi-
tioned media incubated with cells expressing PS1 D385N no

FIG. 3. BACE cleaves synthetic A�-(1–40) after amino acid 34 in vitro. A, conditioned media from cells expressing sBACE were analyzed
in vitro for �-secretase activity. Note that medium containing sBACE (filled squares) shows significant activity upon incubation with the
fluorogenic substrate, while the control medium without sBACE (open circles) and sBACE in the presence of the specific BACE inhibitor GL189
(filled triangles) do not display activity. B, sBACE was incubated with 6 �g of synthetic A�-(1–40) overnight at 37 °C in the presence or absence
of the inhibitor GL189. As a control the synthetic peptides A�-(1–40) and A�-(1–34) were co-migrated. The proteins were visualized by Coomassie
Blue staining. Note the aberrant migration of A�-(1–34). Significant in vitro production of an A� species co-migrating with synthetic A�-(1–34) was
obtained. The production of this peptide was fully inhibited by the specific BACE inhibitor GL189. C, analysis of in vitro produced A�-(1–34) by
MALDI-TOF MS. 50 �g of synthetic A�-(1–40) were incubated at 37 °C for 1, 5, or 8 h with purified sBACE or a control fraction not containing
sBACE. The tables below the spectra indicate the peak masses measured (mass) and the respective masses calculated (mass calc.). Note that BACE
is capable of producing A�-(1–34) under in vitro conditions.
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detectable conversion of A�-(1–40) to A�-(1–34) was observed
(Fig. 4B). However, upon addition of the conditioned media to
cells expressing both PS1 D385N and BACE, A�-(1–34) was
readily produced (Fig. 4C). Taken together these results dem-
onstrate that BACE can proteolytically modify A� species,
which were originally produced by a �-secretase-dependent
pathway.

While BACE is the protease with the major �-secretase ac-
tivity (15–17), the homologous BACE-2 can also proteolytically
process �APP to some extend (9, 13, 14, 56). To investigate if
the BACE homologue BACE-2 may also be able to convert
A�-(1–40/42) into A�-(1–34) we co-expressed wild type �APP
together with either moderate or high levels of BACE-2 (Fig.
5A). Low level expression of BACE-2 allowed the recovery of
very small amounts of A�-(1–34), which were not detectable in
cells expressing no exogenous BACE-2 (Fig. 5B). However, high
level expression of BACE-2 allowed the generation of increased
amounts of A�-(1–34) thus demonstrating a BACE-2-depend-
ent generation of A�-(1–34). These data demonstrate that both
BACE and BACE-2 have the unexpected ability to generate
C-terminally truncated A� species.

DISCUSSION

BACE plays a central role in the pathogenesis of AD and
appears to be the sole �-secretase, since its knock-out in mice
fully abolishes A� generation (15–17). In addition and in con-
trast to the loss of �-secretase activity the knock out of BACE
has no obvious phenotype (15–17). Thus BACE became a pri-
mary target for the development of therapeutic strategies.
However, very little is known about the biological function of
BACE. In addition we do not yet know precisely where the
major proteolytic acitivity of BACE is localized within the cell.
BACE is co-translated into the endoplasmic reticulum (ER) as
a pro-enzyme (43, 57). During its trafficking through the secre-
tory pathway the pro-domain is removed, and complex glyco-
sylation occurs (43, 57–61). Upon reaching the plasma mem-
brane BACE is reinternalized and targeted to endosomes (44,
62). From endosomes BACE is retrieved in a phosphorylation-

dependent manner and transported back to the trans-Golgi
network (44). Although BACE has an acidic pH optimum it is
apparently active in early compartments such as the ER, since
small amounts of A� can accumulate in pre-Golgi compart-
ments (45). Work on the Swedish �APP mutation also demon-
strated �-secretase activity within the trans-Golgi network
(64). In contrast wild type �APP is apparently processed by
BACE within early endosomes after reinternalization from the
plasma membrane (65). So far no proteolytic activity of BACE
was demonstrated on the cell surface. Here we show that A�

can be truncated by BACE at its C terminus after its genera-
tion by �-secretase (Fig. 6). Thus it appears likely that secreted
A� is further processed by BACE at or close to the plasma
membrane although we cannot exclude uptake of A� prior to its
processing by BACE.

Our data demonstrate a novel cleavage site at position 34 of
the A� domain. This was unexpected since full-length �APP is
cleaved by BACE in a highly sequence-specific manner (66).
Moreover, previous work demonstrated that in vivo a mem-
brane bound substrate is required for recognition by BACE
(66). Obviously, soluble A� escapes these requirements and is
cleaved by BACE after amino acid 34 of the A� domain. This
suggests that the initial cleavage of BACE at the Met-Asp bond
of the A� domain occurs in a different structural context than
the secondary cut at position 34. This latter cleavage occurs
only after A�-(1�40/42) generation, whereas the first cleavage
requires the membrane bound precursor with a specific recog-
nition sequence at the Met-Asp bond. Furthermore, BACE-2,
which differs in its cleavage specificity of �APP (Fig. 6) by
predominantly generating an �-secretase-like cleavage after
amino acid 19 of the A� domain (9, 13, 14) is also able to
generate A�-(1�34) from A�-(1�40/42). Both enzymes appar-
ently share similar sequence requirements for recognition and
cleavage of soluble A� but different preferences for cleavage of
full-length �APP. This may also have implications for the
search for physiological substrates of BACE. So far only a
sialyltransferase (ST6 Gal 1) has been identified as a putative

FIG. 4. Membrane-bound BACE generates A�-(1–34) in living cells. A, HEK 293 cells stably expressing �APP695 sw were incubated with
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal calf serum for 48 h. One-third of the conditioned media of HEK 293 cells was
immunoprecipitated with antibody 3926. Immunopreciptated A� was analyzed by MALDI-TOF MS. The remaining conditioned media (see A) was
added to cells expressing either �APP695 sw and PS1 D385N alone (B) or �APP695 sw, PS1 D385N, and BACE (C). A� species were immunopre-
cipitated from the media after an incubation period of 24 h using antibody 3926. Subsequently samples were subjected to MALDI-TOF MS. The
tables below the spectra indicate the peak masses measured (mass) and the respective masses calculated (mass calc.). Note that although no A�
species are secreted in cells expressing PS1 D385N (compare Fig. 2), A�-(1–34) is generated in conditioned media when BACE is overexpressed.
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BACE substrate beside �APP (67). Our results suggest that
substrate-mimicking peptides have to be considered as natural
BACE substrates in vivo.

A�-(1–34) has been shown to exist in vivo (29). The novel
cleavage activity of BACE and BACE-2 removes the most hy-

drophobic sequences of the A� domain. This may inhibit aggre-
gation and thus facilitate proteolytic clearance by the insulin-
degrading enzyme (68) or neprilysin (63, 69). Thus BACE may
play an unexpected role in A� clearance.

Finally, our data also demonstrate that an apparently PS-

FIG. 5. A�-(1–34) generation correlates with BACE-2 expression. A, membranes of HEK 293 cells stably overexpressing either �APP695 wt
(control; lane 1) or additionally BACE-2 (lanes 2 and 3) were probed with antibody 7524. Note the increasing amounts of BACE-2 expression in the
three cell lines. Longer exposure reveals endogenous BACE-2 (data not shown). B, MALDI-TOF MS of A� peptides immunocaptured directly from
conditioned media of the cell lines shown in A, using antibody 3926. Arbitrary intensities are given on the y-axis (a.i.). The tables below the spectra
indicate the peak masses measured (mass) and the respective masses calculated (mass calc.). Note that A�-(1–34) levels correlate with BACE-2
expression.

FIG. 6. �APP processing by BACE,
BACE-2, and �-secretase. A, BACE
cleaves �APP at Asp-1 of the A� domain
(black and light gray) to liberate a soluble
part of the ectodomain (APPs �; large
white box). The C-terminal stub remains
within the membrane (APPCTF�). Subse-
quently PS-dependent �-secretase cleav-
ages occur, which then release AICD
(small white box) or A�. Only upon
�-secretase cleavage BACE further pro-
cesses A� at position 34 of the A� domain,
which results in the generation of A�-(1–
34) (black box) and a small hydrophobic
peptide (light gray box), which may be
quickly degraded. B, enlargement of the
A� domain. The known BACE cleavage
sites are indicated, and the respective
BACE-2 cleavage sites are indicated. The
A� domain is marked by the black and
light gray, with the blue box indicating
A�-(1–34).
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and �-secretase-dependent cut is in fact mediated by BACE.
Since the cleavage after amino acid 34 is fully dependent on the
previous PS/�-secretase cleavage, the involvement of proteases
in the generation of C-terminally truncated A� peptides may
have been misinterpreted (52, 53). Moreover, our results also
solve the apparent paradox that increased BACE expression
results in reduced A� production (2), since the truncated A�-
(1–34) species cannot be detected by autoradiography due to
the loss of the Met residue at position 35 of the A� domain.
Furthermore, under the electrophoretic conditions used (54),
the peptide aberrantly migrates at a higher molecular weight
as expected, again confusing the analysis of A� produced in
BACE-expressing cells. Finally our findings may also suggest
that substrate-mimetic peptides could represent a novel ther-
apeutic approach in vivo.
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