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1 Einleitung

1.1 Die Alzheimersche Erkrankung

Die Alzheimersche Erkrankung (Alzheimers disease, AD) ist die haufigste Ursache
fiir fortschreitende Neurodegeneration in den Industrienationen und die vierthéufigs-
te Todesursache in den Vereinigten Staaten von Amerika [83]. Schitzungen gehen
davon aus, dafl im Jahre 2000 in den Vereinigten Staaten von Amerika 4,5 Millionen
Menschen betroffen waren [57], in Deutschland sollen es 650.000 gewesen sein [§].
Der Prozentsatz an Alzheimerpatienten verdoppelt sich ab dem 60. Lebensjahr etwa
alle 5 Jahre, was bedeutet, dafl bei einem Prozent betroffener 60-jahriger, ca. 30%
der 85-jahrigen erkrankt sind [64]. Wachsende Lebenserwartung und die Zunahme
der Anzahl alter Menschen macht damit die Alzheimersche Erkrankung zu einem
immer dringlicheren medizinischen Problem. Basierend auf gegenwértigen Entwick-
lungen rechnet man in Deutschland mit iiber 2 Millionen Betroffenen im Jahre 2050
[9]. Dies zeigt auf, wie wichtig es ist, effektive Therapiemoglichkeiten oder besser
Praventionsstrategien zu entwickeln.

Die Alzheimersche Erkrankung, nach dem Erstbeschreiber, dem Neurologen und
Psychiater Alois Alzheimer [3] benannt, ist klinisch vor allem durch amnestische
Gedéchtnisverluste, Sprachstorungen und visuospatielle Defizite gekennzeichnet [29].
Die Symptome entwickeln sich meist langsam progressiv, beginnend mit einer schlei-
chend zunehmenden Vergeflichkeit und Verlust von héheren geistigen Fahigkeiten,
bis hin zu Problemen bei einfachsten téglichen Aufgaben (Kémmen, Essen, Toilet-
tenbenutzung) in spéteren Krankheitsphasen. Wahrend dieser Entwicklung kommen
auch noch Stimmungsschwankungen und Apathie hinzu, die sich zur Psychose und
Agitation in fortgeschrittenen Krankheitsphasen auswachsen kénnen [162]. Die Kom-
plexitét der Krankheit stellt hohe Anforderungen an Angehorige, Pflegekrifte und
medizinisches Personal.

Schon Alois Alzheimer verkniipfte seine klinischen Untersuchungsergebnisse mit
den Befunden der Autopsie. Neuropathologische Kennzeichen der Alzheimer Demenz
sind Amyloid-Plaques, extrazelluldre Aggregate von Amyloid (-Peptid (A3, Abb.
1.1) und intrazelluldre neurofibrillare Biindel (Abb. 1.2, “Tangles“), Aggregate des
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Mikrotubulus-assoziierten Proteins Tau [11].

Abbildung 1.1: Amyloid-Plaques Mehrere Plaques, umgeben von degenerativ verdnderten
prisynaptischen Endigungen (Abbildung aus Webpath).

Abbildung 1.2: Neurofibrillire Biindel (“Tangles“) Hier als lange Filamente (Pfeil) im
Zytoplasma zu sehen (Abbildung aus Webpath).

Erst Anfang der 80er Jahre des 20 Jhdts. kam mit der Aufklarung der Sequenz
des Amyloid [-Peptides (A() [46][91] eine Welle von genetischen und molekularbio-
logischen Entdeckungen ins Rollen, die das Verstédndnis der Alzheimerschen Erkran-
kung drastisch verdndert haben und Hoffnung auf baldige therapeutische Optionen
geweckt haben.
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1.2 Molekularbiologie des Morbus Alzheimer

1.2.1 Hypothese der Amyloidkaskade der Alzheimer-Pathogenese

Bei der biochemischen Analyse von Af stellte man fest, dafl zwei wesentliche For-
men vorliegen, das 40 Aminosdauren (As) lange A(40 und das zwei As liangere A(342
[115] [97]. Die lingere A(342-Form neigt hierbei stéirker zur Aggregation und kann
als Aggregationskeim die Ablagerung von A begiinstigen [63] [145]. Tatséchlich
wurde auch in Gehirnen von AD-Patienten, im Vergleich zu den Gehirnen von ge-
sunden Kontrollpersonen, vermehrt A(342 nachgewiesen, wobei sich das Verhéltnis
von A40/A 42 zur ldngeren Isoform hin verschoben hatte [146].

Diominant vererbte FAT -Falle Micht-dominant vererbte AD-Falle, einschlieBlich

wsporadische™ Alzhetmererkrankungen

Mutationen in APP, P31 oder P32 Genen Gestérte Entfernung von AP (z.B. Mutationen im Apoesd-Allel)
Gesteigerte Bildung von  AP42 Langsam zunehmende AP-Spiegel im Laufe des Lebens

Aklumulation und Oligomerization von AR42 in limbischen und assoziativen Himnndenschichten

y

Feine Effekte von AR42 auf die Effizienz der synaptischen Ubertragung

Graduelle Ablagerung von AR42 alz diffusze Plaques

!

Altivierung von Mikroglia und Astrozyten und dadurch ausgeléste entziindliche Reaktionen

|

Gestérte neuronale Tonen-Hom dostase: Omidative Schadigung

o } Intrazellulire
Veranderte Alctivitét von Kinasen und Phosphatasen _) T au-Riindel

{engl. Tangles)

Ausgedehnte neuronalefneuntische Dysfunktion, selektiver Verlust von MNeuronen und Transmitter defizite

\

Demenz

Abbildung 1.3: Hypothese der Amyloidkaskade der Alzheimer-Pathogenese. Die Akkumu-
lation von A( steht als primére Ursache im Zentrum der Alzheimer-Pathogenese,
sowohl bei FAD-Fillen (“familial Alzheimer’s disease“, siehe unten), als auch bei
sporadischen AD Erkrankungen. Vor allem oligomere Aggregationszwischenstufen
storen die synaptische Ubertragung, 16sen entziindliche Begleitreaktionen aus und
fithren zur Aggregation von Tau. Am Ende steht der Verlust von Neuronen und
Transmitterdefizite, die zu den Symptomen der Demenz fithren (Schema modifi-
ziert nach [121]).
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Die Identifizierung von A( als Hauptkomponente der senilen Plaques fiihr-
te, zusammen mit der Analyse von Familien mit einem gehduften Auftreten von
praseniler Demenz (familial Alzheimers disease, FAD) zur Entwicklung der Amy-
loidkaskadenhypothese [121] [55] (Abb. 1.3), wonach die Akkumulation von Af, sei
es durch vermehrte Bildung und / oder durch verzogerten Abbau, als primére Ur-
sache der pathologischen Verdnderungen der Alzheimerschen Erkrankung anzusehen
ist. Diese fithrt, vor allem {iber oligomere Zwischenstufen der A(-Aggregation, zu
Storungen der synaptischen Ubertragung und zur Aktivierung von Mikroglia und
Astrozyten. Im weitern Verlauf werden Synapsen und Neuriten zerstort, eine gestorte
Ionen-Homoostase der Neurone fiihrt zu oxidativen Schadigungen und die dadurch
verdnderte Aktivitdt von Kinasen und Phosphatasen bedingt die Bildung intrazel-
lulldrer Tau-Biindel (siehe Abb. 1.2). Schliefllich fithren die neuronale und neuritische
Dysfunktion, zusammen mit dadurch bewirkten Transmitterdefiziten zu den klini-

schen Symptomen der Demenz (vgl. Abb 1.3).

Die Untersuchung von FAD-assoziierten Mutationen fiihrte zur Entdeckung von
drei Alzheimer-assoziierten Genen. Zunéchst das #-Amyloid Precursor Protein (3
APP) Gen auf Chromosom 21 [66],was die Hypothese der Amyloidkaskade weiter
bestétigte, dann die beiden Presenilin (PS) Gene auf den Chromosomen 14 (Prese-
nilinl, PS1) [114] [125] [26] und 1 (Presenilin2, PS2) [85]. Sie stellen echte krankheits-
auslosende Gene dar (nur weniger als 5% aller AD-Félle, aber hier 100% penetrant),
die zu einem frithen Auftreten der Erkrankung noch vor dem 60. Lebensjahr fithren
(sog. early-onset AD). Mutationen in diesen drei Genen fiithren alle zu erhdhten Spie-
geln an A(342 und somit zu einer rasch voranschreitenden Amyloid-Plaque Patholo-
gie. Aulerdem wurde das ApoEe4-Allel als wichtiger Suszeptibilitatsfaktor identifi-
ziert [25] [116] [138], der mit AD-Fillen assoziiert ist, die nach dem 60. Lebensjahr
auftreten (sog. late-onset AD) [131]. In Ubereinstimmung mit der Amyloidkaska-
denhypothese beschleunigt das ApoEe4 die Aggregation von AfS [95] und fiihrt so
vermutlich langsam progredient zu AD.

Die Bildung von A3 aus SAPP findet aber nicht nur in krankhaft verénderten
Zellen statt, sondern es entsteht auch wiahrend des zelluldren Metabolismus gesunder
Zellen [51]. Extensive Untersuchungen in Modellorganismen und Zellkultur konnten
schlieBlich den Mechanismus der APP-Prozessierung aufkldren und zum Verstéand-

nis der pathogenetischen Wirkung der FAD-assoziierten Mutationen beitragen. Die
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Analyse der FAD-assoziierten Mutationen ermdoglichte aber auch genauere Einblicke

in Pathogenese sporadischer Fille von AD.

1.2.2 SAPP und seine Prozessierung durch Sekretasen

Das BAPP ist ein Typ I Transmembranprotein, das wiahrend seines Transports
vom Endoplasmatischen Retikulum zur Zelloberflache eine Reifung durch N- und O-
Glykosylierung, Sulfatierung und Phosphorylierung erfiahrt [62] [156] [129]. Es wird
durch drei Proteasen prozessiert, die wegen ihrer Funktion in sekretorischen Zell-
kompartimenten auch als Sekretasen bezeichnet werden [52]. Die - und -Sekretase
erzeugen das krankheitsauslosende A, wohingegen die a-Sekretase die Bildung von

A verhindert [130] (vgl. Abb. 1.4).

APPu APPB

p3
m \ o p-Sekretase '“1 S
u-Sekretasep A / raum/Lumen
'yl I
I Zytopiasma
AICD CTF, (C83) CTF (C99) AICD

nicht amyloi dogener Prozessi erungsweg amyloidogener Prozessi erungsweg

Abbildung 1.4: APP-Prozessierung durch Sekretasen. Man unterscheidet den amyloidogenen
Prozessierungsweg und den nicht amyloidogenen Prozessierungsweg. Der Schnitt der
a-Sekretase erfolgt in der Mitte der Ag-Doméne und verhindert so die Entstehung
von AfS (linker Teil). Es wird ein losliches APP-Bruchstiick extrazelluldr freige-
setzt (APPsa) und ein C-terminales Fragment (CTF«, C83) bleibt in der Mem-
bran zuriick. Dieses kann von der y-Sekretase weiterprozessiert werden, wodurch
ein losliches Peptid (p3) extrazelluldr und ein korrespondierendes AICD (APP in-
tracellular domain) intrazelluldr freigesetzt wird. Nach dem Schnitt der -Sekretase
wird im amyloidogenen Weg APP 3 extrazellular freigesetzt und CTF3 bleibt in
der Membran zuriick. Aus diesem kann durch die v-Sekretase A3 extrazelluldr und
AICD intrazellulér freigesetzt werden (rechter Teil). Schema modifiziert nach [52]).
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Abbildung 1.5 gibt eine Uberblick iiber die Lage einiger FAD-assoziierter Muta-
tionen im APP-Protein. Die Mutation an der Schnittstelle der 8-Sekretase ([98], vel.
unten) erhéht den, im amyloidogenen Weg prozessierten Anteil von APP und fiihrt so
zu vermehrter Sekretion von A(. Die Mutationen in der Nahe der a-Sekretaseschnitt-
stelle ([59] [49] [149] [105]) fiihren zur Entstehung von mutierten AS-Peptiden mit
verinderten Aggregationseigenschaften. Diese aggregieren vor allem in Geféflen und
fithren so zum Krankheitsbild der cerebralen Amyloid Angiopathie (CAA), mit oder
ohne zusétzlichen dementiellen Symptomen. FAD-assoziierte Mutationen im APP
Protein, die an der Schnittstelle der v-Sekretase liegen ([75] [4] [36] [100] [101] [21]
[47]) verschieben alle das Verhéltnis von A340/A 342 hin zur ldngeren stirker aggre-

gierenden Isoform.

AB40!42T AB42T

-
-

N C
" B-Sekretase 0-Sekretase y-Sekretase
40 a2
82 v v vy 725
KTEEISEVEMDAEFRHD SGYEVHHQKLVEFFAEDVGENKGAT IGLMVGGVVIATVIVITLVMLEK
NL GQN IMVI P
K G
G F

L

Abbildung 1.5: Sekretase-Schnittstellen im APP und FAD-assoziierte Mutationen.
Schematische Darstellung der Lage von FAD-assoziierten Mutationen im APP
Protein, sowie deren Effekt auf entstehende AQS-Spezies (oben). Die La-
ge der Sekretase-Schnittstellen (Pfeile) bezogen auf die Aminosduresequenz
des APP (unten, vgl. hierzu auch Einbuchstabenkode fiir As im Anhang,
S.104). Die Sequenz von Af ist rot gekennzeichnet. Einige FAD-assoziierte
Mutationen sind angegeben, die unten erwédhnte “Swedish“-Doppelmutation
(SwAPP) ist griin hervorgehoben. (vgl. zu FAD-Mutationen in APP auch:
“www.alzforum.org/res/com/mut/app/tablel.asp“).
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Diese enge Verbindung der FAD-assoziierten Mutationen mit der Prozessierung
von APP durch Sekretasen fiihrte in der Folge zu extensiver Forschungsarbeit, um
die molekularen Vorgénge bei der Prozessierung von APP genauer zu verstehen und

damit ein besseres Verstidndnis fiir die Pathogenese von AD zu gewinnen.

a-Sekretase:

Die Prozessierung von APP an der a-Schnittstelle erfolgt durch eine membrange-
bundene Zink-Metalloproteinase [112]. Mehrere Proteasen der ADAM-Familie [118]
(“a disintegrin and metalloproteinase®), integrale Typ-1 Membranproteine, sind als
Proteasen mit a-Sekretase Funktion identifiziert worden. Unter anderen wurde fiir
ADAM 9 [74], ADAM 10 [76] und ADAM 17 [14] [93], nachgewiesen, daf sie als
a-Sekretase in der Mitte der AF-Doméne schneiden und die AS-Entstehung verhin-
dern konnen (vgl. Abb 1.5). Auch BACE2 (SAPP cleaving enzyme 2, Memapsin 1)
hat a-Sekretase-dhnliche Aktivitdt und kann so die Amyloidentstehung verhindern
[163]. Nach dem a-Sekretase-Schnitt wird ein 16sliches APP-Bruchstiick freigesetzt
(APP,«) und ein C-terminales SAPP-Fragment bleibt in der Membran zurtick (C83,
CTF,) das von der y-Sekretase weiter prozessiert werden kann [112] [2]. Hierbei ent-
steht ein losliches Peptid, p3 genannt, das in den extrazelluliren Raum abgegeben
wird, sowie ein APP-Fragment, das in das Zytosol abgegeben wird (vgl. Abb. 1.4 und
[52]). Fiir dieses intrazelluldre Fragment von SAPP (CTF,, bzw. APP intracellular

domain, AICD) wurde eine nukleédre Signalfunktion vorgeschlagen [15].

(-Sekretase:

Die Prozessierung an der $-Schnittstelle (vgl. Abb. 1.5) wird durch BACE1 (5APP
cleaving enzyme 1, Memapsin 2) vermittelt, einer membrangebundenen Aspartyl-
Protease [151] [150]. Nach dem enzymatischen Schnitt wird ein 16sliches Bruchstiick
freigesetzt (APPsf3) und ein lingeres SAPP C-terminales Fragment (C99, CTFp)
bleibt in der Membran zuriick [130]. Durch nachfolgenden ~-Sekretase-Schnitt kann
Ap extrazellular und AICD intrazelluldr freigesetzt werden (vgl. Abb. 1.4 und [52]).

In kultivierten humanen Zellen wird SAPP hauptséachlich durch die a-Sekretase
geschnitten [39] und nur ein geringer Anteil wird durch die 3-Sekretase und damit zu
ApB-Peptid prozessiert [167]. Allerdings ist die Aktivitdt von BACEL in neuronalen
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Zellinien deutlich hoher, so dafl hier mehr Af entsteht [122]. Eine Doppelmutation
im APP Gen, die mit dem familidiren Auftreten der Alzheimerschen Erkrankung in
einer schwedischen Familie assoziiert ist (APP-“Swedish“ oder SwAPP: Lysin595
— Asparagin und Methionin596 — Leucin, vgl. Abb. 1.5) [98] und die genau an
der BACE-Schnittstelle liegt (vgl. Abb. 1.5), erhoht die Affinitét von BACE zu APP
und damit auch den, durch BACE prozessierten APP-Anteil auf das 6- bis 8-fache
[22].

~v-Sekretase:

Die y-Sekretase, welche biochemisch, wegen ihrer Empfindlichkeit gegen Aspartyl-
proteaseinhibitoren, als Aspartylprotease charakterisiert wurde [159], vermittelt den
letzten Schnitt, direkt in der Membran. Dabei entsteht bei der Prozessierung von
BAPP nicht nur das Aj-Peptid, sondern auch ein korrespondierendes CTF, (auch
AICD, APP intracellular domain genannt) Fragment [52]. Entscheidend fiir die ~-
Sekretaseaktivitét, sind PS1 und PS2. Ein erster Hinweis hierfiir ist die genetische
Verbindung der PS Gene mit FAD-Féllen. Bis heute wurden iiber 100 autosomal
dominante Punktmutationen in den PS Genen beschrieben. Alle bisher untersuch-
ten PS FAD-Mutationen verschieben den C-terminalen v-Sekretaseschnitt um zwei
As [52] (vgl. Abb. 1.6) und fiithren damit zu einer Erhchung des ldngeren, stirker
aggregierenden A(342.

T2

MI139V/T/1 v
1143T/F L166P/R IMS
Y115H/C C263R
P264L
LS P267S
E120K R26OH
R278T
E280A/G
- 4 ) $ » L282R
R b b i A285V
. A i ., L286V
™M1 s B *, $290C(Aexon9)
ATOV 3 B 5
var T4 M6 ™7
VO6F Hi63YR 12317 A246E G384A
e c410Y

Abbildung 1.6: Lage einiger FAD-assoziierter Mutationen im PS1 Protein. Einige der FAD-
assozilerten Mutationen in PS1 sind dargestellt. Sie sind {iber das gesamte Protein
verteilt, ohne, wie bei APP (vgl. Abb. 1.5) an bestimmten Stellen gehiuft aufzu-
treten.
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Die starke Verbindung von PS mit der v-Sekretaseaktivitdt und deren mogli-
che Identitdt wird durch die Ausschaltung des PS1 Gens (PS1-“Knockout®) in der
Maus unterstrichen [33], welche die AS-Produktion stark reduzierte. Der zusétzliche
Knockout von PS2 [60][166] erlaubte keinerlei A3-Produktion mehr.

Direkte Hinweise dafiir, daf§ die PS das aktive Zentrum der y-Sekretase darstellen
lieferten Experimente, die zwei hochkonservierte Aspartate in den Transmembran-
doménen (TMD) 6 und 7 als essentiell fiir die Aktivitéit der y-Sekretase herausstell-
ten [160] [133]. Die Mutation von einem der beiden Aspartate reichte aus, um die
A-Produktion vollstdndig zu blockieren. In der Folge konnte gezeigt werden, dafl
spezielle Varianten von ~-Sekretase-Inhibitoren, die Analoga des Ubergangszustan-
des der Aspartylprotease darstellen, direkt mit PS1 quervernetzt werden konnten
[40] [87].

PS enthélt aber nicht wie konventionelle Aspartylproteasen oder BACE1L ein
D(T/S)G(T/S) Motiv im aktiven Zentrum, sondern hat ein GxGD Motiv um das
kritische Aspartat in TMD 7 [134], welches zwischen PS, Typ-4 Prepilin-Peptidase
[134] und der Signalpeptidpeptidase [157] konserviert ist (Abb. 1.7).

Extragelluiiirraim

PS Familie

Zytosol

Periplasma

b |

Typ-4 Prepilin-Peptidase 5.

TFPP Familie -1-2|_3’|4|5|‘6|

A
b

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Mitglieder der GxGD Proteasefamilie.
Die Abbildung zeigt schematische Darstellungen der PS, Typ-4 Prepilin-Peptidase
(TFPP) und der Signalpeptidpeptidase (SPP) Proteasefamilie. Die Aspartate des
aktiven Zentrums sind durch ein “D“ gekennzeichnet, die roten Dreiecke symboli-
sieren den Schnitt der Protease. Modifiziert nach [134] und [157].

Zytosol

SPP Familie [ PRI
Signalp eptidpeptidase
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Ein weiteres wichtiges Substrat der y-Sekretase, neben SAPP ist Notch. In Be-
zug auf den Notch-Rezeptor ist die physiologische Funktion der Intramembranproteo-
lyse gut verstanden. Hier wird sie benotigt, um nach Ligandenbindung und Abspal-
tung der Ektodoméne die intrazellulare Doméne (Notch intracellular domain, NICD)
freizusetzen und damit ein nukleéres Signal einzuleiten [120]. Dieser Signaltransduk-
tionsweg hat entscheidende Bedeutung wahrend der Embryonalentwicklung mehrzel-
liger Organismen, um die Differenzierung verschiedenener Zellinien durch lokale Zell-
Zell-Interaktionen zu regulieren [5]. Der Phanotyp des Notch-Knockout [142] [24] ist
vor allem durch einen letalen, posterior betonten embryonalen Wachstumsstopp mit
nachfolgender Zelldegeneration und einer gestorten Abgrenzung der Somiten [142]
[24] gekennzeichnet. Eine weitere wichtige Funktion des Notch-Signaltransduktions-
weges ist die Regulation der Neurogenese, die im Notch-Knockout beschleunigt abléuft
[30] und durch Expression einer dominant aktiven Notch Variante in vitro gehemmt
wird [106]. Aber auch im adulten Organismus ist Notch fiir die Bestimmung des
Schicksals von Zellen wichtig [5] , zum Beispiel bei der Selbsterneuerung und Diffe-
renzierung von hamatopoietischen Vorldauferzellen [94] [53] [10] oder bei Entwicklung
von T Zellen im Thymus [110] [109].

Die enge Verbindung zwischen der v-Sekretase und dem Notch-Signaltransduktions-
weg wurde angedeutet, als sich ein Caenorhabditis elegans PS Homolog (sel-12) als
ein Notch-Interaktor herausstellte [84]. Mit Experimenten in Drosophila melanogas-
ter und Maus-Embryonen konnte in der Folge gezeigt werden, dafl die PS-abhéngige
~v-Sekretaseaktivitdt essentiell fiir die Freisetzung von NICD und die Aktivitdt von
Notch ist [140] [141] [32]. SchlieBlich zeigte der PS Doppelknockout [60][166] einen
sehr dhnlichen Phénotyp zum Notch-Knockout (vgl. oben,[142] [24]).

Neben Notch und FAPP wurden viele weitere Substrate der PS/~-Sekretase iden-
tifiziert, u.a. APLP-1 und -2 [152], ErbB-4 [82] [103], E-Cadherin [89], N-Cadherin
[90], LRP [92], Nectin-lav [67], die Notch Liganden Delta und Jagged [81] sowie
CD44 [77] [99]. Die wichtige Rolle bei der Signaltransduktion scheint eine physio-
logische Hauptfunktion der ~-Sekretase zu sein. Eine noch allgemeinere Rolle ist
die proteolytische Spaltung von Transmembranfragmenten, die nach Abspaltung der
Ektodoméne eines grofleren Vorlauferproteins in der Membran zuriickbleiben.

Die vielen unterschiedlichen Substrate und daraus resultierende potentiell schwer-
wiegende Nebenwirkungen der Hemmung der ~-Sekretase in wvivo, sind auch der
Grund warum ~-Sekretase-Inhibitoren bislang noch nicht therapeutisch eingesetzt

werden, da sie nicht selektiv nur die ASG-Produktion blockieren kénnen. So wurde
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zum Beispiel in vitro die Notch-abhéngige Differenzierung von T Zellen in Thymo-
zytenkulturen durch Behandlung mit ~-Sekretaseinhibitoren gehemmt [54]. In wvivo
zeigten Zebrafischembryonen (Danio rerio), die mit einem ~y-Sekretase-Inhibitor be-
handelt wurden, einen schweren Notch-Phénotyp mit gestorter Somitenabgrenzung
und einer beschleunigten priméiren Neurogenese [45] (vgl. oben). Aber auch bei der
Behandlung adulter M&ause mit einem ~-Sekretase-Inhibitor konnte eine gestorten
Differenzierung von T Zellen im Thymus und eine verdnderte Gewebsarchitektur im
Darmtrakt beobachtet werden [161].

Einen Ausweg konnten Substanzen darstellen, welche die Aktivitét der y-Sekretase
modulieren (im Sinne einer reduzierten Produktion des krankheitsauslosenden Af3),
ohne die anderen Substratschnitte negativ zu beeinflussen. Ein aussichtsreicher Kan-
didat sind nichtsteroidale antiinflammatorische Medikamente (“NSAIDS®), die in
Zellkultur die Menge an sezerniertem A(342 senken konnten, ohne die y-Sekretase

abhéngige Freisetzung von NICD negativ zu beeifluflen [155].



1 Einleitung 12

1.2.3 Der Presenilin/~-Sekretasekomplex

Presenilin:

Extrazellulirraum/Lumen

Zytoplasma

/ P :

NTF CTF

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung von Presenilin. Die TMD sind durch rote Réhren
dargestellt, die beiden griinen Rohren kennzeichnen die funktionell wichtigen TMD
6 und 7, mit den Transmembran-Aspartaten (“D*). Der rote Pfeil kennzeichnet die
Schnittstelle fiir die Endoproteolyse, mit daraus resultierenden Fragmenten.

PS sind mehrfach die Membran spannende Proteine mit wahrscheinlich acht
Transmembrandoménen (TMD) [35][86][102], wobei allerdings neuere Studien eine
Topologie mit neun TMD vorschlagen [65][79]. Die fiir die Aktivitét der y-Sekretase
entscheidenden Transmembran-Aspartate befinden sich in TMD 6 und 7 (vgl. Abb.
1.8). Die beiden PS Proteine, PS1 und PS2, werden in vielen Geweben exprimiert
[114] [125], wobei allerdings PS2 im Gehirn niedriger exprimiert wird [114]. Die
pathogenetische Bedeutung von PS wurde intensiv an PS1 untersucht (vgl. obiges
Schema der FAD-Mutationen in PS1, Abb. 1.6), weshalb auch in der vorliegenden
Arbeit PS1 stellvertretend fiir beide Formen untersucht wurde.

PS wird in der Zelle endoproteolytisch in der groflen zytosolischen Schleife zwi-
schen TMD 6 und TMD 7 prozessiert, woraus ein N-terminales (NTF) und C-
terminales (CTF)-Fragment resultieren [147], die aneinander gebunden [17] in ei-
nem hochmolekularen Proteinkomplex in der Zelle vorliegen [31]. Die endoproteo-
lytische Spaltung von PS wird durch 7-Sekretase-Inhibitoren [6] oder Mutation der
TMD-Aspartate [160][133] verhindert, wodurch das Volldngenprotein (PS Holopro-
tein, PSp.,) in der Zelle akkumuliert und weniger PS Fragmente entstehen. Neuere
Ergebnisse legen hierfiir einen autoproteolytischen, intramolekularen Mechanismus
nahe [13]. Dies unterstiitzt die Vorstellung, dafl sich die PS Proteine als Zymogen
durch Autoproteolyse selbst aktivieren. Allerdings sind auch PS Mutanten bekannt,
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endoproteolytische Spaltung als Vollangen-Protein aktiv sind, wie zum Beispiel die
FAD-assoziierte Mutante PS1 AExon9 [135] oder die Mutation von Methionin an
Pos. 292 von PS1 zu Aspartat (M292D) [136], die an der Endoproteolyse-Spaltstelle
von PS1 liegt.

Die Menge an PS Fragmenten wird in Siugetierzellen stark reguliert. Bei der Uber-
expression von PS werden endogene PS Fragmente, durch das exogene PS verdrangt
(sogenanntes “Replacement-Phianomen®) [147], so dal die PS Fragmentspiegel sta-
bil bleiben. Dies legte nahe, daf§ die Menge an PS Fragmenten, durch Kompetition
um limitierende zelluldre Faktoren reguliert wird [148]. Die PS Fragmente konnen
in einem heterodimeren Komplex isoliert werden [17]. Komplexierte PS Fragmen-
te werden stabilisiert und {iiberschiissiges PS},;,, sowie PS Fragmente, die nicht in
einen heterodimeren Komplex inkorporiert sind, werden rasch vom Proteasom abge-
baut [132]. In weiterfithrenden Experimenten konnte gezeigt werden, dal PS und die
v-Sekretaseaktivitéit, zusammen als hochmolekularer Komplex vorliegen [87]. Die-
se Ergebnisse, sowie die Tatsache, daB weder die alleinige Uberexpression von PS
in Sdugetierzellen zu einer gesteigerten y-Sekretaseaktivitit fithrte [23], noch die
gleichzeitige Expression von PS und APP in Insektenzellen, in welchen keine endo-
gene ~-Sekretaseaktivitit nachweisbar ist, zur Rekonstitution der Produktion von
A ausreichte [144], machten die Existenz von weiteren essentiellen Komponenten
sehr wahrscheinlich.

Auf der Suche nach Kofaktoren fiir die PS-/v-Sekretaseaktivitat wurde zunéchst
durch biochemische Aufreinigung Nicastrin (NCT) identifiziert [164]. In dem Mo-
dellorganismus Caenorhabditis elegans wurde das Genom nach verstdrkenden geneti-
schen Faktoren eines unvollstédndigen Defekts des PS abhéngigen Notch-Signaltrans-
duktionsweges durchgemustert (genetischer “Screen®). Auf diese Weise wurden APH-
1 (anterior-pharynx-defective phenotype 1) [48][44] und PEN-2 (Presenilin enhancer
2)[44][31] als weitere Kofaktoren identifiziert. Zusammen mit PS waren diese drei
Proteine ausreichend, um in Saccharomyces cerevisiae, einem eukaryontischen Orga-
nismus, der keine endogene y-Sekretaseaktivitéit aufweist, eine voll aktive y-Sekretase
zu rekonstituieren [38]. PS, NCT, APH-1 und PEN-2 sind also die minimale Grund-
zusammensetzung eines aktiven y-Sekretasekomplexes.

Erst die gemeinsame Uberexpression der vier notwendigen Komplexkomponenten
steigerte die Mengen an PS Fragmenten und die Proteaseaktivitét [73] [143] [68] in
kultivierten Zellen. Diese Ergebnisse zeigten erneut, das PS alleine nicht ausreichend

ist fiir die Akivitdt der y-Sekretase, sondern diese nur im geregelten Zusammenspiel
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der vier essentiellen Komponenten funktioniert.

Obwohl die Zusammensetzung des ~-Sekretasekomplexes weitgehend aufgeklért
ist und das PS als aktives Zentrum identifiziert ist, ist noch sehr wenig {iber die
Funktion der anderen Komplexkomponenten und die Struktur des aktiven Komple-

xes bekannt.

Nicastrin:

Extrazellulérranm/Tuamen

—
—<
—<
"ﬂx

I

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung von Nicastrin . Es handelt sich um ein Typ I Trans-
membranprotein mit einer groflen N-terminalen Ektodoméne, die in den extrazel-
luldren Raum ragt, einer TMD und einer kurzen zytosolischen C-terminalen Unter-
einheit. Die komplexe Glykosylierung der Ektodoméne ist rot gekennzeichnet.

Zytoplasma

Nicastrin (NCT, Abb. 1.9) ist ein Typ I Transmembranprotein mit einer sehr
groflen luminalen Ektodoméne. Diese ist, wie in Experimenten mit unterschiedlichen
Deletionskonstrukten gezeigt werden konnte, als Ganzes entscheidend fiir die Akti-
vitdt der y-Sekretase [126]. Vor allem die Anteile der Ektodoméne, die unmittelbar an
die TMD anschlielen sind entscheidend fiir die Interaktion von NCT mit den ande-
ren Komplexkomponenten [96] [18]. Wihrend der Reifung des v-Sekretasekomplexes
in sekretorischen Zellkompartimenten, wird die Ektodoméne von NCT durch kom-
plexe Glykosylierung posttranslational modifiziert [37] [72] und erfahrt dabei auch
eine Umfaltung [126]. Diese komplex glykosylierte, reife (mature) Form von NCT
ist mit der 7y-Sekretaseaktivitidt verkniipft [72] und ist somit als ein Indikator fiir
die vollstindige Reifung des y-Sekretasekomplexes anzusehen. Es wird spekuliert,
daBl diese globulire, stark gefaltete Ektodoméne fiir die Langenmessung des Sub-
strates verantwortlich ist, da Substrate nur erkannt und prozessiert werden, wenn

zuvor deren Ektodoméne abgespalten worden ist [139]. Neue Daten weisen darauf
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hin, dal NCT mit seiner Ektodoméne C-terminale Fragmente, die durch Abspaltung
der Ektodoméne von Typ I Transmembranproteinen entstanden sind, erkennt und
dem ~-Sekretasekomplex zur weiteren Prozessierung prisentieren kann [123]. NCT
kann nach diesen Befunden als moglicher Substratakzeptor der v-Sekretase aufgefaf3t
werden [123].

APH-1:
N Extrazellulirraum/Lumen
Zytoplasma
C
APH-1a$ (247 As) .. JOQRSLLCKD T
APH-1al. {265 As) wd QRSLL CRRQEDSRVMVY SALRIPPED

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung von APH-1. Es handelt sich um ein Membranpro-
tein mit sieben TMD die durch kurze extramembranére Schleifen verbunden sind
(oben). Von APH-1a sind zwei Splicevarianten entdeckt worden [128] [58], die sich
im zytosolischen C-Terminus unterscheiden (unten).

APH-1 (Abb. 1.9) ist ein hydrophobes Protein mit siecben TMD und kaum ex-
tramembranéren Strukturen [42]. Es bindet an NCT ziemlich frith wihrend der As-
semblierung des v-Sekretasekomplexes und bildet mit diesem eine Art Pri-Komplex
[96][80]. Bindung von PSj,, an diesen Komplex fiihrt dann zur Bildung eines tri-
meren Komplexes [143], der das PSj,, stabilisieren kann. Es wurden zwei APH-1
Homologe, APHla und APH-1b identifiziert [44] [48], von APH-1a wurden aufer-
dem in Saugetierzellen zwei verschiedene Splicevarianten entdeckt [128][58], APH-
laL. (APH-1a Long form), APH-1aS (APH-1a Short form) (siche Abb. 1.10, unten).
Diese verschiedenen APH-1 Varianten bilden separate y-Sekretasekomplexe, so dafl
wenigsten sechs verschiedene Komplexe (je drei mit PS1 bzw. PS2) denkbar sind
[128][58] (Abb 1.11).
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PS4y crr/NCT/APH-1aS/PEN-2
PS1, . /NCT/APH-1aL/PEN-2
PS1, 1 o1r/NCT/APH-1b/PEN-2
PS2, 1 c1r/NCT/APH-1aS/PEN-2
PS2, . . rs/NCT/APH-1aL/PEN-2
PS2, 1 c1r/NCT/APH-1b/PEN-2

Abbildung 1.11: Ubersicht iiber mogliche v-Sekretasekomplexe mit den verschiedenen
APH-1 Varianten.

] C  Extrazellulirraum/L.umen

Zytoplasma

Abbildung 1.12: Schematische Darstellung von PEN-2. Es handelt sich um ein integrales
Membranprotein mit zwei TMD, die durch eine kurze zytoplasmatische Schleife
verbunden sind. Das N- und C-terminale Ende zeigen in den Extrazelluldrraum.

PEN-2 (Abb. 1.12) ist ein 101 As grofles integrales Membranprotein [44]. Die Mem-
brantopologie von PEN-2 wurde in zwei &hnlichen Studien [28][7], durch Einfithrung
von Glykosylierungsmotiven in verschiedene Doménen, sowie durch Protease-Resistenz
Versuche aufgeklart. Es nimmt mit zwei TMD eine Haarnadel-Orientierung in der
Membran ein, wobei das C- und N-terminale Ende zur luminalen Seite zeigen und
die beiden TMD durch ein kurze zytoplasmatische Schleife verbunden sind [28][7].
PEN-2 ist, wie durch Co-Immunprézipitation gezeigt werden konnte, eine integrale
Komponente des y-Sekretasekomplexes [137], in dessen Abwesenheit PSj,,, APH-1
und NCT einen stabilen trimeren Komplex bilden kénnen [143]. Das Hinzutreten
von PEN-2 initiiert die Endoproteolyse von PS [143][61][88] und die Reifung zum
aktiven v-Sekretasekomplex. In Abwesenheit von PS wird PEN-2 rasch durch das
Ubiquitin/Proteasom-System abgebaut [28][7].
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Modell des y-Sekretasekomplexes:

Abb. 1.13 zeigt ein schematisches Modell des y-Sekretasekomplexes und der Pro-
zessierung von APP (nach[52]). Nach Abspaltung der Ektodoméne durch den Schnitt
der (-Sekretase, bleibt ein 99 As langer Rest (C99, CTF3) in der Membran zuriick,
der nach Interaktion mit dem ~-Sekretasekomplex (bestehend aus mindestens PS,
NCT, APH-1 und PEN-2) an bislang unbekannter Stelle in das aktive Zentrum (zwi-
schen TMD 6 und 7 von PS) transloziert wird. Hier findet dann der intramembrandse
Schnitt der ~-Sekretase statt, wodurch das AS-Peptid extrazellular und das korre-
spondierende AICD (CTF,) intrazellulér freigesetzt werden.

Extrazellularraum / Lumen

Wl Annn :nlNr~sn nn
A W1 2]3]4]516 % 27l 11201213 H4]5]6]7
PEAVA VR R VYA VYA AN

NTF CTF

"I AICD

Zytoplasma

Abbildung 1.13: Schematische Zeichnung des y-Sekretasekomplexes und der proteolyti-
schen Spaltung von APP (modifiziert nach [52]). Das, nach der Prozes-
sierung von APP durch BACE in der Membran verbleibende 99 As lange CTFg
(C99) wird nach initialer Interaktion mit einer bislang unbekannten Substratak-
zeptorstelle in das aktive Zentrum der 7-Sekretase verlagert. Durch den intra-
membranosen Schnitt der y-Sekretase entstehen A, welches extrazellulédr und das
korrespondierende AICD, welches intrazelluldr freigesetzt wird. Das aktive Zen-
trum der y-Sekretase zwischen TMD 6 und 7 von PS ist durch zwei griine Réhren
gekennzeichnet (“D“ bezeichnet die Transmembran-Aspartate). Die roten Dreiecke
bezeichnen den y-Sekretaseschnitt.

Modelle iiber die Reihenfolge des Zusammenbaus und der Reifung des Kom-
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plexes, sowie der Funktion einzelner Komponenten hierbei, sind noch weitgehend
spekulativ, da sie als dynamische Vorgéinge nur sehr schwer in vivo zu untersuchen

sind. Abb 1.14 zeigt das gegenwirtige Arbeitsmodell:
PS1

holo
Pszhﬂlﬂ
NCT
\ PS1, . /NCT/APH-1
S PS2,. /NCT/APH-1
APH-1 Dimeres Intermediat Trimere Intermediate
Presenilin Endoproteolyse PEN-2

Nicastrin Reifung

PS1,.+ 1 INCTIAPH-1/PEN-2
PS2, ¢ o /NCTHAPH-1/PEN-2

Vollstandige, aktive
v-Sekretasekomplexe

Abbildung 1.14: Modell der Vorgéinge bei der Assemblierung der y-Sekretasekomplexe.
Nach initialer Interaktion von NCT und APH-1 entstehen durch Bindung von
PShoio stabile trimere Intermediate. Erst nach der Integration von PEN-2 wird
die Endoproteolyse von PS und die weitere Reifung des Komplexes eingeleitet.
Modifiziert nach [128].

Zu Beginn bilden NCT und APH-1 ein stabiles dimeres Intermediat. An diese
kann entweder PS1 oder PS2 binden, wodurch stabile trimere Intermediate entste-
hen. Kommt nun PEN-2 zu diesen trimeren Vorstufen hinzu, wird die Endoproteolyse
von PS und die Reifung von NCT eingeleitet, wodurch aktive y-Sekretasekomplexe
entstehen (vgl.[128]).

Eine endgiiltige Aufklarung iiber das genaue funktionelle Zusammenspiel der ein-
zelnen Komplexkomponenten im 7-Sekretasekomplex wird moglicherweise nur {iber

die Analyse der Gesamtstruktur des Komplexes (evtl. mit Substrat) zu erreichen sein.
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In einem genetischen Screen in Caenorhabditis elegans wurden mit APH-1 und
PEN-2 zwei potentielle neue Komponenten des 7y-Sekretasekomplexes identifiziert
[44]. In ersten Experimenten konnte mittels Co-Immunprizipitation gezeigt werden,
daB PEN-2 eine integrale Komponente des 7-Sekretasekomplexes ist [137]. Die transi-
ente Herrunterregulierung der Expression von PEN-2, durch kleine doppelstrangige
RNS-Molekiile zur RNA-Interferenz (“RNAi-Knockdown®, [165] [41]), deutete auf
eine Bedeutung von PEN-2 fiir die koordinierte Expression von PS und NCT hin
[137].

Um nun genauere Hinweise auf die Funktion von PEN-2 bei der Reifung des -
Sekretasekomplexes, die Rolle von PEN-2 im Komplex selbst und fiir die y-Sekretase-
aktivitdt zu erhalten, sollte eine stabile PEN-2 RNAi-Knockdown-Zellinie (PEN-
2KD) hergestellt und biochemisch analysiert werden. Da der Knockdown der Gen-
expression durch RNAi sehr stark sequenzspezifisch ist [78], war es zu erwarten , dafl
der Phinotyp des PEN-2KD durch Uberexpression eines, in der RNAi-Zielsequenz
modifizierten PEN-2 Konstrukts revertierbar ist. Diese Methodik sollte dann fiir ei-
ne Struktur-/Funktionsanalyse von PEN-2 verwendet werden. Dabei sollten RNAi-
resistente PEN-2 Konstrukte auf ihre Fihigkeit hin untersucht werden, den Defekt
des PEN-2KD funktionell aufzuheben, um dadurch wichtige Doménen des PEN-2
Proteins fiir eine geregelte Funktion im aktiven ~-Sekretasekomplex zu identifizie-
ren. Insbesondere sollte das C-terminale Ende des PEN-2 Proteins durch Deletionen,
Punktmutationen und Verldngerung durch Eptitop-“tags® auf seine funktionelle Be-
deutung hin untersucht werden, da sich schon bei der initialen Charakterisierung in
Caenorhabditis elegans ein am C-Terminus durch GFP (“green flourescent protein*)

verldngertes PEN-2 Protein als nicht funktionell erwiesen hatte [44].



2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.1.1 Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain reaction, PCR)

Verwendete PCR-Oligonukleotide:

Alle in dieser Arbeit verwendeten PCR Oligonukleotide wurden von der Firma Invi-

trogen bezogen.

‘ Bezeichnung Sequenz
PEN-2-F 5’-cgc gaattc age gea get atg aac ctg gag cga gtg-3’
PEN-2-R 5’-cge cte gag tca ggg get gee cag ggg-3’

PEN-2-Start-F
PEN-2-A-Stop-R
PEN-2-151*-F
PEN-2-190*-R
PEN-2-450-R
PEN-2-A3-R
PEN-2-A5-R
PEN-2-A8-R
PEN-2-idel5vec-R
PEN-2-idel5-F
PEN-2-idel5-R

PEN-2-D90A-R
PEN-2-F94Along-R

PEN-2-P97A-R
PEN-2-G99A-R

5’-cge gaattc atg aac ctg gag cga gtg-3’
5'-cge cte gag ggg get gee cag ggg-3’
5’-agc caa atc aag gga tac gtg tgg cga tet get gtg gge-3’
5’-gce cac age aga teg cca cac gta tee ctt gat ttg get -3’
5’-cge cte gag tca geg ggg ceg gta gat ¢-3’
5’-cge cte gag tca cag ggg tat ggt gaa gga g-3’
5’-cge cte gag tca tat ggt gaa gga gag gta g-3’
5’-cgc cte gag teca gga gag gta gtc cce aag gge-3’
5'-gga gag gta gtc geg ggg ceg gta gat ctg g-3’
5’-ggc cce geg act acc tet cct tea cca tac cec tg-3’
5’-cce tet cte gag tea ggg get gee cag ggg gta
gtc cce aag gge acc cca geg-3’

5’-cge cte gag tea ggg get gee cag gge tat ggt
gaa gga gag gta gge ccc-3’

5’-cge cte gag tea ggg get gee cag gge tat ggt
ctc geg gag agg tag-3’

5’-cge cte gag tca ggg get gee cag gge tat g-3’

5’-cge cte gag tea ggg get gec cag ggg tat g-3’

PEN-2-99/97/94A-R  5’-cgc cte gag tca ggg get gge cag gge tat ggt

cge gga gag gta g-3’

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber verwendete PCR-Oligonukleotide

20
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Die Oligonukleotide wurden in Aqua bidest (ddH,O, gewonnen in der Filteran-
lage MilliQ plus von Millipore) mit einer Konzentration von 250 ng DNA/ul gelost

und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

PCR-Ansatz:
Substanz Menge
Matrize (100 ng DNA/pul) 1 pl
Oligonukleotide (je 1ul mit 250 ng DNA/ul) 2 pl
dNTP (Roche) 1 pl
Pwo-Polymerase (PEQLAB) 1 pl
10-fach Pwo-Reaktionspuffer (PEQLAB) 5 ul
ddH,O 40 pl
$— 50 1l

PCR-Profil:

Die angegebenen PCR-Reaktionen wurden in einer Perkin-Elmer PCR-Maschine in
Sarstedt PCR-Reaktionsgefafien durchgefiihrt.

950" 950
S 7200 720¢
60°C* i
: 0~ :
: [25 Zyklen]
4o ¢
-}

Abbildung 2.1: Typisches PCR-Profil. Der Stern kennzeichnet die Hybridisierungs-Temperatur.

Die Hybridisierungs-Temperatur (T,) wurde an die vom Hersteller angegebe-
ne Schmelztemperatur (T,,) der PCR-Oligonukleotide angepasst (T, = T,, - 2 °C).
Bei Zweischrittklonierungen (PEN-2-163* und PEN-2-idel5, siehe unten) dienten im
zweiten Schritt PCR-Fragmente als Matrize. Um vollstdndige Matrizen fiir die ei-
gentliche PCR-~Reaktion zu schaffen, wurde hier den 25 Zyklen eine Pra-PCR mit
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zusétzlich 4 Minuten (Min) bei T, und 8 Min bei 72 °C vorgeschaltet.

PCR-Reaktionen:
‘ Bezeichnung Oligonukleotide Matrize
PEN-2-163*-F PEN-2-F/PEN-2-191*-R PEN-2-wt
PEN-2-163*-R PEN-2-151*-R/PEN-2-R PEN-2-wt
PEN-2-163* PEN-2-F/PEN-2-R PEN-2-163*-F /PEN-2-163*-R
PEN-2-HgX PEN-2-Start-F /PEN-2-R PEN-2-163*
PEN-2-myc PEN-2-F /PEN-2-Delta-Stop-R PEN-2-163*
PEN-2-DeltaC PEN-2-F/PEN-2-450-R PEN-2-163*
PEN-2-Delta3 PEN-2-F/PEN-2-Delta3-R PEN-2-163*
PEN-2-Deltab PEN-2-F/PEN-2-Delta5-R PEN-2-163*
PEN-2-Delta8 PEN-2-F/PEN-2-Delta8-R PEN-2-163*
PEN-2-idel5-F  PEN-2-idel5-F /PEN-2-idel5vec-R PEN-2-163*
PEN-2-idel5-R  PEN-2-F /PEN-2-idel5-R PEN-2-163*
PEN-2-idel5 PEN-2-F /PEN-2-idel5vec-R PEN-2idel5-F /PEN-2-idel5-R
PEN-2-D90A  PEN-2-F/PEN-2-D90A-R PEN-2-163*
PEN-2-F94A  PEN-2-F/PEN-2-F94Along-R PEN-2-163*
PEN-2-P97A  PEN-2-F/PEN-2-P97A-R PEN-2-163*
PEN-2-G99A  PEN-2-F/PEN-2-G99A-R PEN-2-163*
PEN-2-4A PEN-2-F/PEN-2-99-97-94-A-R PEN-2-D90A

Tabelle 2.2: Durch PCR hergestellte Konstrukte

Auftrennung und Aufreinigung der PCR-Fragmente

TBE-Puffer: 90 mM Tris Base (Biomol), 90 mM Borsdure (Roth), 2 mM EDTA (Merck), pH 8,0 in dH20
Agarose (Invitrogen), 2 % gelost in TBE-Puffer (zur Detektion der DNA wurden jedem Gel 0,5 pg/pl Ethidium-
bromid (Sigma) beigegeben).

DNA-Auftragspuffer(6-fach): 50 % Glycerin (Merck), 10 mM EDTA pH 8,0, 0,05 % Bromphenolblau (Merck)
DNA-Marker (Invitrogen), geldst in DNA-Auftragspuffer.

Agarose-Gel-Kammer (Easy Cast BIA von Owl Separation Systems)

Die PCR-Fragmente wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und unter UV-
Licht (A = 302 nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA
erfolgte mittels des Nucleospin-Kits (Macherey Nagel) nach Angaben des Herstel-
lers. Aufgereinigte PCR-Fragmente wurden in ddH,O gelst und bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.
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2.1.2 Subklonierung von PEN-2 und -Varianten in pcDNA

Saugerzellexpressionsvektoren

Verwendete Plasmidvektoren:

- pcDNA3.1/Zeo(+) (Invitrogen)
- pcDNA4/HisC (Invitrogen)

- pcDNA4 /myc-HisC (Invitrogen)

Konstrukte:

Bezeichnung PCR-Fragment Klonierungsstellen Plasmidvektor
wt PEN-2-163* EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
HgX-PEN-2 PEN-2-HgX EcoRI, Xhol pcDNA4/HisC
PEN-2-mycHisC PEN-2-mycHisC EcoRI, Xhol pcDNA4/mycHisC
AC PEN-2-DeltaC EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
A3 PEN-2-Delta3 EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
Ab PEN-2-Deltab EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
A8 PEN-2-Delta8 EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
A 90-94 PEN-2-idel5 EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
DI0A PEN-2-DO0A EcoR1, Xhol pcDNAB.1/zeo(+)
F94A PEN-2-F94A EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
P97A PEN-2-P97A EcoRI, Xhol pcDNA3.1/zeo(+)
G99A PEN-2-G99A EcoRI, Xhol pcDNAS.1/zeo(+)
4A PEN-2-4A EcoR1, Xhol pcDNAS.1/zeo(+)

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber hergestellte Plasmidvektor-Konstrukte

Verdau der Vektoren und PCR-Fragmente mit Restriktionsenzymen:

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden zusammen mit den benétigten
Puffern von New England Biolabs (NEB) bezogen.
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Ansatz (Vektor bzw. PCR-Fragment:)

Substanz Menge

Vektor { PCR — Fragment } 2 ul {20 ul }
NEB Puffer 2 (10-fach) 6 ul

BSA (100-fach, NEB) 0,6 pl

EcoRI 2 ul

Xhol 5 ul

ddH,0 444 il { 24,4 4l )
> = 50 1l

Die Inkubation des Verdaus erfolgte bei 37 °C fiir zwei Stunden. Nach Hitzeinakti-
vierung der zugegebenen Restriktionsenzyme fiir 20 Min bei 65 °C erfolgte die Zugabe
von 2 pl alkalischer Phosphatase aus Krabben (“ Shrimp alkaline phosphatase“,SAP,
Roche), 8 ul SAP-Puffer (10-fach, Roche) und 10 ul ddH50O, zur Dephosporylierung
der freien Plasmidenden. Nach Inkubation fiir 1 Stunde bei 37 °C und Hitzeinakti-
vierung der SAP bei 65 °C fiir 20 Min wurden die Plasmidpraparationen im 0,8 %
Agarosegel aufgetrennt und nach Ausschneiden unter UV-Licht (A = 302 nm) mit
dem Nucleospin-Kit (Macherey Nagel), nach Angaben des Herstellers gereinigt. Fer-
tige Plasmidpraparationen wurden in ddH,O gelost und bei -20 °C bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt.

Die PCR-Fragmente wurden lediglich zwei Stunden bei 37 °C verdaut und nach
Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme (20 Min, 65 °C) im 2 % Agarosegel auf-

getrennt. Die Aufreinigung und Lagerung erfolgte wie oben beschrieben.
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Ligation von PCR-Fragmenten und Vektoren:

Zur Ligation von PCR-Fragmenten mit verdauten Vektoren wurde folgender An-

satz verwendet:

Substanz Menge
Vektor (verdaut und dephosporyliert) 2 ul
PCR-Fragment (verdaut) 6 ul
T4-DNA Ligase (Fermentas) 1 pl
Puffer fiir T4 Ligase (Fermentas) 2 pl
ddH,O 9 ul

M = 20 pl

Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur (RT) fiir 3 Stunden erfolgte die Trans-

formation von Escherichia coli (E. coli) DHb« (siehe unten).

2.1.3 Vermehrung von Plasmidvektoren in E.coli

Herstellung von kompetenten E. coli:

LB-Medium (Low Salt Luria-Bertani Medium): 1 % Trypton (BD), 0,5 % Yeast Extract (BD) und 0,5 % NaCl
(Roth) in dH20. pH 7,0 mit NaOH einstellen und bei 120 °C/1,2 bar fiir 20 Min autoklavieren. Ggf. nach dem
Abkiihlen die entsprechenden Selektionsantibiotika zusetzen.

Transformationspuffer: 50 mM CaClz(Applichem), 15 % Glycerol (Roth), 10 mM PIPES Puffer (Sigma), pH 6,6.
ODsgpo-Bestimmung: SmartSpec 3000 Spectrophotometer (Biorad) nach Angaben des Herstellers.

Eine E. coli DH5a-Ubernachtkultur wurde 1:100 in 100 ml LB-Medium verdiinnt
und im Schiittelinkubator bei 200 upm/37°C bis zu einer ODgoy von 0,5 inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in der Megafuge 1,0 R (Heraeus) 5 Min bei 1500
xg / 4 °C pelletiert (siehe auch rpm / z g -Umrechnungstabelle im Anhang S.105)
und in 17,5 ml eiskaltem CaCly Puffer resuspendiert. Nach 30 Min Inkubation auf
Eis wurden die Zellen erneut wie oben beschrieben, pelletiert und in 1 ml eiskaltem
CaCl, Puffer resuspendiert. Die so gewonnenen kompetenten Zellen wurden entwe-

der direkt fiir die Transformation verwendet oder bei -80 °C konserviert.
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Transformation kompetenter E. coli:

Ampicillin-LB-Agarplatten: 1 % Trypton (BD), 0,5 % Yeast Extract (BD) und 0,5 % NaCl (Roth) in dH2O. pH
7,0 wurde mit NaOH (Merck) eingestellt, 15 g/1 Agar (BD) zugesetzt und die Losung bei 120 °C/1,2 bar fiir 20 Min
autoklaviert. Nach Abkiihlen auf ca. 50 °C , wurde Ampicillin (Sigma) in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
zugesetzt und Agarplatten gegossen.

Ampicillin-Stockldsung: Ampicillin (Sigma) wurde in einer Konzentration von 100 mg/ml in ddH20 gelsst. Nach
Sterilfiltration mit einem 0,22 pm Filter (Qualilab) wurde die Lésung aliquotiert und bei -20°C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

Zu einem Ligationsansatz (20 pl, siehe oben) wurden 100 pl kompetenter E. coli
DH5« (Herstellung siehe oben) gegeben. Nach einer Inkubation auf Eis von 30 Min
erfolgte eine 1-miniitige Induktion bei 42 °C. Danach ruhte der Ansatz fiir 5 Min auf
Eis. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 1 ml LB-Medium und eine Inkubation fiir
30 Min bei 37 °C / 200 upm. Dieser Ansatz wurde auf Ampicillin-LB-Agarplatten
ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Praparation von Plasmidvektoren im kleinen Mafistab (Mini-Prép:)

Pufferl: 50 mM Tris (Biomol) pH 8.0, 10 mM EDTA (Merck) (vor Gebrauch frisch 100 pg/ml RNAseA (Sigma)
zugeben)

Puffer2: 200 mM NaOH (Merck), 1 % SDS (1 g / 100 ml, Calbiochem)

Puffer3: 3,0 M Kaliumacetat (Roth), pH = 5,5 mit Essigsiure (Roth) einstellen

RNAseA, (DNAse-frei): RNAseA (Sigma) wurde in einer Konzentration von 10 mg / ml in ddH2O geldst. Nach
vorsichtigem Erhitzen im 95 °C Wasserbad fiir 10 Min und Abkiihlen, wurde die Losung aliquotiert und bei -20°C
bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Nach Ubernachtinkubation der mit transformierten E. coli DH5a beimpften Ampi-
cillin-LB-Agar-Platten wurden positive Klone mit einer Pipettenspitze gepickt und
in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 ug / ml) transferiert. Nach Inkubation iiber
Nacht bei 37 °C / 200 upm, wurden die Bakterien bei 16.000 xg / 10 Min, 4 °C
in der Kiihlzentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus) pelletiert. Das Pellet wurde in 300
]l Pufferl resuspendiert. Nach Zugabe von 300 ul Puffer2 erfolgte eine Inkubation
bei Raumtemperatur fiir genau 5 Min. Danach Zugabe von 300 pl Puffer3d und In-
kubation auf Eis fiir 15 Min. Zellbestandteile und einstréangige DNS wurden durch
Zentrifugation (16.000 xg / 15 Min, 4 °C, Biofuge fresco) pelletiert. 800 il des Uber-
standes wurden mit 560 pl Isopropanol (ROTH) gemischt und die DNA wurde bei
16.000 xg / 15 Min, 4 °C pelletiert. Es folgte ein Waschschritt mit 70 % Ethanol
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(ROTH). Nachdem in einem Trockenschritt das gesamte Ethanol verdampft war,
wurde das Pellet in 20 ul ddH5O resupendiert und entweder weiterverarbeitet oder

bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Kontrollverdau von Plasmidvektoren:

Durch Mini-Prap gereinigte Plasmidvektoren wurden wie oben beschrieben mit
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und im 2 % Agarose-Gel auf das Vor-

handensein eines Inserts der gewiinschten Gréfle untersucht.

Préaparation von Plasmiden im groflen Mafistab (Maxi-Prép)

Durch Kontrollverdau als Insert-positiv identifizierte Klone wurden in 200 ml
LB-Medium bei 37 °C / 200 upm tber Nacht vermehrt. Die Bakterien wurden
bei 1000 xg / 30 Min, 4 °C pelletiert und die DNA anschliefend mit Hilfe das
Nucleobond-Kit (Macherey Nagel) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die
gereinigte Plasmid-DNA wurde in ddH,O gelést und bei -20 °C bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt.

Alle verwendeten Konstrukte wurden durch Sequenzierung bei der Firma GATC

(Konstanz) verifiziert.
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2.1.4 Kilonierung von PEN-2 siRNA in den pSUPER RNAi-Expressionsvektor

Der pSUPER Vektor zur stabilen Expression von siRNA-Oligonukleotiden [12]
wurde freundlicherweise von Dr. Agami (NKI, www.nki.nl) zur Verfiigung gestellt.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma bezogen.

Sequenz der Oligonukleotide und Funktionsweise des pPSUPER Vektors (Abb. 2.2):

RNAi-0Oligonukleotide

X —p-Target sequence-wf— —p-Target sequencef— 3¢
forward GATCCCCETCTCCTEAAGACAAGCBAL Lt caagagaTCECTTETCTTCAGGAGACTTTTT GGARR,

reverse AGCTTTTCCRARARAGTCTCCTGAAGACAAGCGALCLCttgaaTCOCTTETCTTCAGGAGACGES
3

5~

Target
sequence Einstringiges BNA-Transkript
—» 415 o 3-
\:- —P»  CAUCCCOGUCUCCUGARGARCARGCGAU ucaagagallCGCUIGUCUUCAGGAGACTUTTU GEAAA

v

o

GAUCCCOGUCUCCUGBBGBCBBGCGBOuO.ﬁ

AAAGGUUUUUCAGAGGACUUCUGUUCGCUy . (5
3%

v

\ '._\ J GUCUCCUGARAGACAMGCGAUT In vivo prozessierte
TUCAGAGGACUUCUGUUCGCU siBENA Oligonukleotide

Umfaltung in
Haarnadelstruktur

Abbildung 2.2: Sequenz der verwendeten RN Ai Oligonukleotide und Schema der Funk-
tionsweise des pSUPER Vektors. Die Pfeile kennzeichnen die Zielsequenz der
PEN-2 ¢cDNA. (Modifiziert nach Brummelkamp et al., [12]).

Hybridisierung der Oligonukleotide:

Die Oligonukleotide wurden in 50 ul ddH5O gelost (¢ = 10 nmol/pl). Danach
wurde je 1 ul “forward“- und “reverse “-Oligonukleotid (vgl. Abb 2.2) mit 48 ul Hy-
bridisierungspuffer (NEB Puffer 4) gemischt und 4 Min bei 95 °C inkubiert. Nach
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einer weiteren Inkubation fiir 10 Min bei 70 °C wurden die Oligonukleotide langsam
auf 4 °C abgekiihlt. Lagerung der hybridisierten Oligonukleotide erfolgte bis zur wei-
teren Verwendung bei -20 °C.

Phosphorylierung der Oligonukleotide:

2 pl der hybridisierten Oligonukleotide wurden mit 1 pl T4 Polynukleotidkinase
Puffer (Fermentas), 1 ul ATP (1 mM, Sigma), 1 pul T4 Polynukleotidkinase (PNK,
Fermentas) und 5 ul ddH,O gemischt. Inkubation bei 37 °C fir 30 Min. Danach
erfolgte bei 70 °C fiir 10 Min eine Hitzeinaktivierung der PNK.

Ligation in den pSUPER Vektor:

2 pl der hybridisierten und phosphorylierten Oligonukleotide wurden mit 1 pl
T4-Ligase Puffer, 1 pl T4-Ligase, 5 ul ddH2O und 1 pl pSuper (wie oben beschrie-
ben verdaut mit BglIl und HindlIl und dephosphoryliert) gemischt und 1 Stunde

bei Raumtemperatur inkubiert.

Transformation von E. coli, Kontrolle der Ligation:

Der Ligationsansatz wurde wie oben beschrieben in E. coli DH5« transformiert.
Es wurden Mini-Préps angefertigt und diese zur Kontrolle der Ligation mit EcoRI
und Hindlll verdaut (die BglII Schnittstelle wurde durch die Ligation zerstort). Ein
leerer Vektor enthielt ein Insert von 300 kb, ein positiver Vektor eines von 360 kb,

die in 2 % Agarosegelen aufgetrennt werden konnten.
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Zellinien und Kulturmedien

Basiszellinien

e HEK 293 SwAPP (Sw) [22]

e SwAPP/PSI AExon9 [135]

Die Zellinie HEK 293 SwAPP wurde von C. Haass bezogen. In diesen Zellen ist
APP mit der “Swedish“-Doppelmutante (APP-Swedish oder SwWAPP: Lysin 595—
Asparagin und Methionin 596— Leucin) {iberexprimiert, welches ein besseres Sub-
strat fir die B-Sekretase darstellt [22]. Somit ist die APP-Prozessierung durch BACE
ca. 6-8-fach gegeniiber wt APP-Zellen gesteigert, was die Untersuchung von sezernier-
tem A3-Peptid in diesen Zellen erleichtert und die deshalb als Zellkulturmodell zur
Untersuchung der y-Sekretase Aktivitdt eingesetzt werden kénnen(vgl.[22]).

Die SwAPP/ PS1 AExon9 Zellinie (Klon 8) wurde von H. Steiner bezogen (vgl.
[135]).

Zellkulturmedien:

Als Basismedium diente Dulbeco’s modified Eagle medium (DMEM, Gibco), sup-
plementiert mit 10 % fotalem Kélberserum (FCS,Gibco), 1 % L-Glutamine (Gibco)
und 1 % PEN/Strep (Gibco). Zur Selektion stabiler Transfektanten wurden folgende
Antibiotika zugesetzt:

Hygromycin (Invitrogen) 150 pg/ml
Zeocin (Invitrogen) 200 pg/ml
Geneticin(G 418, Roche) 200 pg/ml

Das Medium fiir die HEK 293/SwAPP-Zellinie wurde zur Aufrechterhaltung der
SwAPP-Expression mit Geneticin (G418, 200 ug/ml) supplementiert. Die SwWAPP /PS1
AExon9-Zellinie wurde zusétzlich mit Zeocin (200 pg/ml) supplementiert, um die

PS1 AExon9-Expression aufrecht zu erhalten.
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Hergestellte Zellinien:

Zellinie Konstrukt Ausgangszellinie Selektion mit
PEN-2KD pSuper-PEN-2-163 HEK 293/SWAPP Hygromycin 150 ug/ml
Wt PEN-2-163* PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
HgX-PEN-2 HgX-PEN-2 PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
PEN-2-mycHisC PEN-2-mycHisC PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
AC Delta C PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
A3 Delta 3 PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
AD Delta 5 PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
A8 Delta 8 PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
A90-94 Delta 90-94 PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
D90A D90A PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
F94A F94A PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
PI97A P97A PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
G99A G99A PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
4A 4A PEN-2KD Zeocin 200 pg/ml
AExon9KD pSuper-PEN-2-163 Sw/PS-1AExon9 Hygromycin 150 ug/ml

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber hergestellte Zellinien

Da der pSUPER Vektor keine zur Transfektion nutzbare Antibiotika-Resistenz
aufweist, wurde dessen Transfektion als Co-Transfektion zusammen mit dem leeren
pcDNA 3.1/Hygro(+)-Vektor (Invitrogen, Verhéltnis pSuper/pcDNA3.1/Hygro(+)
= 10:1) zur Selektion stabiler Transfektanten durchgefithrt. Auch die Transfektion
im SwAPP/PS1AExon 9 Hintergrund erfolgte als Co-Transfektion mit dem leeren

pcDNA 3.1/Hygro(+)-Vektor (Invitrogen).

2.2.2 Zellkultivierung

Die Zellen wurden in 10cm Kulturschalen (Nunc) in 8 ml Kulturmedium (siehe

oben) im Zellkulturinkubator (Hera cell, Heraeus) kultiviert. Umsetzen der Zellen

und alle Manipulationen erfolgten unter einer Sterilbank (Hera safe, Heraeus). Die

Konfluenz der Zellen wurde unter dem Lichtmikroskop (Hundt, Wetzlar) iiberpriift.
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Zellpassage:

Das Medium von vollstdndig konfluenten Zellschalen wurde abgesaugt und die
Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin (Gibco)
von der Kulturschale abgelost. Die Zellen wurden durch Zentrifugation in Reakti-
onsrohrchen (“Falcon tubes®, Sarstedt) bei 1000 xg / 5 Min, RT pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und in

entsprechender Verdiinnung auf neue Kulturschalen mit frischem Medium verteilt.

Zellernte:

Das Medium von vollstdndig konfluenten Zellschalen wurde abgesaugt und die
Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Es wurde nun 1 ml eiskaltes PBS zugegeben und
die Zellen mit einem Zellschaber (Costar, Corning) von der Kulturschale abgeldst.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (1000 xg / 5 Min, 4 °C) und der
Uberstand verworfen. Die PBS-Zellpellets wurden entweder sofort weiterverarbeitet
(siehe oben) oder nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -80 °C bis zur wei-

teren Verwendung gelagert.

Gefrierkonservierung von Zellinien:

Einfriermedium: 95 % foetales Kélberserum (FCS, Gibco), 5 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck).

Das Zellpellet einer 10 cm Kulturschale (siehe Zellpassage) wurde in 1 ml Einfrier-
medium resuspendiert und in Einfriergefdfe (Sarstedt) transferiert. Nach langsamem
Herunterkiihlen in Einfrierboxen (Sarstedt) wurden die Zellstocks in fliissigem Stick-
stoff (langfristige Konservierung) oder bei -80 °C (kurzfristige Konservierung) bis
zur weiteren Verwendung gelagert.

Zur erneuten Inkulturnahme wurden die Stocks schnell im 37 °C Wasserbad auf-
getaut und in 3 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden durch Zentri-

fugation pelletiert (siche oben) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in



2 Material und Methoden 33

frischem Kulturmedium resuspendiert und auf neue Kulturschalen verteilt. Das An-

wachsen der Zellen wurde nach 8 Stunden unter dem Lichtmikroskop kontrolliert.

2.2.3 Transfektion von DNA und Selektion von stabiler Transfektanten

Zur Transfektion von DNA wurden die Zellen so in Zellkulturschalen verteilt, dafl
sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 60-80 % aufwiesen. Das Kulturme-
dium wurde abgenommen und durch frisches Medium ersetzt.

12 pl des Transfektionsreagenz Fugene 6 (Boehringer Mannheim) wurden mit 84
pul Optimem (Gibco) gemischt und 5 Min bei RT inkubiert. Danach wurden 4 ug
der zu transfizierenden DNA (auf 4 pl Volumen mit Optimem verdiinnt) zugegeben
und die Losungen vorsichtig mit der Pipette vermischt. Nach einer Inkubation bei
RT fir 20 Min wurde das Fugene/DNA-Gemisch vorsichtig in die Kulturschale mit
den zu transfizierenden Zellen getraufelt. Nun wurden die Zellen bis zur vollstandi-
gen Konfluenz (in der Regel 1 Tag) kultiviert und anschlieBend in verschiedenen
Verdiinnungen (1:30, 1:60, 1:120, 1:240) auf 10 cm Schalen verteilt, die Kulturmedi-
um mit dem Selektionsantibiotikum (siehe oben) enthielten.

Nachdem eine ausreichende Anzahl Einzelzellklone hochgewachsen war (ca. 2-3
Wochen, eventuell Mediumswechsel dazwischen), wurden diese mit Hilfe einer 20 ul
Pipette einzeln auf Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen (“24-well“) iibertragen.
Diese Einzelzellklone wurden kultiviert und in groflere Kulturschalen transferiert
(12-well, 6-well, 6cm Schalen). Bei ausreichender Zellmenge (konfluente 6 cm Kultur-

schale) wurde im Westernblot die Expression des gewiinschten Proteins untersucht.
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2.2.4 Behandlung von Zellen mit Inhibitoren

Folgende Inhibitoren wurden in dieser Arbeit verwendet:

Inhibitor Quelle Losungsmittel Konzentration
clasto-Lactacystin-3-lacton Calbiochem DMSO 10 uM

MG-132 Calbiochem DMSO 5 uM
Cycloheximid Sigma DMSO 100 pg/ml

Tabelle 2.5: Ubersicht iiber verwendete Inhibitoren

Zur Behandlung mit Inhibitoren wurde das Medium von konfluenten 10 cm Kul-
turschalen abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und 5 ml Basiskulturmedium
(sieche oben) zugegeben. Anschlieend wurde der Inhibitor in entsprechender Kon-
zentration (siehe Tabelle) zugegeben und die Zellen im Zellkulturschrank weiterkul-
tiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und die PBS-

Zellpellets wie oben beschrieben biochemisch analysiert.

2.2.5 Gewinnung von konditioniertem Medium zur Aj3-Bestimmung

Um konditioniertes Medium zur Bestimmung von sezerniertem Af zu gewinnen,
wurde das Medium von konfluenten 10 cm Kulturschalen abgesaugt und die Zellen
mit PBS gewaschen. Danach wurden erneut 4 ml Basiskulturmedium (siehe oben) zu-
gegeben und die Zellen fiir vier Stunden im Zellkulturschrank weiterkultiviert. Das
auf diese Weise konditionierte Kulturmedium wurde vorsichtig abgenommen und
durch Zentrifugation (1000 xg / 5 Min) vorgereinigt. Der Uberstand wurde entwe-
der gleich zur Immunprézipitation (vgl. oben) weiterverwendet oder bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.
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2.3 Biochemische Arbeitstechniken

2.3.1 Zellyse und Immunprazipitation

STEN-Lyse Puffer: 50 mM Tris (Biomol) pH 7,6, 150 mM NaCl (Roth), 2 mM EDTA (Merck), 1 % Igepal C-630
(Sigma), in dH20

STEN-Puffer: 50 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,7 % Igepal C-630 (Sigma), in dH20
STEN-NaCl Puffer: 50 mM Tris pH 7,6, 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,7 % Igepal C-630 (Sigma), in dH20
STEN-SDS Puffer: 50 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 20 % SDS, 0,7 % Igepal C-630 (Sigma), in
dH>O

PAS (Protein-A-Sepharose): Protein-A-Sepharose (Invitrogen) wurde mit einer Konzentration von 0,1 g/ml in
STEN gelost, mit 2 mg/ml BSA (NEB) versetzt und 1 Stunde bei 4 °C geschiittelt. Nach Aliquotierung erfolgt die
Lagerung bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C.

PI-Mix (Sigma): eingesetzt nach Angaben des Herstellers (2 pl PI-Mix (Sigma) auf 1 ml Reaktionslésung, 1:500).

Das PBS-Zellpellet einer 10 cm Zellkulturschale (siehe oben, Zellernte) wurde
in 300 pl eiskaltem STEN-Lyse Puffer (+PI-Mix Sigma) resuspendiert und 20 Min
auf Eis inkubiert. Nach einem reinigenden Zentrifugationsschritt bei 16.000 xg /
10 Min (4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet verworfen. Die
Proteinkonzentration des Lysates wurde mit dem BRADFORD-Reagenz (Biorad)
nach Angaben des Herstellers bestimmt. Vor dem Ansetzen der Immunprézipitation
wurde das Lysat mit 30 ul PAS vorgereinigt (30 Min bei 4 °C / 200 upm), danach
Abzentrifugieren der “Beads* (Protein-A immobilisiert an Sepharose-Kiigelchen) bei
3600 xg / 5 Min, 4 °C.

Ansatz zur Immunprézipitation:

Substanz Menge
Zellysat 500 pg Protein
PAS 30 pul
Antikorper 1-2 pl

STEN-Lyse Puffer (+PI-Mix) ad 500 pl

Dieser Ansatz wurde zwei Stunden bei 4 °C / 200 upm inkubiert. Danach wurden
die Beads bei 3600 xg / 5 Min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Beads wurden in 500 pl STEN-NaCl Puffer resuspendiert und 15 Min bei 4 °C /
200 upm inkubiert. Analog erfolgten weitere Waschschritte mit STEN-SDS Puffer
und STEN-Puffer. Nach diesen Waschschritten wurden die abzentrifugierten Beads

mit 3X Laemmlie-Puffer (siche unten) versetzt und die Proteine bei 65 °C von den
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Beads abgelost und denaturiert. Dieser Ansatz wurde entweder direkt auf SDS-Gele

(siche unten) aufgetragen oder bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Zur Immunprézipitation verwendete Antikorper :

Antikorper Epitop Verdiinnung Quelle

1638 PEN-2 N-Terminus (As 4-15) 1:250 Kaninchen, polyklonal ([137])
3027 PS-1 IOOp (AS 263—407) 1:250 Kaninchen, polyklonal ([19])
2953 PS-1 N-Terminus (AS 2—81) 1:250 Kaninchen,polyklonal ([19])

3926 ApB42 (As 1-42) 1:100 Kaninchen, polyklonal ([158])
N1660 NCT C-Terminus (As 693-709)  1:500 Kaninchen, polyklonal ([37])

Tabelle 2.6: Ubersicht iiber Antikérper, die zur Immunprizipitation verwendet wurden.

2.3.2 Membranprdparation und Membranlyse

MOPS-Puffer: 10 mM MOPS (Sigma) pH 7,0, 10 mM KCl in dH20

Das PBS-Zellpellet einer 10 cm Zellkulturschale (siehe oben, Zellernte) wurde in 1
ml eiskaltem MOPS-Puffer und PI-Mix (Sigma) resuspendiert und 10 Min auf Eis in-
kubiert. Danach wurden die Zellen homogenisiert, entweder durch 10-maliges Pressen
durch eine Spritze mit einer 23G (0,6 * 30 mm) Nadel oder durch die “freeze-thaw “
Methode (Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff und langsames Wiederauftauen).
Durch Zentrifugation bei 1000 xg / 15 Min (4 °C) wurden Kerne und andere un-
erwiinschte Zellbestandteile pelletiert und der postnukledire Uberstand (“postnuclear
supernatant“, PNS) gewonnen. Dieser wurde mit einer Pipette vorsichtig abgenom-
men und in ein frisches Eppendorf Reaktionsgefafl transferiert. In dem folgenden
Zentrifugationsschritt (16.000 xg / 40 Min, 4 °C) wurde die Gesamtmembranfraktion
pelletiert. Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 100 pl
STEN-Lyse Puffer (+PI-Mix (Sigma)) resuspendiert und 20 Min auf Eis inkubiert.
Nach einem reinigenden Zentrifugationsschritt (16.000 xg / 10 Min, 4 °C) wurde
der Uberstand mit einer Pipette abgenommen und das Pellet verworfen. Die Pro-
teinkonzentration des Membran-Lysates wurde mit Hilfe des BRADFORD-Reagenz
(Biorad) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die Lagerung des Lysates bis zur
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weiteren Verwendung erfolgte bei -20 °C.

2.3.3 Co-lmmunprazipitation

CHAPSO-Lysepuffer: 1 % CHAPSO (Biomol), 150 mM Natriumcitrat (Merck) pH 6,4, PI-Mix complete (Roche),
in ddH20

CHAPSO-Waschpuffer: 0,5 % CHAPSO (Biomol), 150 mM Natriumcitrat pH 6,4, PI-Mix complete (Roche), in
ddH20

PI-Mix complete (Roche): Eine Tablette wurde in 400 ul ddH2O geldst. Diese Stocklosung (25-fach) wurde der
Reaktionslosung im Verhaltnis 1:25 zugesetzt.

Die Praparation der Membranfraktion erfolgte wie oben beschrieben, nur wurden
die Membranen bei 100.000 xg / 40 Min, 4 °C (Ultrazentrifuge Optima Max-E von
Beckman-Coulter) pelletiert. Das Pellet wurde in 300 ul CHAPSO-Lysepuffer (pro
10 em Zellkulturschale) resuspendiert und fiir 20 Min auf Eis inkubiert. Im Anschluss
erfolgte ein reinigender Zentrifugationsschritt (100.000 xg / 30 Min, 4 °C) und die
Bestimmung der Protein-Konzentration mit dem BRADFORD-Reagenz. Das Mem-
branlysat wurde mit 30 pl PAS fiir 30 Min bei 4 °C / 200 upm vorinkubiert. Die
Beads wurden abzentrifugiert (1000 xg / 5 Min, 4 °C) und der Uberstand fiir die
Co-Immunprézipitation eingesetzt.

Pro Ansatz wurden 500 pug der Membranpraparation eingesetzt. Es wurden 30
pul PAS-Beads und 1-2 ul Antikoérper (Verdiinnung siehe Tabelle 2.3) zugesetzt. Der
Ansatz wurde mit CHAPSO-Puffer auf 500 pl Gesamtvolumen aufgefiillt. Die Prézi-
pitation wurde bei 4 °C / 200 upm fiir zwei Stunden inkubiert. Danach wurden die
Beads pelletiert (1000 xg / 5 Min, Kiihlzentrifuge) und der Uberstand verworfen.
Die Beads wurden in 500 ul CHAPSO-Waschpuffer resuspendiert und 10 Min bei 4
°C / 200 upm inkubiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt.

Die gewaschenen Beads wurden in 30 ul 3X Laemmli-Puffer (siche unten) re-
suspendiert und die Proteine bei 65 °C fiir 10 Min von den Beads abgeltst und
denaturiert. Nach Abkiihlung wurden entsprechende Mengen auf SDS-Gele aufge-

tragen und aufgetrennt (siche unten).
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2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western
Blotting

SDS-Gele:

3X Laemmli-Puffer: 0,1875 M Tris (Biomol) pH 6,8, 6 % SDS (Calbiochem), 30 % Glycerol (Roth), 7,5 % -
Mercaptoethanol (Roth), 6 M Harnstoff (Serva), 1 Spatelspitze Bromphenolblau (Sigma), in dH20.

4X Laemmli-Puffer: 0,25 M Tris pH 6,8, 8 % SDS, 40 % Glycerin, 10 % [B-Mercaptoethanol, 1 Spatelspitze
Bromphenolblau, in dH20.

4X Lower Tris: 1,5 M Tris pH 8,8, 0,4 % SDS, in dH20.

4X Upper Tris: 0,5 M Tris pH 6,8, 0,4 % SDS,in dH20.

10X Tris-Glycine: 0,24 M Tris Base, 0,2 M Glycine (Roth), dH20 ad 5 L (fiir 10X Tris-Glycine/SDS, zusiitzlich
0,1% SDS)

Ammoniumpersulfat (APS, Sigma): 10 % gelost in dH20.

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, Roth)

7% Gel 10% Harnstoffgel 12% Harnstoffgel
Trenngel
Acrylamid 40 % (SERVA) 2,625 ml 3,75 ml 4,5 ml
Aqua bidest 8,625 ml 2,25 ml 1,5 ml
4X Lower Tris 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
8 M Harnstoff - 5,25 ml 5,25 ml
APS 30 pl 30 pl 30 pl
TEMED 30 pul 30 pl 30 pl
Y= 15 ml 15 ml 15 ml
Sammelgel
Acrylamid 40 % (SERVA) 0,925 ml 0,975 ml 0,975 ml
Aqua bidest 6,825 ml 1,825 ml 1,825 ml
4X Upper Tris 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
8M Harnstoff - 5 ml 5 ml
APS 30 pul 30 pl 30 pl
TEMED 30 pul 30 pl 30 pl
Y= 10,3 ml 10,3 ml 10,3 ml

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele

Die in der Tabelle 2.5 angegebenen Mengen sind ausreichend fiir je zwei Gele von
1,5 mm Dicke (ca. 6 ml Trenngel, nach dem Aushérten iiberschichtet mit ca. 3 ml
Sammelgel). Gelplatten, Giefistinder und Gelkammern wurden von der Firma Bio-
rad bezogen (Miniprotean System).

Als Gel-Laufpuffer diente Tris-Glycine/SDS. Das Einlaufen der Gele erfolgte bei 80
mV, die Auftrennung danach erfolgte bei 120 mV (Biorad, Powerpac 3).
Zur Auftrennung von NCT wurden ca. 20 pug des Membran-Lysates (siche oben)
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mit der entsprechenden Menge 3X Laemmli-Puffer versetzt und nach Erhitzen fiir
10 Min bei 65 °C auf ein 7 % Gel aufgetragen. Zum Nachweis von PS1 wurde diese
Proteinpraparation auf einem 10 % Harnstoffgel aufgetrennt. Fiir APH-1 wurden 30
ug der Proteinpraparation auf einem 12 % Harnstoff-Gel aufgetrennt. Als Protein-

standard wurde See blue (Invitrogen) verwendet.

Auftrennung von Proteinen mit kleinem Molekulargewicht:

Acrylamid-Lésung: 49,5 % Acrylamid (total, SERVA), 3 % Bis-Acrylamid (SERVA) in dH20.
Gelpuffer: 3 M Tris-HCI, 0,3 % SDS

Glycerol: 32 % Glycerin in dH20 (v/v)

Anodenpuffer: 1 M Tris-HCI pH 8,9

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris-Hcl, 1 M Tricine (Biomol), 0,1 % SDS

Zur Auftrennung von Proteinen mit kleinem Molekulargewicht (PEN-2; Aj, ...)

wurde das Zweistufen-Gelsystem nach Schiagger [117] verwendet.

Substanz Trenngel (2. Stufe) Trenngel (1. Stufe) Sammelgel
Acrylamid-Losung 3,5 ml 1,5 ml 0,5 ml
Gelpuffer 3,5 ml 2,5 ml 1,55 ml
Aqua bidest - 3,5 ml 4,2 ml
Glycerin 3,5 ml - -

10 % APS (Sigma) 32,5 ul 35 ul 25 pl
TEMED (Roth) 3,25 pul 4 pl 5 pl

Y = 10,5 ml 7,5 ml 6,7 ml

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des Schigger-Gels

Die angegebenen Mengen sind ausreichend fiir 2 Gele von 1,5 mm Dicke. Pro
Gel wurden verwendet: 5 ml Trenngel (2. Stufe), vorsichtig {iberschichtet mit 0,5 ml
Trenngel (1. Stufe). Nach dem Aushérten wurden ca. 3 ml Sammelgel zugegeben.
Die Auftrennung erfolgte in der Miniprotean-Kammer (Biorad, siehe oben) mit ge-
trenntem Anoden- und Kathodenpuffer (siehe oben). Einlaufen bei 80 mV, Auftren-
nung bei 120 mV.
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Western Blotting:

TBS-Tween: 0,1 M Tris pH 7,6, 0,3 M NaCl, 1% Tween-20 (Merck)

Block-Milch: 5% Magermilchpulver (Té6pfer), 1 Spatelspitze Natriumazid (Sigma), gelost in TBS-Tween.

PBS: 140 mM Nacl, 10 mM NasHPO4%2H>0, 1,4 mM KH2POy4, 2,7 mM KCI, dH20 ad 51.

I-Block: 1 g I-Block Pulver (Tropix), 500 pl Tween-20, PBS ad 500ml mischen, kurz in der Mikrowelle aufkochen,
nach vollstdndigem Loésen des Pulvers unter Rithren und Abkiihlen erfolgte die Lagerung bis zur weiteren Verwen-
dung bei 4 °C.

Nach Auftrennung der Proteine wurden die SDS-Gele zusammen mit je drei La-
gen Filterpapier (Whatman®), Schleicher und Schuell) und einer Transfermembran
(Immobilion P, Millipore) in eine MINI-Trans-Blot Kammer (Biorad) nach Angaben
des Herstellers eingesetzt. Der Transfer erfolgte bei 400 mV fiir 1 Stunde, als Trans-
ferpuffer diente Tris-Glycine Puffer (siche oben). Nach erfolgtem Transfer wurden die
Transfermembranen zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 1 Stunde in
Block-Milch (oder I-Block) bei Raumtemperatur inkubiert (200 upm). Danach er-
folgte die Inkubation mit dem Erstantikérper iiber Nacht bei 4 °C / 200 upm. Nach
5 Waschschritten mit TBS-Tween (je ca. 10 Min, RT, 200 upm) wurden die Blot-
membranen mit dem Zweitantikérper (siehe unten) fiir 1 Stunde bei RT inkubiert.
Nach weiteren 5 Waschschritten mit TBS-Tween (siehe oben), erfolgte die Detek-
tion der Proteine mit dem ECL-System (Amersham-Bioscience) nach Angaben des
Herstellers. Die Blots wurden auf Super Rx (Fuji X-ray medical) Filmen im Crurix
60 (Agfa) Entwickler laut Herstellerangabe entwickelt.

Zur besseren Detektion von A3, wurde anstatt der Millipore Transfermembran
eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher und Schuell) verwendet. Nach dem Blot-
vorgang wurde diese fiir 5 Min mit der Proteinseite nach unten in PBS gekocht,
unspezifische Bindungsstellen mit I-Block fiir 1 Stunde (RT, 200 upm) abgesattigt

und die weiteren Schritte wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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Zum Western Blotting verwendete Antikorper :

Antikérper Epitop Verdiinnung Quelle

1638 PEN-2 N-Terminus(As 4-15) 1:1000 (I-Block) Kaninchen, polyklonal ([137])
3027 PS-1 loop (As 263-407) 1:1000 (Block-Milch) Kaninchen, polyklonal ([19])
PS-1 N PS-1 N-Terminus (As 2-81) 1:4000 (I-Block) Maus, monoklonal ([19])

433G /434G APH-1 C-Terminus (As245-265%) 1:1000 (I-Block) Kaninchen, polyklonal ([127])
N1660 NCT C-Terminus (As 693-709) 1:4000 (I-Block) Kaninchen, polyklonal ([37])
6687 APP-C-Terminus ° 1:5000 (Block-Milch) Kaninchen, polyklonal ([134])
9E10 myc-Epitop 1:10.000 (I-Block) Maus, monoklonal (Santa Cruz)
6E10 AB (As 1-17) 1:10.000 (I-Block) Maus, monoklonal (Signet)
Xpress Xpress-Epitop 1:10.000 (I-Block) Maus, monoklonal (Invitrogen)
B-Catenin B-Catenin 1:10.000 (I-Block) Maus, monoklonal (BD,Trans Lab)
B-Actin B-Actin 1:10.000 (I-Block) Maus, monoklonal (Sigma)

Tabelle 2.9: Ubersicht iiber Antikérper, die zum Western Blotting verwendet wurden.
¢ Diese beiden Antikérper wurden vor Verwendung mit Hilfe eines GST-APH-1al-
Fusionsproteins (As 207-265) Affinitiitsgereinigt. ® Antikorper 6687 ist ein Peptidan-

tikorper gegen die letzten 20 C-terminalen As von APP.

Die Zweitantikorper Anti-Kaninchen-IgG, gekoppelt mit HRP (“horseraddish-
peroxidase“, Mehrrettichperoxidase) und Anti-Maus-IgG, gekoppelt mit HRP wur-

den von Promega bezogen und in einer Verdiinnung von 1:5000 in Block-Milch oder

[-Block (ohne Zugabe von Natriumazid) eingesetzt.




3 Ergebnisse

3.1 Stabiler RNAi-Knockdown von PEN-2 und RNAIi-Reversion

3.1.1 Stabiler PEN-2 RNAi-Knockdown

Um Hinweise auf die Funktion von PEN-2 bei der Reifung des y-Sekretasekomplexes
zu erhalten, wurde mit Hilfe des pSUPER Vektors [12] eine stabile PEN-2 RNAi-
Knockdown Zellinie (PEN-2KD) etabliert. Als Ausgangszellinie dienten HEK 293
SwAPP Zellen [22] (“Sw*, siche Material und Methoden S.30). Die in diesem Zell-
kulturmodell iiberexprimierte FAD-assoziierte APP-Mutante erleichtert, durch ge-
steigerte Produktion von A{ die Untersuchung der ~v-Sekretaseaktivitdt. Membran-
fraktionen dieser Zellen wurden zunéchst auf PS1 Fragmentmenge und NCT-Reifung,
als Indikatoren fiir die Reifung des y-Sekretasekomplexes, untersucht.

Der PEN-2 RNAi-Knockdown ist, wie in Abb. 3.1 zu sehen, mit einer Redukti-
on der PS1 Fragmente bei gleichzeitiger Akkumulation des PS1 Volldngenproteins
(PS1j010) verbunden. Die in dieser und den folgenden Abbildungen zu sehende Dop-
pelbande fiir PS1,, ist ein Laufartefakt wegen des, zur Vermeidung der Aggregation
der hydrophoben Membranproteine, dem Gel zugesetzten Harnstoff. Zusétzlich zeigt
sich eine Verschiebung im Verhéltnis von reifem, komplex glykosyliertem (NCT,,)
und unreifem (NCT};,,) NCT zugunsten der immaturen Form. Dies legt zum einen
eine wichtige Rolle von PEN-2 bei der Endoproteolyse von PS nahe [143][80], zum
anderen deutet die gestorte Reifung von NCT auf eine weiterreichende Funktion bei
der Reifung des y-Sekretase-Komplexes hin.

Auch auf funktioneller Ebene, zeigte sich ein Defekt der ~-Sekretase-Aktivitét
nach RNAi-Knockdown von PEN-2, abzulesen an einer Akkumulation der C-terminalen
Fragmente von APP (APP-CTFs), die direkte Substrate der y-Sekretase darstellen
(vgl. Abb 3.2).

42



3 Ergebnisse 43

PEN-2 ED
5w Einzelzellklone

_ Sl PEN-2

- - NCTm
o= - @« NCT,,

B = o 8PS,

| e e = d PS1,

=+
-— -----—---«1PSICI.F

Abbildung 3.1: Verschiedene stabile PEN-2 RN Ai-Knockdown Einzelzellklone. Membran-
préaparationen von Kontrollzellen (Sw) und drei verschiedenen PEN-2KD Einzelzell-
klonen wurden mit den Antikérpern 1638 fiir PEN-2, PS1-N und 3027 fiir PS1-NTF
bzw.-CTF und N1660 fiir NCT auf Expression untersucht. Der Stern kennzeichnet
phosphoryliertes PS1-CTF [153].
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Abbildung 3.2: Akkumulation von APP-CTFs im PEN-2KD. Membranfraktionen von Kon-
trollzellen (Sw) und PEN-2KD wurden auf APP-CTFs mit Antikérper 6687 und
auf PEN-2, NCT und PS1-CTF wie in 3.1 untersucht. Der Stern kennzeichnet phos-
phoryliertes PS1-CTF [153].
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3.1.2 Reversion des PEN-2 RNAi-Knockdown

Nachdem durch Analyse der PEN-2KD Zellen eindeutige Hinweise auf die Rolle
von PEN-2 bei der Reifung des vy-Sekretasekomplexes gewonnen werden konnten,
sollte untersucht werden, ob dieses System fiir die Durchfiihrung einer Struktur-
/Funktionsanalyse geeignet ist. Hierzu wurde die Tatsache ausgenutzt, dafl der RNAi-
Knockdown stark sequenzspezifisch ist. Es wurden in der RNAi-Zielregion der PEN-2
cDNA sechs Punktmutationen eingefiihrt, die die translatierte Aminosiduresequenz
nicht verédndern (Abb. 3.3).

161 191
Wi PEN-2 5-AAAGGCTATGTCTGGCGCTCAGC-3
equenz
RNIgzi-“Silencer“ 5-AAGGGATACGTGTGGCGATCTGC-3
onstrukt

F L1 J 4 J 4 J i, J

Aminosiiure-Sequenz K G Y V W R §
54 60

Abbildung 3.3: Sequenz des RNAi-“Silencer“ Konstrukts (PEN-2-163*) mit sechs
Punktmutationen verglichen mit der Zielregion in der PEN-2 cDNA.
Die Aminosédure-Sequenz des Konstruktes wurde dadurch nicht verédndert .

Hiermit wurde ein RNAi-resistentes PEN-2 Konstrukt erzeugt, mit dem der De-
fekt des PEN-2KD revertiert werden konnte. Expression eines RNAi-resistenten wt-
PEN-2 Konstruktes im PEN-2KD ermdglichte eine robuste Expression von PEN-2
(Abb. 3.4). Diese revertierte den Defekt der PS1 Endoproteolyse im PEN-2KD, ab-
zulesen an der fehlenden Akkumulation von PS1;,,, und der gleichzeitigen Riickkehr

der PS1 Fragmente. Auch die defekte Reifung von NCT wurde wiederhergestellt.
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Abbildung 3.4: Reversion des PEN-2KD Phinotyps mit einem RNAi-resistenten wt-
PEN-2 Konstrukt. Membranfraktionen von Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD und
PEN-2KD transfiziert mit RNAi-resistentem wt-PEN-2 wurden auf PEN-2, NCT

und PS1 Expression wie in 3.1 untersucht. Der Stern kennzeichnet phosphoryliertes
PS1-CTF [153].

Auch auf Ebene der y-Sekretase-Aktivitiat konnte der Defekt des PEN-2KD, die
Akkumulation der APP-CTFs, durch Transfektion eines RNAi-resistenten wt-PEN-
2 revertiert werden (Abb.3.5).
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Abbildung 3.5: Reversion des v-Sekretasedefekts des PEN-2KD. Membranfraktionen von
Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD und PEN-2KD transfiziert mit RNAi-resistentem
wt-PEN-2 wurden auf PEN-2, PS1-CTF und APP-CTFs wie in Abb. 3.2 untersucht.
Der Stern kennzeichnet phosphoryliertes PS1-CTF [153].

Alle in der Folge beschriebenen PEN-2 Varianten, die im PEN-2KD exprimiert
wurden, sind durch die oben eingefithrten Punktmutationen resistent gegen den
RNAi-Knockdown von PEN-2 gemacht worden.

3.2 Der C-Terminus von PEN-2 ist fiir die Stabilisierung der

Presenilin Fragmente wichtig

3.2.1 Der C-Terminus wird fiir die Funktion von PEN-2 benétigt

Das oben beschriebene System des PEN-2KD und dessen Reversion mit Hilfe
RNAi-resistenter wt-PEN-2 Varianten wurde nun benutzt um das PEN-2 Molekiil auf
funktionell wichtige Doménen zu untersuchen. Zunéchst wurde iiberpriift, ob PEN-
2 Varianten, die entweder am N-Terminus durch ein XPress-Hisg-Epitop (Epitop-
“tag®) (HeX-PEN-2) oder am C-Terminus mit einem myc/His-Epitop (PEN-2-mHg)

verlangert worden waren, den ~-Sekretasedefekt des PEN-2KD revertieren kénnen.
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Abbildung 3.6: Reversionsvermdégen von HgX-PEN-2 und PEN-2-mHg. Membranfraktio-
nen von Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD und PEN-2KD transfiziert mit RNAi-
resistentem wt-PEN-2, HgX-PEN-2 und PEN-2-mHg wurden auf APP-CTFs und
APPs mit Antikorper 6687, auf PEN-2 mit Antikorper 1638 und auf die Epitop-
tags mit Xpress-Antikorper (gegen das XPress-Hisg-Epitop) und 9E10 (gegen das
myc-Epitop) untersucht.

Wie die Abb 3.6 zeigt, konnte die Akkumulation der APP-CTFs im PEN-2KD
durch Transfektion mit wt-PEN-2 und HgX-PEN-2 revertiert werden. PEN-2-mHg
war aber, trotz nachgewiesener Expression dieser PEN-2-Variante nicht in der Lage,
den v-Sekretasedefekt des PEN-2KD zu revertieren, abzulesen an einer immer noch
bestehenden Akkumulation der APP-CTFs. Die Reifung von APP war allerdings in
den untersuchten Zellinien nicht beeintriachtigt (Abb. 3.6), was unterstreicht, dafl
sowohl der PEN-2KD als auch PEN-2-mHg direkt die Aktivitdt der v-Sekretase be-
eintrichtigen. Dies war ein erster Hinweis darauf, dal der C-Terminus von PEN-2
wichtig fiir die Funktion ist, was schon bei der ersten Beschreibung von PEN-2 [44]
vermutet wurde, in dem sich ein C-terminal mit GFP (green flourescent protein)
verlingertes PEN-2 Molekiil (PEN-2-GFP) als nicht funktionell erwies.
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Tatséchlich zeigt die Aminosduresequenz des PEN-2 Proteins (Abb.3.7) einen Se-

quenzblock von 17 As am C-Terminus, mit mehreren hochkonservierten As.

TH 1

PNEEKLSLCREYYLGGFAFLPFLWLVNILWFFKEAFLKPAYTEQE;IKS

Tn PNEEKLELCRKYYLGGFAFLPFLWLVNIAUWFFIIEAFMK P Y TEQIACQ I K iy
pAMNLERVPNEEK L LCREKYYIGGFAMLPFLWLVNAYWF F{{EAFAKPAYTEQ L[}
Dm PINSWEFEAFRIKPISEIEQSQ LK)

MmAVGFLFWVIELETWITIFQIYRPRWGALGDYLSFTIPLGTP
A VG LFWVIVLTTWITIFOMY R|IAWGAWMGDYLSFTIPLGTE
Dr E\L[e/LINLIAY VLTTWITMFQHFRAQWGEVGDYLSFTIPLGTA
A2 FACIALIW VIV L TTWI T I F Q| Y RERSW CIRYGDERISFT I P LGP
A ERA GG W VL T TW IR O pRCIRERIW G AWG DY LS FT I P L GEP
A VO LEFWA I VL TRIW I I F QR RN G ARWAD YN SFM I P L G
Ce INAES IRRYIERReSAlNE IFIYSHEgHAQCLYWTPBFINTIYVEIZTERY

T 2

Abbildung 3.7: Sequenzvergleich des PEN-2 Proteins verschiedener Organismen. Siehe
hierzu auch Einbuchstabenkode fiir As im Anhang, S. 104. Die Lage der Transmem-
brandoménen (TMD) ist durch schwarze Balken gekennzeichnet. Abkkiirzungen der
Organismen: Hs (Homo sapiens), Mm (Mus musculus), Rn (Rattus norvegicus), Dr
(Danio rerio), Tn (Tetraodon nigroviridis), X1 (Xenopus laevis), Dm (Drosophila
melanogaster), Ce (Caenorhabditis elegans).

Eine Moglichkeit, warum die PEN-2-mHg Variante einen Defekt in der y-Sekretase
Aktivitéit zeigte, war eine mangelhafte Reifung des «-Sekretasekomplexes durch die
Expression der Mutante. Um diesen Sachverhalt und die Wichtigkeit des C-terminus
fiir die PEN-2 Funktion noch genauer zu untersuchen, wurde neben dem mHg-tag
am C-terminus auch noch der konservierte 17-Aminoséuren Block (vgl. Abb. 3.7)
am C-Terminus deletiert (PEN-2AC).

Zunéchst wurde die Reifung von PS1 untersucht. Die Expression von wt-PEN-
2 erlaubte, wie bereits beschrieben (Abb. 3.4) eine effiziente Wiederherstellung der
PS1 Endoproteolyse mit PS1 Fragmentmengen wie in Kontrollzellen (Sw) (Abb.
3.8). Allerdings zeigten die beiden C-terminalen PEN-2 Mutanten, PEN-2-mHg und
PEN-2AC, einen unerwarteten biochemischen Phénotyp (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Wichtigkeit des PEN-2 C-Terminus fiir die Reifung der v-Sekretase. Mem-
branfraktionen von Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD oder PEN-2KD transfiziert mit
wt-PEN-2, PEN-2-mHg und PEN-2AC wurden auf PEN-2, NCT, PS1 wie in 3.1
untersucht. Die Detektion von APH-1al, erfolgte mit dem Antikérper 433G. Der
Stern kennzeichnet phosphoryliertes PS1-CTF [153].

Es wird zwar, wie bei der Transfektion von wt-PEN-2 die PS1},, Akkumulation
aufgehoben, jedoch waren die Mengen an PS1 Fragmenten weiterhin deutlich redu-
ziert, dhnlich wie in PEN-2KD Zellen. Auch die Reifung von NCT, die wie in vor-
hergehenden Studien beschrieben [137], im PEN-2KD gestort ist, konnte zwar durch
Expression von wt-PEN-2 revertiert werden, war aber in den beiden C-terminalen

Mutanten defekt. Die Spiegel von APH-1aL (diese Isoform wurde in der vorliegenden
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Arbeit stellvertretend untersucht, da fiir die anderen Isoformen kein spezifischer An-
tikorper vorhanden war) waren sowohl im PEN-2KD; als auch in den C-terminalen

Mutanten nicht wesentlich veréndert. Auch im Hinblick auf die ~-Sekretasefunktion
zeigte PEN-2AC im Vergleich zu wt-PEN-2 einen funktionellen Defekt (Abb. 3.9).

PEN-2

1 PEN-2
PEN-2AC
1 APP;,

AFPP
AFPP

CTFp
CTFw

* Aﬁgﬁﬂ]ﬂt
] APP,

Abbildung 3.9: Defekte y-Sekretase in PEN-2AC Zellen. Membranfraktionen von PEN-2KD
transfiziert mit wt-PEN-2 oder PEN-2AC wurden auf PEN-2, APP und APP-CTFs
wie in Abb. 3.2 untersucht. Konditioniertes Medium dieser Zellen wurde auf sezer-
niertes AB-Peptid durch Immunprézipitation mit Antikérper 3926 und Immuno-
blot mit Antikérper 6E10 untersucht. APPs wurde direkt aus dem Medium mit
Antikérper 6E10 nachgewiesen.

Es zeigte sich bei den PEN-2AC transfizierten Zellen sowohl eine Akkumulation
der APP-CTFs, bei unveréinderter Reifung von APP (Abb. 3.9, oben), als auch eine
Reduktion des sezernierten A[3, bei unverinderter Sekretion von APP, (Abb. 3.9,

unten), was den y-Sekretasedefekt der Mutante deutlich unterstreicht.
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3.2.2 Der PEN-2 C-Terminus ist fiir die Stabilisierung der Presenilin
Fragmente wichtig

Um den Defekt der PEN-2AC Mutante genauer zu beschreiben, wurde der bioche-
mische Phénotyp weiter untersucht. Da die y-Sekretase als hochmolekularer Kom-
plex vorliegt, in dem sich die Komplexpartner gegenseitig stabilisieren [31], wurde
die Stabilitédt der einzelnen Partner in Kinetikexperimenten untersucht, in denen die

de novo Proteinsynthese mit Cycloheximid inhibiert wurde.

Cycloheximid
Sw PEN-2KD
0 3 6 9 0 3 6 9  Zeit (Std.)

B, ' : PEN-2
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Abbildung 3.10: Stabilitit der Komplexpartner in Kontrollzellen. Kontrollzellen (Sw) und
PEN-2KD wurden fiir die angegebenen Zeiten mit Cycloheximid (100ug/ml) in-
kubiert. Anschliefend wurden Membranfraktionen gewonnen und wie in Abb 3.8
analysiert. Der Stern kennzeichnet phosphoryliertes PS1-CTF [153].
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Wie Abb. 3.10 zeigt, waren in Kontrollzellen (Sw) die endogenen Komplexkompo-
nenten PEN-2, PS1-NTF und -CTF, NCT,, und APH-1aL iiber 9 Stunden stabil. In
PEN-2KD Zellen waren PS1;,;,, APH-1aL. und NCT;,, auch iiber 9 Stunden stabil,
was mit Vorarbeiten iibereinstimmte [143]. Der leichte Abfall PS1,, bei 9 Stunden,
deutet darauf hin, dafl ein geringer Anteil nicht in einem Komplex stabilisiert werden
konnte und als freies PS1y,, vom Proteasom abgebaut wurde [132]. Die im PEN-
2KD zu beobachtenden geringen Mengen an NCT,,, PS1 Fragmenten und PEN-2
entsprechen residualem endogenem v-Sekretasekomplex, der wegen unvollstéandigem
Knockdown von PEN-2 in diesen Zellen noch vorhanden ist und wie in den Kontroll-
zellen (Sw) stabilisiert bleibt.

Der Vergleich von wt-PEN-2 mit PEN-2AC im PEN-2KD Hintergrund brachte ein

iiberraschendes Ergebnis.

Cycloheximid
PEN-2 KD
PEN-2 PEN-2AC Zeit (Std.)
0 3 6 9 0 3 6 9
@R mans > (STNT IV
. . . . «4NCT,,

4ANCT,

4 APH-1aL

] PSiyg

x=

APS1pp

Abbildung 3.11: Stabilitdt der Komplexpartner in Gegenwart von PEN-2AC. PEN-2KD
transfiziert mit wt-PEN-2 oder PEN-2AC wurden wie in Abb. 3.10 mit Cyclo-
heximid behandelt und die Membranfraktionen wie in Abb. 3.10 analysiert. Der
Stern kennzeichnet phosphoryliertes PS1-CTF [153].
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In wt-PEN-2 transfizierten PEN-2KD-Zellen (Abb. 3.11) zeigte sich ein &hnli-
ches Bild wie in Kontrollzellen (Sw). PSI-NTF und -CTF, NCT,, und APH-1aL
waren iiber 9 Stunden stabil. Das iiberexprimierte wt-PEN-2 zeigte einen leichten
Abfall nach drei Stunden, blieb aber danach iiber den untersuchten Zeitraum stabil.
Dies deutet auf eine freie, nicht im Komplex stabilisierte Fraktion von wt-PEN-2
hin, die rasch abgebaut wird, wohingegen die iiberwiegende Menge an wt-PEN-2,
welches einen Komplex integriert wurde, stabil bleibt. Bei PEN-2AC transfizierten
Zellen war das PEN-2AC Molekiil sehr instabil und schon nach drei Stunden fast
vollsténdig abgebaut. Aber auch die PS1 Fragmente, die in diesen Zellen ohnehin
schon stark reduziert sind, wurden destabilisiert und nahmen iiber 9 Stunden weiter
ab. APH-1aL. und NCT},,, wie auch die geringen Mengen an NCT,,, (unvollstéindiger
Knockdown) blieben {iber den untersuchten Zeitraum stabil, ein Hinweis dafiir, da8
sich diese beiden Proteine unabhéngig von den anderen Komplexpartnern gegensei-
tig stabilisieren koénnen [50][128][80][96].

PEN-2AC ist also im v-Sekretase Komplex instabil. Diese Instabilitdt destabili-
siert offenbar selektiv auch PSI-NTF und -CTF, hat aber keinen Einfluss auf die
Stabilitdt von NCT und APH-1aL.

3.2.3 PEN-2AC und die Presenilin Fragmente werden vom Proteasom
abgebaut

Diese Ergebnisse warfen die Frage auf, welche proteolytische Aktivitédt fiir den
Abbau von PEN-2AC und der PS1 Fragmente verantwortlich ist. Ein aussichtsrei-
cher Kandidat war das Proteasom, das fiir den Abbau von freiem PS1 verantwort-
lich ist, welches noch nicht in einen hochmolekularen Komplex integriert wurde [132].
Deshalb wurden die Zellen mit clasto-Lactacystin-(3-lacton, einem potenten und spe-
zifischen Proteasominhibitor [34], behandelt und biochemisch analysiert (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Beteiligung des Proteasoms am Abbau von PEN-2AC und PS1 Frag-
menten. Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD, PEN-2KD transfiziert mit wt-PEN-2
und PEN-2AC wurden wie angegeben mit clasto-Lactacystin S-lacton inkubiert.
Anschliefend wurden Membranfraktionen gewonnen und wie in Abb. 3.10 analy-
siert. Zur Kontrolle der Proteasomhemmung wurde polyubiquitiniertes 3-Catenin
mit dem anti-3-Catenin Antikorper untersucht. Als unabhéngige Kontrolle fiir den
Probenauftrag diente 5-Aktin, das mit dem (-Aktin-Antikorper detektiert wurde.

Der Stern kennzeichnet phosphoryliertes

PS1-CTF [153].
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Der Erfolg der Proteasomhemmung wurde durch die Detektion von polyubiquiti-
nierten J-Catenin-Spezies nachgewiesen [34][1]. Diese akkumulieren wegen der Hem-
mung ihres proteasomalen Abbaus in der Zelle und konnen als “Leiter“ im Immu-
noblot nachgewiesen werden [1]. Weder fiir endogenes PEN-2 in Kontrollzellen (Sw)
oder im PEN-2KD wurde, passend zu ihrem stabilen Verhalten im Cycloheximid-
Experiment, einen Anstieg unter Proteasomhemmung beobachtet. Uberexprimiertes
wt-PEN-2 zeigte im PEN-2KD einen leichte Anstieg, was die Vermutung aus dem
Cycloheximidexperiment unterstiitzt, daf§ hier ein geringer Anteil als freies, nicht
komplexgebundenes Protein vorliegt, welches vom Proteasom abgebaut wird. Das
als instabil identifizierte PEN-2AC hingegen zeigte einen sehr starken Anstieg un-
ter clasto-Lactacystin-(-lacton-Behandlung, was einen proteasomalen Abbau dieser
PEN-2 Variante nahe legt. Auch bei den endogenen PS1 Fragmenten in Kontroll- und
PEN-2KD Zellen zeigte sich kein Anstieg unter Proteasom-Hemmung, ebenso blie-
ben die Spiegel auch in wt-“Rescue® Zellen konstant. Der leichte Anstieg von PS1;,,,
in PEN-2KD Zellen deutet auf freies, unkomplexiertes PS1;,,, in diesen Zellen hin.
Wie erwartet war aber in PEN-2AC transfizierten PEN-2KD Zellen ein deutlicher
Anstieg der PS1-Fragmente zu beobachten, was nahe legt, dal diese, nachdem sie
durch Endoproteolyse entstanden sind, labilisiert werden und auch, wie das instabile
PEN-2AC vom Proteasom abgebaut werden. Desweiteren war in PEN-2AC Zellen
kein Anstieg von PS1;,, zu beobachten. Dies war ein wichtiger Hinweis darauf, daf
wirklich die eingeleitete PS1 Endoproteolyse fiir die fehlende Akkumulation verant-
wortlich ist und nicht ein einfacher proteasomaler Abbau des PS1;,,. Die Spiegel
der anderen stabilen Proteine, NCT,,, NCT,,, und APH-1aL, zeigten in Kontroll-
zellen (Sw), wie auch in PEN-2AC Zellen, keine Verdnderung durch Hemmung des

Proteasoms.

PEN-2AC ist also sehr instabil, kann zwar die PS1 Endoproteolyse einleiten,
labilisiert dann aber die entstandenen PS1 Fragmente, wodurch beide Proteine iiber

das Proteasom abgebaut werden.
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3.2.4 PEN-2AC kann keinen stabilen y-Sekretasekomplex bilden

Obige Ergebnisse zeigen, dafl PEN-2AC sehr instabil ist und deuten darauf hin,
daf diese Instabilitdt durch die Unfiahigkeit bedingt ist, einen stabilen y-Sekretasekomplex
auszubilden. Deshalb wurde in der Folge untersucht, ob diese PEN-2 Mutante ihre
Féhigkeit verloren hat, stabil mit den anderen Komplexkomponenten zu interagie-
ren. Hierzu wurden in CHAPSO solubilisierte Membranfraktionen von PEN-2KD
Zellen, die stabil mit wt-PEN-2 oder PEN-2AC transfiziert worden waren, einer Co-

Immunprézipitation mit Antikorpern gegen NCT und PS1-NTF unterzogen (Abb
3.13).

IP
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Abbildung 3.13: PEN-2AC kann keinen stabilen --Sekretasekomplex bilden. CHAPSO-
Membranlysate von PEN-2KD transfiziert mit wt-PEN-2 oder PEN-2AC wurden
durch Co-Immunpréizipitation mit den Antikérpern N1660 (gegen NCT) und 2953
(gegen den PS1 N-Terminus) und anschlieBenden Westernblot wie in 3.8 auf Kom-
plexbildung untersucht. Der “Input“ reprisentiert 25% des eingesetzten Materials.

Anti-NCT



Stefan
Stempel


3 Ergebnisse o7

In wt-PEN-2 transfizierten PEN-2KD Zellen konnten sowohl mit dem anti-NCT,
als auch mit dem anti-PSIN Antikorper, wt-PEN-2, APH-1al., NCT,, und PS1-NTF
und -CTF co-immunprézipitiert werden. In PEN-2AC Zellen konnten weder mit dem
anti-NCT, noch mit dem anti-PSIN Antikérper signifikante Mengen an PEN-2AC
co-immunprézipitiert werden, was nahe legt, dafl dieses Protein keinen stabilen Kom-
plex mit den anderen Komplexkomponenten ausbilden kann. Allerdings konnte mit
dem anti-NCT Antikorper in PEN-2AC transfizierten Zellen APH-1al. zusammen
mit NCT;,, co-immunprézipitiert werden, was auf deren gegenseitige Stabilisierung,
unabhéngig von den anderen Komplexkomponenten hindeutet [50][128][80][96]. Mit
dem anti-PSIN Antikorper (gegen ein Eptiop am PS1 N-Terminus (As 2-81) gerich-
tet, sieche Tabelle 2.6, S.36) konnte in PEN-2AC Zellen préferrentiell freies, labiles
PS1-NTF prazipitiert werden, welches an keine der anderen Komplexkomponenten
(auch nicht PS1-CTF) gebunden war.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dafl der C-terminus von PEN-2 fiir die Stabili-
sierung von PEN-2 selbst und der PS1 Fragmente im ~-Sekretasekomplex wichtig ist.
Allerdings ist der C-terminus nicht fiir die Endoproteolyse von PS1;,, notwendig,
die auch noch in PEN-2AC Zellen stattfinden kann. Nach der PS1 Endoproteolyse
wird der C-Terminus allerdings benotigt um die entstandenen PS1 Fragmente im

Komplex zu stabilisieren.

3.2.5 PEN-2 ist auch in Abwesenheit der Presenilin Endoproteolyse fiir die
Reifung und Aktivitat des y-Sekretasekomplexes wichtig

Obige Ergebnisse und die Beobachtungen anderer Gruppen [88][143][80] legen na-
he, dal PEN-2 fiir die Endoproteolyse von PS1;,;, notwendig ist. Allerdings kénnen,
wie oben beschrieben, C-terminale PEN-2 Mutanten die PS1 Endoproteolyse einlei-
ten, aber die entstandenen PS1 Fragmente nicht mehr stabilisieren. Zusétzlich wurde
gezeigt, dal PEN-2 auch nach der Endoproteolyse an den ~y-Sekretasekomplex ge-
bunden bleibt [137][143][73][68], was eine weitere Funktion, unabhéngig von der PS1
Endoproteolyse im v-Sekretasekomplex nahe legt. Um diesen Sachverhalt direkt zu
untersuchen, wurde PEN-2 in SwWAPP/PS1 AExon9 Zellen, einer FAD assoziierten
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Mutante [107], die zwar einen aktiven y-Sekretasekomplex ausbilden kann, aber we-
gen der Deletion der internen Schnittstelle keine endoproteolytische Spaltung erfahrt
[147][135], mittels RNAi-Knockdown herunterreguliert.
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Abbildung 3.14: PEN-2 ist generell fiir die Reifung des ~-Sekretasekomplexes not-
wendig. Membranfraktionen von Kontrollzellen (Sw), SwAPP/PS1AExon9 und
SwAPP/PS1AExon9-PEN-2 KD wurden wie in Abb. 3.4 analysiert.

Abb. 3.14 zeigt, daf auch in SwWAPP/PS1 AExon9, der Knockdown von PEN-
2 mit einer gestorten Reifung von NCT verkniipft ist, wohingegen die Spiegel von
APH-1al. weitgehend unveréndert bleiben. Die PS1 AExon9 Mutante liegt als un-
gespaltenes Volldngenprotein vor, die endogenen PS1 Fragmente werden durch die

Uberexpression der Mutante verdringt (“Replacement-Phénomen*, [148]).
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Auch auf Ebene der y-Sekretaseaktivitéit zeigte sich, abzulesen an einer Akkumula-
tion der APP-CTFs in den PS1 AExon9/PEN-2KD Zellen ein Defekt (Abb. 3.15).

PS1AEXon9'PEN-2KD

PS51AExonY

- PS1AEXxon9

| PEN-2

4 APP
4 APP 1,

Abbildung 3.15: PEN-2 ist generell fiir die Aktivitit des y-Sekretasekomplexes not-
wendig. Membranfraktionen von SwWAPP /PS1AExon9 und SwAPP/PS1AExon9-
PEN-2 KD wurden auf Expression von PEN-2 mit Antiérper 1638, auf Expression
von PS1AExon9 mit Antikrper PSIN und auf APP-CTFs mit Antikorper 6687
untersucht.

Diese Ergebnisse zeigen, dafl PEN-2 auch in Abwesenheit der PS Endoproteolyse
fiir die Reifung des y-Sekretasekomplexes wichtig ist. Sie schlagen eine weitreichende
Bedeutung von PEN-2 bei der Reifung des y-Sekretasekomplexes vor, die unabhéngig
von der Funktion bei der Einleitung der PS1 Endoproteolyse ist. Zusétzlich ist PEN-
2 auch in Abwesenheit der PS Endoproteolyse von entscheidender Wichtigkeit fiir
die Aktivitdt der y-Sekretase.
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3.3 Lange und gesamter Sequenzkontext des PEN-2 C-Terminus

sind fiir eine geregelte Funktion wichtig

Nachdem gezeigt werden konnte, dafl der PEN-2 C-Terminus entscheidend fiir die
Funktion dieses Proteins im y-Sekretasekomplex ist (siehe oben und [108]), sollte nun
genauer untersucht werden, worin die Bedeutung des PEN-2 C-Terminus liegt. Bei
einer Datenbanksuche konnten keine Protein-Protein Interaktions-Motive gefunden
werden, der PEN-2 C-Terminus enthélt aber, wie Abb. 3.16 (oben) zeigt, mehrere
hochkonservierte As, vor allem Aspartat an Pos. 90 (D90), Phenylalanin an Pos. 94
(F94), Prolin an Pos. 97 (P97) und Glycin an Pos. 99 (G99). Deshalb wurden in der
Folge mehrer Deletionskonstrukte und As-Austausche erzeugt (vgl. Abb 3.16 unten),

um die Funktion dieser konservierten As bzw. Sequenzblécke genauer zu untersuchen.

34 90 94 97 99 101

Zytosol

H Hjjglolalololo ol

Kl WGALGDYLSFTIPLGTP Wi
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E WGALGDYLSFTI

. WGALGDYLS
. WGALG TIPLGTP A90.94

] WGALGBYLSFTIPLGTP D90A

* WGALGDYLSHETIPLGTP TF9%A

" WGALGDYLSFTIELGTP ©P97A
" WGALGDYLSFTIPLETP G99A
“WGALGHYLSHETIBELETP 4a

Abbildung 3.16: Sequenzvergleich des PEN-2 C-Terminus verschiedener Spezies. Hoch-
konservierte As sind rot gekennzeichnet. Der untere Teil der Abbildung zeigt PEN-
2 Mutanten, die analysiert wurden. Verdnderungen zur wt-Sequenz sind rot hervor-
gehoben.Siehe auch Einbuchstabenkode fiir As im Anhang, S. 104. Abkiirzungen
der Organismen: Hs (Homo sapiens), Mm (Mus musculus), Rn (Rattus norve-
gicus), Dr (Danio rerio), Tn (Tetraodon nigroviridis), X1 (Xenopus laevis), Dm
(Drosophila melanogaster), Ag (Anopheles gambiae), Cb (Caenorhabditis briggsae)
und Ce (Caenorhabditis elegans).
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3.3.1 Die Lange des PEN-2 C-Terminus ist fiir die PEN-2 Funktion wichtig

Da die Vorergebnisse mit HgX-PEN-2, PEN-2-mHg und der Deletion (PEN-2AC)
schon starke Hinweise lieferten, dafl die Linge des C-Terminus entscheidend fiir

die PEN-2 Funktion sein konnte, wurde zunéchst dieser Aspekt genauer untersucht

(Abb. 3.17).

%

- PEN-2

_ 4 PS1,,,

] PS1yp

4 NCT
4 NCT,.

- APH-1al

Abbildung 3.17: Schrittweise Verkiirzung des C-Terminus fiihrt zu graduellem Funkti-
onsverlust. Membranfraktionen von Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD und PEN-
2KD transfiziert mit wt-PEN-2, PEN-2AC, PEN-2A3, PEN-2A5 und PEN-2A8
wurden auf PEN-2 mit Antikérper 1638, auf NCT mit Antikoérper N1660, auf
PS14010 und -NTF mit Antikorper PSIN und auf APH-1al. mit Antikorper 433G
analysiert.

Wiéhrend die Deletion der letzten drei As (PEN-2A3) noch eine Rettung der PS1
Endoproteolyse, mit annidhernd wt-PEN-2 dhnlichen Mengen an PS1 Fragmenten,
und eine deutliche NCT Reifung erlaubte, sind diese beiden Aspekte der PEN-2
Funktion bei der PEN-2A5 Mutante schon deutlich eingeschréinkt. Der Phanotyp
der PEN-2A8 Mutante war schliefilich nicht mehr von dem der PEN-2AC Mutante
zu unterscheiden, die beide zwar den Endoproteolyse-Defekt des PEN-2KD retten,
aber die PS1 Fragmente nicht stabilisieren und auch die NCT Reifung nicht ein-
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leiten konnten. Dies zeigt, daf§ die progressive Verkiirzung des PEN-2 C-Terminus
mit einem schrittweisen Verlust der Funktion verbunden ist. Den gleichen Funkti-
onsverlust zeigte die PEN-2A90-94 Mutante (Abb. 3.18), bei der der konservierte
Sequenzblock von D90 bis F94 [56] deletiert wurde, die endsténdigen As aber intakt
belassen wurden. Auch die bereits vorher beschriebene PEN-2-mHg Variante, bei

der die Lénge des C-terminus durch den tag in etwa verdoppelt wurde, konnte den
Defekt des PEN-2KD nicht revertieren.

PEN-2KD

u=

5 % 3%
_ st APEN-2- mH,
p—— —? <4 PEN-2

(4 «4PS1,,,

A90-94

e .
' ! NCT
!;—..-ﬂ ANCT::

e e e | qAPH 140

Abbildung 3.18: Die Linge des PEN-2 C-Terminus ist fiir die PEN-2 Funktion wichtig.
Membranfraktionen von Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD und PEN-2KD transfiziert
mit wt-PEN-2, PEN-2A90-94 und PEN-2-mHg wurden wie in Abb 3.17 analysiert.

Dies bedeutet, daf3 die Verdnderung der Lénge des PEN-2 C-Terminus durch pro-
gressive Verkiirzung oder interne Deletion, sowie die Verlangerung durch Anhéngen

eines Epitop-tag die PEN-2 Funktion storen.

3.3.2 Der Gesamtsequenzkontext des C-Terminus ist fiir die PEN-2 Funktion
wichtig

Die Effekte dieser progressiven Verkiirzung kénnen aber auch darauf beruhen, daf3
hierbei schrittweise die hochkonservierten As G99, P97 und F94 entfernt wurden (vgl
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Abb. 3.16). Um diesen Aspekt genauer zu beleuchten wurden die am stérksten kon-
servierten As des PEN-2 C-terminus (vgl. Abb 3.16) zu Alanin (A) mutiert (D90—A
(D90A), F94—A (F94A), P97—A (P97A) und G99—A (G99A)). Zusétzlich wurde
auch noch eine korrespondierende D90/F94/P97/G99— A, Vierfach-Alanin-Mutante
(4A) untersucht.

Som_meen G

--*-tﬁ 4 APH-1aL.

3

Abbildung 3.19: Der Gesamtsequenzkontext ist fiir die Funktion des PEN-2 C-Terminus
wichtig. Membranfraktionen von Kontrollzellen (Sw), PEN-2KD, PEN-2KD
transfiziert mit PEN-2AC, PEN-2D90A, PEN-2F94A ) PEN-2P97A, PEN-2G99A
und PEN-24A wurden wie in Abb. 3.17 analysiert.

Die Punktmutation der einzelnen konservierten As (D90A, F94A, P97A und
G99A) erlaubte eine Reversion wie wt-PEN-2 (Abb. 3.19), gemessen an der Riick-
kehr der PS1 Fragmente. Auch die Reifung von NCT konnte, trotz unterschiedlicher
Mengen an NCT;,, gemessen an einer deutlichen Umkehr des Verhéltnisses von
NCT;,, und NCT,,, zugungsten der reifen Variante, wiederhergestellt werden. Aller-
dings fiihrte die gemeinsame Mutation aller vier konservierten As zu Alanin (4A

Mutante) zu einem Phénotyp der nicht von der AC Mutante zu unterscheiden war.


Stefan
Stempel


3 Ergebnisse 64

Es werden also einzelne Mutationen der konservierten As zu Alanin toleriert,
eine zu starke Anderung im Gesamtkontext dieses konservierten C-terminalen Se-

quenzblocks, wie bei der 4A Mutante, fithrt dagegen zu einem Verlust der Funktion.

3.3.3 Gestorte y-Sekretasekomplex Bildung der C-terminalen PEN-2
Mutanten

Um den Effekt der C-terminalen PEN-2 Mutanten, die alle denselben Funktions-
verlust zeigen, noch genauer zu analysieren wurden die jeweils starksten Mutanten
(AC, A8, A90-94 und 4A) auf die Fahigkeit hin untersucht, einen stabilen Komplex

mit den anderen y-Sekretasekomponenten zu bilden.

Membranen IP NCT N1660
-+ -+
g .
=
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_ — — - - = WPSlyy
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e [ <

Abbildung 3.20: C-terminale PEN-2 Mutanten koénnen keinen v-Sekretasekomplex bil-
den. Membranfraktionen von PEN-2KD und PEN-2KD transfiziert mit PEN-
2AC, PEN-2A8, PEN-2A90-94 und PEN-24A wurden wie in Abb 3.16 analysiert.
Co-Immunpriézipitationen mit dem NCT N1660 Antikorper aus diesen Membran-
fraktionen wurden ebenfalls wie in Abb 3.16 analysiert.

Membranfraktionen der untersuchten starken Mutanten zeigen alle einen &hnli-
chen Phéanotyp wie PEN-2AC (Abb. 3.20 linker Teil). Wéhrend in wt PEN-2 Zellen
robuste Mengen an PS1 Fragmenten (hier PS1-NTF), vor allem NCT,, und APH-
lalL vorliegen, sind in den analysierten C-terminalen Mutanten die Spiegel von PS1
Fragmenten deutlich reduziert. Auch die Reifung von NCT ist hier gestort (es liegt
vor allem NCTj,, vor), wohingegen die APH-1alL Spiegel weitgehend unbeeinflufit
bleiben. Die in diesem Experiment etwas grofleren Mengen an APH-lal. in PEN-
2A90-94 und PEN-24A (Abb. 3.20 linker Teil), sind sehr wahrscheinlich funktionell
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unbedeutend, da mit einem anti-NCT Antikorper aus allen untersuchten Zellini-
en gleiche Mengen an komplexgebundenem APH-lal. co-immunprézipitiert werden
konnten (Abb. 3.20 rechter Teil). Mit dem anti-NCT Antikoérper konnten aus die-
sen CHAPSO-Membranlysaten (Abb. 3.20 rechter Teil) zwar robuste Mengen an
wt-PEN-2 isoliert werden, wie in Vorergebnissen (siehe oben und [108]) bereits be-
schrieben, allerdings nur sehr geringe Mengen an PEN-2AC. Ebenso konnten von
den anderen analysierten C-terminalen Mutanten nur sehr geringe Mengen prézipi-
tiert werden (die etwas bessere Priizipitation der 4A Mutante spricht fiir schwache
residuale Bindungseigenschaften). Verglichen mit wt-Zellen konnten in den Mutan-
ten nur geringe Mengen an PS1-NTF und vor allem NCT;,, co-immunprézipitiert
werden, wohingegen aus allen Zellinien gleiche Mengen von APH-1aL. co-isoliert wer-
den konnten. Alle untersuchten C-terminalen Mutanten verhielten sich also erneut
so, wie die prototypische PEN-2AC Mutante.



3 Ergebnisse 66

3.3.4 Lange und Sequenz des PEN-2 C-Terminus sind fiir die Stabilisierung
der PS1 Fragmente wichtig

Da die C-terminalen PEN-2 Mutaten keinen stabilen v-Sekretasekomplex ausbil-
den kénnen, war nach den Ergebnissen von eigenen Vorarbeiten mit PEN-2AC [108]
und den Ergebnissen anderer Gruppen [56] anzunehmen, daf alle den gleichen Ef-
fekt auf die Stabilitdt von PEN-2 und in der Folge auch auf die Stabilitat der PS1

Fragmente haben.

wit AC A8 A9094 4A

- + - 4+ - 4+ - 4+ - + M:132

= - -
—‘—.———- —— e [ PEN-2
— i —— —— - v MPS1.1p

Abbildung 3.21: Abbau der PEN-2 Mutanten und der PS1 Fragmente durch das Pro-
teasom. PEN-2KD Zellen und PEN-2KD transfiziert mit PEN-2AC, PEN-2AS,
PEN-2A90-94 und PEN-24A wurden fiir 12 Stunden mit MG-132 (4) oder DMSO
(-) behandelt und Membranfraktionen anschlieffend auf PEN-2 und PS1 Fragmente
wie in Abb. 3.4 analysiert

Behandlung von wt-Zellen mit Proteasominhibitor (MG-132, [113], hier und in
der Folge aus Kostengriinden an Stelle von clasto-Lactacystin-(-lacton eingesetzt)
zeigte keinen Effekt PS1 Fragmente und einen geringen Effekt auf PEN-2 (Abb. 3.21,
freier Anteil von wt-PEN-2 vgl. Abb. 3.12). In den Zellen mit C-terminalen PEN-
2 Mutanten akkumulierte das PEN-2 Molekiil deutlich unter Proteasomhemmung.
Ebenso akkumulierten die PS1 Fragmente, was in Verbindung mit Vorarbeiten [108]
nahe legt, dal alle C-terminalen Mutanten instabil sind und deshalb iiber das Pro-
teasom abgebaut werden. Deren Instabilitéit labilisiert in der Folge auch die PS1
Fragmente, welche ebenfalls durch das Proteasom abgebaut werden. Die Instabilitét
wird durch die mangelnde Fihigkeit einen stabilen ~-Sekretasekomplex zu bilden
bedingt (Abb 3.20 und [108]). Allerdings lassen sich die PS1 Fragmente und PEN-2

Mutanten durch Hemmung ihres proteasomalen Abbaus stabilisieren.
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3.3.5 PEN-2 Mutanten und Presenilin Fragmente bilden einen instabilen

~-Sekretasekomplex

Die Tatsache, dafl die C-terminalen PEN-2 Mutanten die PS1 Endoproteolyse
einleiten konnen, legt eine zumindest transiente Interaktion zwischen PEN-2 und
PS1 nahe. Deshalb wurde zusétzlich untersucht, ob die instabilen PEN-2 Mutanten

und PS1 Fragmente nach Hemmung ihres proteasomalen Abbaus co-isoliert werden

konnen.
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Abbildung 3.22: Interaktion von PEN-2 Mutanten und PS1 Fragmenten unter Pro-
teasomhemmung. PEN-2KD Zellen und PEN-2KD transfiziert mit PEN-2AC,
PEN-2AS8, PEN-2A90-94 und PEN-24A wurden fiir 12 Stunden mit MG-132 oder
DMSO behandelt. Co-Immunprizipitationen den entsprechenden Membranfrak-
tionen wurden wie in Abb.3.19 analysiert.

Tatséchlich konnten unter Bedingungen, die ihren Abbau verhindern die insta-
bilen PEN-2 Mutanten, durch Co-immunprézipitation mit einem anti-PSIN An-
tikorper, in einem Komplex mit PS1 Fragmenten isoliert werden (Abb. 3.22). Dieser
Komplex enthielt zusétzlich noch geringe Mengen an NCT (vor allem NCT;,,) und
APH-1al.. Es handelt sich also um einen Komplex aus allen vier essentiellen ~-
Sekretasekomponenten, in dem das PS1 bereits in Fragmente gespalten vorliegt, der

jedoch noch nicht vollstéandig gereift (NCT liegt immer noch als NCT;,, vor) und
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instabil ist. Dieser pramature Komplex kann unter Bedingungen, die seinen proteaso-

malen Abbau verhindern in geringen Mengen co-isoliert werden.

3.3.6 Pramature ~-Sekretasekomplexe sind noch nicht aktiv

Es stellte sich die Frage ob dieser pramature Komplex schon v-Sekretaseaktivitat
besitzt. Um dies zu kldren, wurde ein in vitro y-Sekretaseaktivitétstest [38][16] (vgl.
Abb. 3.23) eingesetzt.

In Vitro y-Sekretaseaktivitiitstest

Isolation des y-Sekretasekomplexes
durch Co-Immunprizipitation mit @ Nachweis durch
v

l

anti- PSIN Antikirper (2953) Immunoblot

It vitro y-Sekretaseaktivitiitstest mit
rekombinantem C100-His;

ATCD-His;

Abbildung 3.23: In vitro y-Sekretaseaktivititstest nach Co-Immunprizipitation

Durch Co-Immunprézipitation mit einem anti-PSIN Antikorper wurde aus PEN-
2KD Zellen, transfiziert mit wt-PEN-2 oder PEN-2AC, die mit MG-132 oder DMSO
behandelt worden waren, der y-Sekretasekomplex isoliert und als Ausgangsmaterial
in den in vitro y-Sekretaseaktivitéitstest (Abb. 3.23) eingesetzt. So konnte die 7-

Sekretaseaktivitit der isolierten Komplexe analysiert werden.
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Abbildung 3.24: Stabilisierter pridmaturer Komplex ist nicht aktiv. Co-Immunprézipita-
te (mit dem anti-PSIN-Antikorper 2953) von PEN-2KD Zellen, transfiziert mit
wt-PEN-2 oder PEN-2AC, die mit MG-132 (+) oder DMSO (-) behandelt wor-
den waren, wurden als Ausgangsmaterial in den in vitro y-Sekretaseaktivitatstest
(Abb. 3.23) eingesetzt und die Produktion von AS wie in Abb. 3.9 untersucht. Die
Abhéngigkeit der AB-Produktion von der y-Sekretase wurde durch Zugabe von
L685,458 iiberpriift. Zur Kontrolle des Effektes der Proteasomhemmung wurden
die eingesetzten Membranfraktionen auf PS1-NTF untersucht.

Im Immunoblot von Membranfraktionen der behandelten Zellen (Abb. 3.24) ist zu
sehen, daf} die Proteasomhemmung, wie bereits beschrieben, keinen Einflu} auf die
PS1-NTF Mengen in wt-Zellen hatte, in AC-Zellen allerdings zu einem deutlichen
Anstieg an PS1 Fragmenten fiihrte. In wt-Zellen konnte durch Co-Immunprézipita-
tion mit anti-PSIN Antikorper ein y-Sekretasekomplex isoliert werden, der im in
vitro Aktivitédtstest eine robuste Produktion von AS erlaubte. Die Hemmung des
Proteasom hatte darauf keinen Einflu}, da in diesen Zellen die Komplexkompo-
nenten stabil miteinander interagieren konnen (vgl. Abb.3.22). Aus PEN-2KD Zel-
len, die mit PEN-2AC transfiziert worden waren, konnte unter Kontrollbedingungen
nur eine geringe residuale y-Sekretaseaktivitét isoliert werden (vgl. Abb. 3.9). Zwar
konnen in diesen Zellen durch Proteasomhemmung geringe Mengen eines pramatu-
ren y-Sekretasekomplexes stabilisiert und isoliert werden (vgl. Abb. 3.22 und 3.24,
unten). Diese haben allerdings noch keine 7-Sekretaseaktivitit, da die geringe resi-
duale AB-Produktion in den Zellen mit der PEN-2AC Mutante durch Hemmung des

Proteasoms nicht steigerbar war. Die Abhéngigkeit der, im in vitro Aktivitatstest ge-
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messenen AJ-Produktion von der v-Sekretase wurde durch Zugabe des y-Sekretase
Inhibitors 1685,458 [124] iiberpriift. Nach Zugabe von L685,458 war keinerlei A[3-
Produktion mehr nachweisbar (Abb. 3.24, oben, rechter Teil).

Dieses Ergebnis zeigt, dafl der unter Proteasomhemmung isolierbare pramature,

vollstdndige PEN-2AC Komplex noch keine y-Sekretaseaktivitit aufweist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, das die analysierten C-terminalen PEN-2 Mu-
tanten alle mit PSj,, interagieren und die Endoproteolyse einleiten kénnen. Der
resultierende Komplex ist aber instabil und PEN-2AC und die entstandenen PS1
Fragmente werden durch das Proteasom abgebaut, wohingegen NCT und APH-1al
weiterhin als dimerer Subkomplex stabil bleiben. Durch Hemmung des proteasoma-
len Abbaus kann zwar ein Komplex aus allen vier Komponenten stabilisiert werden,
dieser hat aber die Reifung noch nicht vollstédndig abgeschlossen und weist deshalb

noch keine y-Sekretaseaktivitéit auf.



4 Diskussion

Auf der Suche nach modifizierenden Faktoren der ~-Sekretaseaktivitit wurden
2002 in einem genetischen Screen, zusétzlich zu den beiden bereits bekannten Kom-
plexkomponenten PS und NCT, APH-1 und PEN-2 als weitere essentielle Co-Faktoren
identifiziert [44]. In der Folge konnte durch Rekonstitution der y-Sekretaseaktivitét
in Hefe mittels Expression dieser vier Komponenten [38], sowie durch gleichzeitige
Expression in Zellkulturmodellen [143] [73] gezeigt werden, dafl diese vier Proteine
die minimale Vorraussetzung fiir die Aktivitat der y-Sekretase darstellen.

Allerdings gibt es bislang nur wenig funktionelle Informationen iiber die kleinste
der vier essentiellen y-Sekretasekomponenten, das PEN-2 Protein. In der vorliegen-
den Arbeit wurde eine stabile PEN-2-RNAi Knockdown-Zellinie hergestellt, um mit
deren Hilfe Hinweise auf die Funktion von PEN-2 fiir die Assemblierung und Rei-
fung des y-Sekretasekomplexes, die Rolle von PEN-2 im Komplex selbst und fiir die
v-Sekretaseaktivitéit zu erhalten. Aulerdem wurde eine Struktur-/Funktionsanalyse
durchgefiihrt, um Doménen im PEN-2 Protein zu identifizieren, die fiir eine geregelte

Funktion von PEN-2 im aktiven ~-Sekretasekomplex notwendig sind.

4.1 PEN-2 ist fiir die Endoproteolyse von PS1 und die Reifung

des 7-Sekretasekomplexes wichtig

Der PEN-2KD war mit einer gestorten Reifung von NCT und reduzierten Spie-
geln an PS1 Fragmenten, bei gleichzeitiger Akkumulation von PS1y,,, assoziiert. Dies
stimmte mit den Ergebnissen #hnlicher PEN-2-RNAi-Knockdown-Experimente in
Drosophila- und Saugetierzellen [44][137][88][143] {iberein. Zusitzlich war bekannt,
dass PEN-2 neben der Féhigkeit mit den PS1 Fragmenten einen Komplex zu bil-
den [137][88], auch mit PS1,,, interagieren kann [88]. Dies legt nahe, dafi PEN-
2, durch Einleitung der Endoproteolyse von PS1;,;, in die beiden PS1 Fragmente,
entscheidend fiir die Reifung des y-Sekretasekomplexes ist. Die gestorte komplexe
Glykosylierung von NCT, sowie die verminderte y-Sekretaseaktivitat im PEN-2KD

unterstiitzen diese These.

71
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In Abwesenheit von PEN-2 kann kann das akkumulierte PS1;,,;, stabilisiert wer-

den, was auf eine Komplexbildung hindeutet, da freies, nicht komplexgebundenes
PS1p rasch durch das Proteasom abgebaut wird [132]. Ausserdem wird PS1j.
durch Komplexbildung stabilisiert, wenn PEN-2 die Endoproteolyse nicht einleiten
kann [143]. Da neben PS1},,, auch NCT},,, und APH-1 stabilisiert werden und gezeigt
werden konnte, dafl diese Proteine miteinander interagieren kénnen, ist ein trime-
res Zwischenprodukt der ~-Sekretasereifung, bestehend aus PSj.,, NCT;,,, APH-1
wahrscheinlich [143][96][80][68] (vgl. Abb. 4.1).

PS 1hulu
PS 2hn|u

N\ PS1,  /NCT/APH-1
LU PS2, .. /NCT/APH-1
Dimeres Intermediat Trimere Intermediate

Presenilin Endoproteolyse PEN-2
Nicastrin Reifung

PS1,.: 1 /NCT/APH-1/PEN-2
PS2,1¢ 1 /NCTIAPH-1/PEN-2

Vollstandige, aktive
v-Sekretasekomplexe

Abbildung 4.1: Modell der Vorginge bei der Assemblierung der y-Sekretasekomplexe.

Nach initialer Interaktion von NCT und APH-1 entstehen durch Bindung von PSy.;,
stabile trimere Intermediate. Erst nach der Integration von PEN-2 wird die Endo-
proteolyse von PS und die weitere Reifung des Komplexes eingeleitet. Modifiziert
nach [128].
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4.2 Der C-Terminus von PEN-2 ist fiir die Stabilisierung des
PS-NTF/-CTF Heterodimers nach der Endoproteolyse
wichtig

Der Defekt des PEN-2-KD in PS1 Endoproteolyse und NCT Reifung konnte ef-
fektiv durch Transfektion von RNAi-resistentem wt-PEN-2 und HgX-PEN-2 (tag
am N-Terminus) revertiert werden, nicht allerdings mit PEN-2-mHg (tag am C-
Terminus). Schon bei der initialen Charakterisierung von PEN-2 [44] erwies sich
C-terminal mit GFP verlangertes PEN-2 (PEN-2-GFP) in Caenorhabditis elegans
als nicht funktionell, im Gegensatz zu PEN-2 Varianten mit GFP am N-Terminus
oder in der zytoplasmatischen Schleife zwischen den beiden Transmembrandoménen.
Neben dem C-terminal verlangerten PEN-2 Protein, zeigte vor allem die C-terminal
deletierte Mutante (PEN-2AC) einen ungewthnlichen Phénotyp. Obwohl die Akku-
mulation von PS1,,, effektiv revertiert werden konnte, wurden die resultierenden
PS1 Fragmente nicht in wt-dhnlichen Mengen stabilisiert. Ausserdem war in diesen
Zellen die Reifung von NCT gestort. Die Spiegel von APH-1al. waren allerdings nicht
verdndert.

PEN-2AC erwies sich als sehr instabiles Protein und wurde rasch vom Proteasom
abgebaut. Der iiberwiegend proteasomale Abbau von freiem, nicht komplexgebun-
denen PEN-2 konnte in der Folge durch andere Arbeitsgruppen reproduziert werden
[7][56][27]. Interessanterweise bewirkte diese Instabilitdt des mutierten PEN-2 Pro-
teins auch eine selektive Labilisierung der PS1 Fragmente, die ebenfalls iiber das
Proteasom abgebaut wurden. APH-1 und NCT waren von dieser Labilisierung nicht
beeinflufit und blieben stabil. Dies stimmt mit Berichten iiberein, wonach diese bei-
den Proteine unabhéngig von PS1 und PEN-2 stabil miteinander interagieren konnen
[128][80][96].

~v-Sekretasekomponenten, die korrekt in einen Komplex integriert wurden sind
stabil und haben eine lange Halbwertszeit [37][143][132][111]. Die fehlende Fahigkeit
von PEN-2AC stabil mit PS1, NCT und APH-1 zu interagieren erklart seine In-
stabilitdt und die daraus resultierende Labilisierung der PS1 Fragmente. Dadurch
wird angedeutet, dal PEN-2 nach Einleitung der Endoproteolyse von PS1;,, als
eine Art molekulare “Klammer*“ fungiert, welche die resultierenden PS1 Fragmente
und sich selbst im Komplex stabilisiert. Fiir diese letztere Funktion ist ein intakter
C-Terminus von PEN-2 notwendig. Vor diesem Hintergrund konnten allerdings NCT
und APH-1, trotz der Instabilitdt und des proteasomalen Abbaus von PS1 und PEN-
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2, weiterhin miteinander interagieren und sich gegenseitig stabilisieren. Dies macht
einen dimeren Subkomplex aus APH-1 und NCT sehr wahrscheinlich.

PEN-2 erfiillt demnach sehr wahrscheinlich eine zweifache Funktion bei der Rei-
fung des v-Sekretasekomplexes. Zunéchst kann es, durch Interaktion mit PSj, ei-
ne Konformation induzieren, die die Endoproteolyse in PS Fragmente erlaubt. Fiir
diese Funktion ist der PEN-2 C-Terminus nicht notwendig. Danach stabilisiert es
sich selbst und die entstandenen PS Fragmente im Komplex, wofiir ein intakter C-

Terminus essentiell ist.

4.3 PEN-2 spielt eine generelle Rolle bei der Reifung und
Aktivitdt des y-Sekretasekomplexes, unabhdngig von der PS

Endoproteolyse

Die Ergebnisse im PEN-2KD zeigen, dafl PEN-2 fiir die Einleitung der PS En-
doproteolyse, als ersten Schritt der Reifung des ~-Sekretasekomplexes wichtig ist.
Ein intakter C-Terminus von PEN-2 ist notwendig, um nach erfolgter PS Endopro-
teolyse die entstandenen PS Fragmente und PEN-2 selbst im Komplex zu stabili-
sieren. Um diese beiden Funktionen von PEN-2 differenziert zu untersuchen, wur-
de der Effekt des PEN-2 Knockdown in SwAPP/PS1 AExon9 Zellen untersucht.
In diesen Zellen ist die PS1 Mutante auch ohne Endoproteolyse aktiv [135]. Aller-
dings bewirkt der Knockdown von PEN-2 in in diesen Zellen eine gestorte Reifung
von NCT. Dies deutet auf eine weiterreichende Rolle von PEN-2 bei der Reifung
des v-Sekretasekomplexes hin, die unabhéngig von der Endoproteolyse von PS ist.
Dariiber hinaus bewirkte der Knockdown von PEN-2 in PS1 AExon9 Zellen einen
Defekt der v-Sekretaseaktivitéit, was deutlich unterstreicht, daf PEN-2 auch nach
der vollstéindigen Assemblierung des y-Sekretasekomplexes fiir eine geregelte Funk-

tion dieser Protease wichtig ist.
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4.4 Lange und Sequenkontext des PEN-2 C-Terminus sind fiir
die Stabilisierung der PS Fragmente und von PEN-2 selbst
wichtig

Nachdem der PEN-2 C-Terminus als funktionell wichtige Doméne herausgestellt
werden konnte, wurde dieser Bereich des PEN-2 Proteins detaillierter untersucht. Der
funktionelle Defekt von PEN-2-mHg, als auch die PEN-2AC Mutante, sowie Vorer-
gebnisse mit PEN-2-GFP [44] deuteten auf die Wichtigkeit der korrekten Lénge
dieser Doméne hin. In der Tat fithrte die schrittweise Verkiirzung des PEN-2 C-
Terminus (PEN-2-A3,-A5 und -A8) zu einem progressiven Funktionsverlust des
PEN-2 Molekiils im Hinblick auf die Reifung von NCT und die Stabilisierung der
PS1 Fragmente, wohingegen alle Mutanten den PS1 Endoproteolysedefekt des PEN-
2KD aufheben konnten. Auch eine interne Deletion von fiinf As (A90-94) zeigte
einen Phénotyp, der nicht von dem des PEN-2AC zu unterscheiden war. Wegen
der vermutlich engen raumlichen Anordnung der Komplexkomponenten, werden nur
sehr geringe Abweichungen in der Lénge des PEN-2 C-Terminus toleriert, wohinge-
gen stirkere Abweichungen das feine Gefiige der molekularen Interaktionen storen
kénnen und somit eine Destabilisierung von PEN-2 und PS1 Fragmenten bewirken.
Weiterhin unterstiitzt wird dieses Modell durch eine dhnliche, zeitgleich durchgefiihr-
te Mutagenese-Studie [56].

Neben der Lénge ist aber auch der Gesamtsequenzkontext des PEN-2 C-Terminus
entscheidend fir die Funktion. Einzelmutation der vier hochkonservierten As (D90,
F94, P97, G99) zu Alanin, konnen den Defekt des PEN-2KD effektiv revertieren.
Dagegen zeigt die gleichzeitige Mutation dieser vier As (4A) einen Phénotyp, der
nicht von PEN-2AC zu unterscheiden ist.

Es liegt nahe, dafl die Integritéit und rdumliche Zugénglichkeit des Sequenzseg-
mentes mit den vier hochkonservierten As D90, F94, P97 und G99 (speziell D90, F94,
P97) fiir die stabilisierenden Interaktionen zwischen PEN-2 und den PS1 Fragmen-
ten entscheidend ist. Diese Interaktionen werden durch einzelne Punktmutationen im
betroffenen Sequenzabschnitt nicht beeintrachtigt, da die iibrigen As weiterhin fiir
stabilisierende Wechselwirkungen zur Verfiigung stehen. Stéarkere Verdnderungen im
Kontext dieses Sequenzabschnittes fithren allerdings zu einer Aufhebung der Inter-
aktionen und zu einer Labilisierung der Interaktionspartner. Offensichtlich fiihrt eine
bestimmte Aminoséiureabfolge zu besonders stabilen Protein-Protein-Interaktionen,

weshalb diese As besonders stark konserviert wurden. Der konservierte Sequenzab-
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schnitt am PEN-2 C-terminus konnte eine bestimmte Struktur einnehmen, die fiir
die stabilisierenden Interaktionen im ~-Sekretasekomplex notwendig ist, oder er liegt
alternativ ungefaltet vor und erst die Bindung des Interaktionspartners induziert ei-

ne stabile rdumliche Anordnung.

4.5 Pramature ~-Sekretasekomplexe sind nicht aktiv

Die C-terminalen PEN-2 Mutanten, welche den funktionellen Defekt des PEN-
2KD nicht revertieren konnten, waren auch nicht in einem stabilen Komplex mit den
anderen ~-Sekretasekomponenten zu isolieren. Wie bei der prototypischen PEN-2AC
Mutante wurden alle instabilen PEN-2 Mutanten und die labilisierten PS1 Fragmente
rasch vom Proteasom abgebaut. Hemmung des proteasomalen Abbaus erlaubte aller-
dings eine Co-Isolation der am C-Terminus verdnderten PEN-2 Molekiile zusammen
mit den PS1 Fragmenten. Unter diesen Bedingungen konnten kleine Mengen eines
Komplexes isoliert werden, der neben den PEN-2 Mutanten und PS1 Fragmenten
auch APH-1 und vor allem NCT;,,, enthielt. Es handelte sich also um einen Komplex
aus allen vier essentiellen ~-Sekretasekomponenten, der schon einen Schritt der Rei-
fung, die PS Endoproteolyse durchschritten hat. Allerdings ist er, abzulesen an der
fehlenden Reifung von NCT noch nicht vollstdndig gereift und deshalb noch nicht als
~v-Sekretase aktiv. Neuere Studien schlagen zwar eine sehr frithe Assemblierung des
v-Sekretasekomplexes vor [16][71], allerdings scheint die Aktivierung erst im Golgi-
Apparat oder spéiteren sekretorischen Kompartimenten stattzufinden [16].

Zusammenfassend unterstreichen diese Daten, daffi der C-Terminus von PEN-2
nicht fiir die initiale Assemblierung des ~-Sekretasekomplexes und die Einleitung
der PS Endoproteolyse notwendig ist. Danach aber wird die stabilisierende Funktion
des PEN-2 C-Terminus fiir PEN-2 selbst und die PS Fragmente bendtigt um eine
weitere Reifung und Aktivierung zum aktiven ~-Sekretasekomplex zu ermoglichen.
Die Ergebnisse in SWAPP/PS1 AExon9 zeigen zusétzlich, dafl PEN-2 generell fiir
die Reifung und Funktion des v-Sekretasekomplexes notwendig ist, unabhéngig von

der Einleitung der PS Endoproteolyse.
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4.6 Modell der Assemblierung des ~-Sekretasekomplexes mit der
PEN-2AC-Mutante

Zu Beginn der Assemblierung des ~v-Sekretasekomplexes bilden wahrscheinlich
NCT und APH-1 ein dimeres Intermediat, fiir welches eine Geriistfunktion vorge-
schlagen wurde [104]. Nach Hinzukommen von PS1;,, entsteht ein stabiles trimeres
Intermediat [143]. Die Interaktion von PEN-2AC erlaubt moglicherweise eine Kon-
formationsédnderung des Komplexes oder von PS selbst, welche die Endoproteolyse
von PS1y,, ermoglicht. Der daraus entstehende pramature Komplex kann allerdings
die weiteren Reifungsschritte nicht durchlaufen, weil zunéchst, wegen des fehlenden
C-Terminus PEN-2AC nicht im Komplex stabilisiert werden kann und vom Pro-
teasom abgebaut wird. Im zuriickbleibenden instabilen trimeren Intermediat kénnen
nun, wegen des Verlustes des PEN-2AC auch die entstandenen PS1 Fragmente nicht
mehr stabilisiert werden und werden vom Proteasom abgebaut. Ubrig bleibt ein sta-
biler dimerer Subkomplex aus NCT};,, und APH-1.

PS1

holo

NCT Dimeres Trimeres
Intermediat E Intermediat
NCT/APH-1aL PS1,,,,/NCT/APH-1aL
APH-1aL
PS1 PEN-2AC
Endoproteolyse

Pramaturer
PSS, 1picr IPEN-2ACINCT/APH-1aL Komplex
FPEN-2AC kann nicht
i K e
Proteasom <——— PEN-2AC P
P51y INCTIAPH-1aL Labiles trimeres
Fehlen von PEN-2AC Intermediat
labilisiert die PS1-
Proteasom «————— FS71,..... e
NCT/APH-1aL Dimerer
Subkomplex

Abbildung 4.2: Modell der y-Sekretasekomplex-Assemblierung mit der PEN-2AC Mu-
tante. Dieses Modell beschrinkt sich auf den in dieser Arbeit untersuchten Kom-
plex mit PS1 und APH-1aL, gilt aber in entsprechender Weise auch fiir die anderen
moglichen Komplexe (Abb. 1.7).
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4.7 Ausblick

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist zur Einleitung der PS1 Endo-
proteolyse eine Interaktion zwischen PS1 und PEN-2 notwendig. Es gibt Hinweise
darauf, daBl das PS1-NTF mit PEN-2 interagieren kann und daf§ fiir diese Wech-
selwirkung der N-Terminus von PEN-2 [43] oder die erste TMD [70] wichtig ist.
Neuere Studien identifizierten die vierte TMD von PS1 als Bindungsdoméne fiir
PEN-2 [69][154]. Mogliche Interaktionspartner des PEN-2 C-Terminus wurden noch
nicht identifiziert. Es liegen Daten vor, die zeigen dafl PS im Zentrum des aktiven
v-Sekretasekomplex als Dimer [119] [20] vorliegt. Vor diesem Hintergrund koénnte
man PEN-2 als Dimerisierungsfaktor eines solchen PS Dimers betrachten, wobei die
C-Termini zweier PEN-2-Molekiile miteinander interagieren, wiahrend der jeweilige
N-Terminus eine Interaktion mit dem PS-NTF eingeht. Eine genaue Analyse der Or-
ganisation der einzelnen Untereinheiten im ~-Sekretasekomplex wird wahrscheinlich

nur iiber eine strukturelle Analyse des Gesamtkomplexes zu verwirklichen sein.



5 Zusammenfassung

Die v-Sekretase ist ein Proteasekomplex, der aus vier Komponenten, Preseni-
lin (PS), Nicastrin (NCT), APH-1 und PEN-2, besteht und der die intramem-
branose Prozessierung verschiedener Typ I Transmembranproteine, einschliellich
des Alzheimer-assoziierten (-Amyloid Vorlduferproteins, katalysiert. In der vorlie-
genden Arbeit wurden stabile PEN-2 RNAi-Knockdown Zellen (PEN-2KD) dazu
verwendet, um Hinweise auf die Funktion von PEN-2 bei der Assemblierung und
Reifung des vy-Sekretasekomplexes, die Rolle von PEN-2 im aktiven Komplex und
fiir die ~v-Sekretaseaktivitit zu erhalten. Zusétzlich wurden, vor dem Hintergrund
des PEN-2KD, RNAi-resistente PEN-2 Varianten analysiert, die in einer Struktur-
/Funktionsanalyse auf ihre Fahigkeit hin untersucht wurden, den Defekt des PEN-
2KD aufzuheben, um damit funktionell wichtige Doménen im PEN-2 Protein zu
identifizieren.

Der Knockdown von PEN-2 war mit gestorter Reifung von NCT und blockierter
PS Endoproteolyse assoziiert. PS akkumulierte als Vollangenprotein (PSj.,), das
durch Komplexbildung mit NCT und APH-1 stabilisiert wurde. In Abwesenheit von
PEN-2 kénnen PS, NCT und APH-1 zu einem trimere Komplex assemblieren, PEN-
2 ist danach allerdings notwendig, um die Reifung des ~-Sekretasekomplexes durch
Initialisierung der PS Endoproteolyse einzuleiten.

Interessanterweise bewirkte der Knockdown von PEN-2 auch in Endoproteolyse-
defizienten SWAPP/PS1 AExon9 Zellen einen Defekt in der Reifung von NCT. Dies
schlégt eine generelle Rolle von PEN-2 bei der Reifung und fiir die Aktivitdt der
~v-Sekretase vor, die unabhéngig von der PS Endoproteolyse ist.

Die Defekte des PEN-2KD konnten effektiv durch RNAi-resistentes wt-PEN-2
revertiert werden. In der folgenden Struktur-/Funktionsanalyse erwies sich am N-
Terminus mit einem Epitop-tag verlangertes PEN-2 als voll funktionell, wohingegen
sowohl die Verldngerung des C-Terminus mit einem tag, als auch eine Trunkierung
des C-Terminus (PEN-2AC) defekte PEN-2 Varianten hervorrief. Diese konnten zwar
die Akkumulation von PSj,.,, die mit dem Knockdown von PEN-2 assoziiert war aus-
gleichen, konnten aber weder normale Spiegel an PS-NTF und -CTF herstellen, noch

fiir eine Reifung von NCT sorgen. PEN-2AC war sehr instabil und wurde schnell vom
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Proteasom abgebaut, was mit der Unfihigkeit einen stabilen y-Sekretasekomplex zu
bilden konsistent war. Zusétzlich verursachte die Expression von PEN-2AC eine se-
lektive Instabilitédt des PS-NTF/-CTF Heterodimers, das ebenfalls vom Proteasom
abgebaut wurde, wohingegen NCT und APH-1 stabil blieben. Der C-Terminus von
PEN-2 ist nicht fiir die Einleitung der PS Endoproteolyse notwendig. Danach wird er
allerdings benétigt um die entstandenen PS Fragmente und PEN-2 selbst im Kom-
plex zu stabilisieren.

Um den PEN-2 C-Terminus genauer zu untersuchen, wurden unterschiedliche De-
letionen und Mutationen mehrerer konservierter Aminosiduren, im PEN-2KD auf
funktionelle Aktivitdt hin analysiert. Progressive Verkiirzung des C-Terminus be-
wirkte einen zunehmenden Funktionsverlust. Dieser wurde auch bei einer internen
Deletion oder der groben Verdopplung der Lénge durch einen Epitop-tag beobachtet.
Interessanterweise storte nur die kombinierte, nicht aber die einzelne Mutation der
konservierten Aminosauren D90, F94, P97 und G99 die Funktion von PEN-2. Alle
funktionslosen Mutanten erlaubten zwar die PS Endoproteolyse, die PS Fragmente
und PEN-2 selbst waren aber instabil und wurden durch das Proteasom abgebaut.
Liange und gesamter Sequenzkontext des PEN-2 C-Terminus sind also, in der engen
raumlichen Anordnung der Komplexpartner, fiir die Stabilisierung des PS-NTF /-
CTF Heterodimers und von PEN-2 selbst im vy-Sekretasekomplex notwendig.

Die Interaktion der C-terminalen PEN-2 Mutanten mit den PS Fragmenten und
den anderen beiden Komplexpartnern konnte allerdings unter Bedingungen, wo der
proteasomale Abbau blockiert war, wiederhergestellt werden. Somit wurde eine Kom-
plex aus allen vier essentiellen v-Sekretasekomponenten stabilisiert und isoliert, der
zwar vollstédndig assembliert, aber noch nicht komplett gereift war. Dieser pramature
Komplex zeigte noch keine y-Sekretaseaktivitét, fiir welche sowohl die vollsténdige

Assemblierung der Komponenten, als auch deren komplette Reifung essentiell sind.

Zusammenfassend schlagen die vorliegenden Daten folgende Funktionen fiir PEN-
2 im 7-Sekretasekomplex vor: PEN-2 wird fiir die Reifung des v-Sekretasekomplexes
und die Einleitung der PS Endoproteolyse benotigt. Dariiber hinaus stabilisiert PEN-
2 die, durch die Endoproteolyse entstandenen PS Fragmente im Komplex. Fiir letzte-
re Funktion ist ein in Linge und Gesamtsequenzkontext intakter C-Terminus wich-
tig, der allerdings fiir die Einleitung der PS Endoproteolyse nicht benotigt wird.
Unabhéngig von der Rolle bei der PS Endoproteolyse ist PEN-2 aber generell fiir die
Reifung und Aktivitat des vy-Sekretasekomplexes wichtig.
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Einbuchstabencode fiir Aminosauren
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Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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rpm / x g -Umrechnungstabelle fiir Zentrifugen

Megafuge 1,0 R (Heraeus):

4500 rpm 1500 z g

Biofuge pico (Heraeus)

3200 rpm 1000 z g
6000 rpm 3000 z g
13.000 rpm 16.000 z g

Biofuge fresco (Heraeus)

3200 rpm 1000 z g
6000 rpm 3000 z g
13.000 rpm 16.000 z g

Ultrazentrifuge Optima Max-E (Beckman-Coulter)

95.000 rpm 100.000 z g

Tabelle 5.1: rpm / z g -Umrechnungstabelle fiir Zentrifugen
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y-Secretase is a protease complex composed of prese-
nilin (PS), nicastrin (NCT), APH-1, and PEN-2, which
catalyzes intramembrane cleavage of several type I
transmembrane proteins including the Alzheimer’s dis-
ease-associated B-amyloid precursor protein. We gener-
ated stable RNA interference-mediated PEN-2 knock-
down cells to probe mutant PEN-2 variants for
functional activity. Knockdown of PEN-2 was associated
with impaired NCT maturation and deficient PS1 endo-
proteolysis, which was efficiently rescued by wild type
or N-terminally tagged PEN-2 but not by C-terminally
tagged PEN-2 or by the C-terminally truncated PEN-
2-AC mutant. Although the latter mutants rescued the
PS1 holoprotein lation iated with the
PEN-2 knockdown, they failed to restore normal levels
of the PS1 N- and C-terminal fragments and to maturate
NCT. PEN-2-AC was highly unstable and rapidly turned
over by prot 1 degradation istent with its
failure to become stably incorporated into the y-secre-
tase complex. In addition, expression of PEN-2-AC
caused a selective instability of the PS1 N-/C-terminal
fragment heterodimer that underwent proteasomal deg-
radation, whereas NCT and APH-1 were stable. Interest-
ingly, when we knocked down PEN-2 in the background
of the endoproteolysis-deficient PS1 Aexon9 mutant, im-
mature NCT still accumulated, demonstrating that
PEN-2 is also required for y-secretase complex matura-
tion when PS endoproteolysis cannot occur. Taken to-
gether, our data suggest that PEN-2 is required for the
stabilization of the PS fragment heterodimer within the
y-secretase complex following PS endoproteolysis. This
function critically depends on the PEN-2 C terminus.
Moreover, our data show that PEN-2 is generally re-
quired for y-secretase complex maturation independent
of its activity in PS1 endoproteolysis.

The Alzheimer’s disease (AD)'-associated y-secretase is a
high molecular weight complex with an aspartyl protease ac-
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tivity that catalyzes the second of two subsequent proteolytic
cleavages of the B-amyloid precursor protein (APP) implicated
in AD (1). This unusual, intramembranous cleavage liberates
the neurotoxic amyloid-B peptide from the membrane. Amy-
loid-B peptide aggregates and is deposited in the brain of AD
patients in amyloid plaques, an invariant pathological hall-
mark of AD (2). The y-secretase complex is composed of either
of the two presenilins (PS), PS1 and PS2, polytopic membrane
proteins that are endoproteolytically cleaved into stable het-
erodimers consisting of an N- and C-terminal fragment (NTF
and CTF) (3), the type I transmembrane glycoprotein nicastrin
(NCT) (4, 5), and the polytopic membrane proteins PEN-2 (6),
APH-1a, and/or APH-1b (6, 7). Expression of the y-secretase
complex components is coordinately regulated. RNA interfer-
ence (RNAi)-mediated knockdown studies in cultured Drosoph-
ila and mammalian cells as well as studies with cells derived
from PS1, PS1/2, or NCT knockout mice have shown that
y-secretase complex formation is coordinately regulated. Down-
regulation or genetic ablation of a given component typically
causes a decrease in the level of the other components and/or in
the maturation and trafficking of the y-secretase complex to its
functional sites (6, 8—18). An exception is APH-1, which is
stable in the absence of PS (13, 19, 20). Increased y-secretase
complex formation and activity have been observed when all
four y-secretase complex components are overexpressed in cul-
tured Drosophila and mammalian cells (17, 21, 22). Moreover,
reconstitution of y-secretase complex formation and activity
has recently been achieved in yeast, an organism that lacks any
endogenous y-secretase activity (23). This demonstrated that
coexpression of all four components is necessary and sufficient
for the reconstitution of y-secretase activity (23).
Overexpression and RNAi-mediated knockdown studies with
cultured Drosophila cells have provided a first model of how the
y-secretase complex assembles (17). These studies indicate that
the PS holoprotein may assemble first with NCT and/or APH-1
to form a stable assembly intermediate (17). Subsequent as-
sembly of PEN-2 with this intermediate drives the conversion
of the PS holoprotein into the active heterodimer (17). Further-
more, a potential NCT/APH-1 assembly intermediate has been
observed recently (24), and NCT has been shown to stably
interact with APH-1 in the absence of PS (20, 25). Interest-
ingly, y-secretase complex assembly is associated with a con-
formational change of the NCT ectodomain, which adopts a
protease-resistant conformation (26). At present, little is
known about the subunit organization within the y-secretase

pharynx defective; APP, B-amyloid precursor protein; NCT, nicastrin;
PEN, presenilin enhancer; PS, presenilin; NTF, N-terminal fragment;
CTF, C-terminal fragment; wt, wild type; swAPP, Swedish mutant
APP; CHAPSO, 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-1-
propanesulfonic acid; RNAi, RNA interference; HEK 293, human em-
bryonic kidney 293.
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complex. However, recent studies (27, 28) suggest that PS is a
dimer within the y-secretase complex. In addition, an interac-
tion of the PS1 NTF with PEN-2 has been reported (29).

A large body of evidence suggests that PS carries the cata-
lytic site of the y-secretase complex. Mutagenesis of conserved
aspartates in transmembrane domains 6 and 7 of PS (30, 31) as
well as aspartyl protease transition state analogues, which
bind to the PS heterodimer (32, 33), inhibit y-secretase activity.
Moreover, PS belongs to a novel group of several polytopic
aspartyl protease families (1, 34), which are defined by the
presence of highly conserved, short GXGD active site motifs
(35-37). Besides their requirement for y-secretase complex as-
sembly and maturation, the precise functional role of the other
y-secretase complex components is unclear. In particular, apart
from its role in facilitation of PS endoproteolysis (14, 17), func-
tional information about the smallest subunit, the ~10-kDa
PEN-2 protein, is scarce. In order to gain further insight into
its functional role, we thus initiated a structure-function anal-
ysis of this protein.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Antibodies—The polyclonal antibody 1638 raised to the N terminus
of human PEN-2 (11), the polyclonal and monoclonal antibodies against
the PS1 C terminus (3027 and BI.3D7) (38), the N terminus (2953) (39),
and PS1N (40), and the polyclonal antibody to the C terminus of APP
(6687) (36) were described previously. The polyclonal antibodies 433
and 434 were generated against the APH-1aL, C terminus (residues
245-265) and affinity-purified using a GST-APH-1aL. (residues 207—
265) fusion protein. The polyclonal antibody N1660 against the C ter-
minus of NCT and the anti-B-actin antibody were obtained from Sigma,
the anti-Xpress antibody was obtained from Invitrogen; the anti-B-
catenin antibody was from Transduction Laboratories, and the anti-
Myc antibody 9E10 was from Santa Cruz Biotechnology.

¢DNA Constructs—To stably knock down endogenous PEN-2 expres-
sion by RNAi, short hairpin RNA oligonucleotides (PEN-2-163) corre-
sponding to the PEN-2-160 target region (11) were cloned into the
pSUPER vector (41). Silencer mutations that do not alter the encoded
amino acid sequence (5'-AAGGGATACGTGTGGCGATCTGC-3, the
mutations are underlined) were introduced in all PEN-2 constructs to
escape RNAi. PCR-mediated mutagenesis was used to generate mutant
PEN-2 variants. Wild type and mutant PEN-2 variants were cloned into
the pcDNA3.1/Zeo(+) vector (Invitrogen). N-terminal hexahistidine-
Xpress (HgX) epitope-tagged and C-terminal myc-hexahistidine (mHg)
epitope-tagged PEN-2 wild type or mutant PEN-2 variants were gen-
erated by cloning the respective cDNAs into the pcDNA4/HisC (Invitro-
gen) or pcDNA4/myc-HisA (Invitrogen) expression vectors. All con-
structs were verified by DNA sequencing.

Cell Culture and Cell Lines—Stably transfected human embryonic
kidney 293 (HEK 293) cells were cultured as described (9). A stable
PEN-2 knockdown cell line was generated by cotransfection of HEK 293
cells stably expressing Swedish mutant APP (swAPP) (42) with
pSUPER/PEN-2-163 and pcDNA3.1/Hygro(—) (Invitrogen) and selec-
tion for hygromycin (150 pg/ml) resistance. The PEN-2 knockdown cell
line was subsequently stably transfected with the indicated wt and
mutant PEN-2 constructs. Likewise, PEN-2 was stably knocked down
in HEK 293 cells stably coexpressing swAPP and PS1 Aexon9 (38).

Protein Analysis—Membrane fractions of HEK 293 cells were ob-
tained by ultracentrifugation of postnuclear supernatant fractions from
cell homogenates that were prepared as described (43). For direct im-
munoblot analysis, membrane fractions were solubilized with STEN-
lysis buffer (50 mm Tris, pH 7.6, 150 mMm NaCl, 2 mm EDTA, 1% Nonidet
P-40, protease inhibitors (Sigma)). After a clarifying spin, lysates were
analyzed for PEN-2 by immunoblotting with antibody 1638, for PS1 by
immunoblotting with antibodies PS1IN or 3027, for NCT with antibody
N1660, for APH-1aL. by immunoblotting with antibody 433 or 434, and
for APP and APP CTFs by immunoblotting with antibody 6687. For
coimmunoprecipitation analysis, membrane fractions were solubilized
in CHAPSO-lysis buffer (1% CHAPSO, 150 mM sodium citrate, pH 6.4,
protease inhibitors (Sigma)), subjected to a clarifying spin by ultracen-
trifugation, and incubated with preimmune serum, N1660 or 2953
antibody, and protein G-Sepharose for 2 h at 4 °C. Following two
washes with CHAPSO-wash buffer (0.5% CHAPSO, 150 mM sodium
citrate, pH 6.4), the immunoprecipitates were subjected to immunoblot
analysis as above.

RESULTS

In order to identify functional domains of PEN-2 required for
y-secretase complex formation, maturation, and activity, we
generated a HEK 293 cell line stably overexpressing Swedish
mutant APP (HEK 293/sw) in which PEN-2 expression is stably
knocked down by RNAi (Fig. 1A4). This PEN-2 knockdown cell
line was stably transfected with ¢cDNA constructs encoding
RNAi-resistant wt and mutant PEN-2 variants to assess their
capability to rescue PEN-2 deficiency. We first transfected the
PEN-2 knockdown cells with ¢cDNA constructs encoding un-
tagged wt PEN-2 and N-terminal hexahistidine-Xpress (HgX)
epitope-tagged and C-terminal myc-hexahistidine (mHg)
epitope-tagged wt PEN-2. All three proteins were stably ex-
pressed at robust levels, and as expected, the tagged PEN-2
variants migrated at higher molecular weight than untagged
PEN-2 (Fig. 1A). Consistent with previous results (6, 17, 24),
the PEN-2 knockdown was associated with reduced y-secretase
activity as manifested by the accumulation of APP CTFs, which
was rescued by the expression of wt PEN-2 and HgX-PEN-2
(Fig. 1B). APP CTFs also accumulated when PEN-2-mHg was
expressed indicating that the authentic C terminus of PEN-2 is
critical for y-secretase activity.

We next sought to investigate why expression of PEN-2-mHg
caused a defect in y-secretase activity, and we asked whether a
defect in y-secretase complex maturation was responsible for
the observed loss of y-secretase function. To confirm further the
functional importance of the PEN-2 C terminus, we also con-
structed a PEN-2 variant with a C-terminal truncation of 17
amino acids (PEN-2-AC), and we expressed it stably in the
PEN-2 knockdown cells (Fig. 1C). We first investigated the
maturation of PS. Consistent with previous results (11, 14, 24),
down-regulation of PEN-2 was associated with reduced levels
of PS fragments and an accumulation of the PS1 holoprotein
(Fig. 1D). Expression of untagged PEN-2 allowed efficient re-
covery of PS1 holoprotein endoproteolysis (Fig. 1D). In con-
trast, expression of PEN-2-mHg; and of PEN-2-AC caused an
intriguing, unexpected biochemical phenotype. Although the
PS1 holoprotein did not accumulate anymore, the levels of the
PS1 NTF and CTF were strongly reduced similar to those
observed in the PEN-2 knockdown cells (Fig. 1D). Thus, al-
though the PEN-2 C terminus appears to be dispensable for
PS1 endoproteolysis, it is required for the maintenance of nor-
mal levels of the PS fragments. As reported previously (11, 24),
the PEN-2 knockdown caused impaired NCT maturation,
which was efficiently restored by the expression of untagged
PEN-2 (Fig. 1E). Interestingly, the levels of APH-laL were
largely unaffected by the knockdown of PEN-2 (Fig. 1E). Nei-
ther PEN-2-mHg nor PEN-2-AC rescued the maturation defect
of NCT (Fig. 1D). Consequently, as observed for PEN-2-mHq
(Fig. 1B), expression of PEN-2-AC was associated with im-
paired y-secretase activity as judged from the accumulation of
APP CTFs (Fig. 1F). Thus, either addition of an epitope tag to
the C terminus or a large deletion of it abrogated PEN-2 func-
tion in y-secretase complex formation, stability, maturation,
and activity. Taken together, these data suggest that the C
terminus is a functionally important domain of PEN-2 required
for the stabilization of PS fragments.

We next asked why the C-terminal PEN-2 variants failed to
stabilize PS1 fragments. To address this question we sought to
investigate the stability of PEN-2-AC and treated cells with
cycloheximide to block de novo protein synthesis. We first in-
vestigated the stability of the y-secretase complex components
in control and PEN-2 knockdown cells. As expected, endoge-
nous PEN-2, PS1 fragments, NCT, and APH-1aL, were stable in
control cells (Fig. 24). Similarly, residual endogenous PEN-2 in
the knockdown cells was stable as were the PS1 holoprotein,
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FiG. 1. Integrity of the C-terminal domain of PEN-2 is required for y-secretase complex maturation. A, membrane fractions of HEK
293 cells stably overexpressing swAPP (HEK 293/sw, control), PEN-2 knockdown cells (HEK 293/sw cells in which PEN-2 expression is stably
down-regulated by RNAi, PEN-2 KD), and PEN-2 knockdown cells stably transfected with RNAi-resistant cDNA constructs encoding wt PEN-2 and
H¢X-PEN-2 and PEN-2-mH, were analyzed for PEN-2 by immunoblotting with antibodies 1638 (to the PEN-2 N terminus), anti-Xpress (to the
Xpress epitope), and 9E10 (to the myc epitope). B, membrane fractions of cell lines described in A were analyzed for APP and APP CTF's generated
by B- and a-secretase by immunoblotting with antibody 6687 (to the APP C terminus). C, membrane fractions from the indicated HEK 293/sw
(control), PEN-2 knockdown, or PEN-2 knockdown cells stably transf d with cDNA constructs encoding RNAi-resistant wt PEN-2, PEN-2-mH,,
or PEN-2-AC were analyzed for PEN-2 as in A. D, membrane fractions of cell lines described in C were analyzed for PS1 holoprotein, NTF, and
CTF by immunoblotting with antibodies PS1IN (to the PS1 N terminus) and 3027 (to the PS1 loop). The asterisk indicates the phosphorylated form
of the PS1 CTF (39). E, membrane fractions of cell lines described in C were analyzed for NCT and APH-1aL by immunoblotting with antibodies
N1660 (to the NCT C terminus) and 433 (to the APH-1aL C terminus). F, membrane fractions of PEN-2 knockdown cells stably expressing

RNAi-resistant wt PEN-2 or PEN-2-AC were analyzed for PEN-2 as in A and for APP and APP CTFs as in B.

NCT, and APH-1aL in these cells (Fig. 24), consistent with
previous results (17). We then analyzed the stability of PEN-2
or PEN-2-AC expressed in the background of PEN-2 knock-
down cells. wt PEN-2 occurred as a stable protein (Fig. 2B). In
contrast, cycloheximide treatment revealed that PEN-2-AC
was highly unstable and almost completely turned over within
3 h (Fig. 2B). We next investigated the stability of PS1, NCT,
and APH-1aL in the background of wt PEN-2 and PEN-2-AC
expression. The PS1 fragments, NCT and APH-1al,, were sta-
ble in the PEN-2 knockdown cells stably expressing wt PEN-2.
In contrast, in the PEN-2-AC-expressing knockdown cells, the
already low levels of PS1 fragments dropped further during the
time course of the cycloheximide treatment. This indicates that
the PS1 fragments were not stabilized and thus turned over
(Fig. 2B). Interestingly, immature NCT and APH-1aL as well
as the low levels of residual mature NCT (because of the in-
complete PEN-2 knockdown) remained stable (Fig. 2B), con-
sistent with the observation that these two proteins can inde-
pendently stabilize each other (13, 20, 24, 25). Taken together,
these data demonstrate that PEN-2-AC is highly unstable.
Furthermore, these data indicate that expression of PEN-2-AC
might cause a selective destabilization of the PS1 NTF/CTF
heterodimer within the y-secretase complex.

We next asked which proteolytic pathway might be involved

in the degradation of PEN-2-AC and the destabilized PS1 frag-
ments. Because we had shown previously that excess amounts
of free PS proteins that have not undergone complex formation
are rapidly turned over by proteasomal degradation (44), we
treated the above-described cells with the highly potent and
specific proteasome inhibitor clasto-lactacystin B-lactone (45).
To control the inhibitor treatment, we monitored the appear-
ance of polyubiquitinated B-catenin species (44, 46). As ex-
pected from their stable behavior shown above, clasto-lactacys-
tin B-lactone treatment did not result in increased levels of
endogenous PEN-2 in control cells or of the residual endoge-
nous PEN-2 in the PEN-2 knockdown cells (Fig. 3A). The levels
of wt PEN-2 expressed in the background of PEN-2 knockdown
cells were slightly increased indicating degradation of excess
free amounts (Fig. 3A). In contrast, clasto-lactacystin p-lactone
treatment caused a very strong increase in the levels of PEN-
2-AC (Fig. 3A) suggesting that the proteasome degrades this
unstable protein. The levels of endogenous PS1 fragments in
control or of residual endogenous PEN-2 in the knockdown cells
were unchanged upon clasto-lactacystin B-lactone treatment
(Fig. 3B). A slight increase in the levels of the PS1 holoprotein
was observed in the PEN-2 knockdown cells suggesting protea-
somal degradation of minor amounts of unstable free holopro-
tein (Fig. 3B). As expected, no increase in the levels of the PS1
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Fic. 2. PEN-2-AC is unstable. A, membrane fractions of HEK 293/sw cells (control) or PEN-2 knockdown cells were treated with cycloheximide
(100 pg/ml) for the indicated time to block de novo protein synthesis. Membrane fractions were prepared and analyzed for PEN-2, PS1, NCT, and
APH-1aL as described in Fig. 1. The asterisk indicates the phosphorylated form of the PS1 CTF (39). B, PEN-2 knockdown or PEN-2 knockdown
cells stably expressing RNAi-resistant wt PEN-2 or PEN-2-AC were treated with cycloheximide as in A and analyzed for PEN-2, PS1, NCT, and
APH-1aL as in Fig. 1. The asterisk indicates the phosphorylated form of the PS1 CTF (39).

fragments was observed in PEN-2 knockdown cells expressing
wt PEN-2 (Fig. 3B). In contrast, the levels of the PS1 fragments
were markedly increased in PEN-2 knockdown cells expressing
PEN-2-AC, suggesting that following their generation by endo-
proteolysis, the destabilized fragments were degraded by the
proteasome (Fig. 3B). No increase in the levels of the PS1
holoprotein was observed, further supporting that the PS1
holoprotein had undergone endoproteolysis and not simply un-
dergone proteasomal degradation. Consistent with their stable
behavior shown above (Fig. 2, A and B), levels of immature and
mature forms of NCT as well as of APH-1aL. were unaffected
upon proteasome inhibition (Fig. 3C). In summary, these re-
sults suggest that PEN-2-AC is capable of initiating PS1 endo-
proteolysis. However, the resulting PS1 NTF and CTF are not
stabilized and like PEN-2-AC itself are degraded by the
proteasome.

The results described above demonstrate that PEN-2-AC is
highly unstable and indicate that the cause of its instability
may be due to a defect in stable y-secretase complex formation.
We therefore next asked whether PEN-2-AC might have lost its
capability to stably associate with the other y-secretase com-
plex components. Membrane fractions were isolated from
PEN-2 knockdown cells stably transfected with wt PEN-2 or
PEN-2-AC and were detergent-solubilized with CHAPSO. The
CHAPSO-extracted membrane proteins were subjected to co-
immunoprecipitation analysis with antibodies to NCT and PS1.
Robust amounts of wt PEN-2, PS1 NTF, and CTF as well as
APH-1aL. and mature NCT were coimmunoprecipitated with
both antibodies in the CHAPSO-solubilized membrane frac-
tions derived from the wt PEN-2-expressing cells (Fig. 4). In

contrast, both antibodies failed to coimmunoprecipitate signif-
icant amounts of PEN-2-AC in the CHAPSO-solubilized mem-
brane fractions derived from the PEN-2-AC-expressing cells,
suggesting that PEN-2-AC failed to stably interact with the
other y-secretase complex components (Fig. 4). The anti-NCT
antibody coimmunoprecipitated APH-1aL with immature NCT
in the CHAPSO-solubilized membrane fractions from the PEN-
2-AC-expressing cells, consistent with their independent stable
interaction (13, 20, 24, 25). Thus, these data demonstrate that
PEN-2-AC does not undergo stable y-secretase complex forma-
tion. As a consequence, the protein becomes unstable and un-
dergoes rapid proteasomal degradation.

The observation by others (14, 17, 24) and us (Fig. 1C) that a
PEN-2 knockdown causes an accumulation of the PS holopro-
tein suggests that PEN-2 is required for PS endoproteolysis.
However, as shown above, PEN-2-mHg and PEN-2-AC are de-
fective in the stabilization of the PS1 NTF and CTF but not in
endoproteolysis. This suggests that following endoproteolysis,
PEN-2 also becomes necessary for stabilization of the active
site PS heterodimer, and consequently for the further matura-
tion of the y-secretase complex. In addition, following PS en-
doproteolysis PEN-2 apparently remains bound to the y-secre-
tase complex (11, 17, 21, 22), further indicating that PEN-2
may have a function independent of PS endoproteolysis. To
directly prove this, we investigated the consequences of PEN-2
down-regulation in the background of PS1 Aexon9 (47), a FAD-
associated PS1 variant that undergoes stable y-secretase com-
plex formation (48) but that does not undergo endoproteolysis
because of a deletion of the cleavage site domain (3, 38). Indeed,
when we stably knocked down PEN-2 expression by RNAi in
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resistant wt PEN-2 and PEN-2AC were
PEN-2-AC solubilized with CHAPSO and analyzed
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HEK 293/sw cells stably expressing PS1 Aexon9 (38), NCT mat- DISCUSSION
uration was impaired (Fig. 5). Consistent with the results shown Little functional information is available about PEN-2, the

above, APH-1aL. levels were largely unaffected by the knockdown  smallest of the four essential subunits of the y-secretase com-
of PEN-2 (Fig. 5). Thus, these data show that PEN-2 has a plex. RNAi-mediated knockdown experiments in Drosophila
general function in the maturation of the y-secretase complex, and mammalian cells demonstrated that a knockdown of
which is independent from its role in PS endoproteolysis. PEN-2 is associated with reduced PS fragment levels and ac-
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Fic. 5. PEN-2 is required for y-secretase complex maturation
independent of its role in PS endoproteolysis. Membrane fractions
of HEK 293/sw cells (control), HEK 293/sw cells stably expressing PS1
Aexon9, and HEK 293/sw cells stably coexpressing PS1 Aexon9 and
PEN-2 short interfering RNA were analyzed for PEN-2, PS1, NCT, and
APH-1aL as in Fig. 1. The asterisk indicates the phosphorylated form of
the PS1 CTF (39).

cumulation of the PS holoprotein (6, 11, 14, 17). Moreover, it
has been shown that PEN-2 not only forms stable associates
with the PS fragments but can also associate with the PS
holoprotein (14). Accordingly, PEN-2 has been suggested to
play an important role in y-secretase complex maturation by
conversion of the PS holoprotein into the PS NTF/CTF het-
erodimer (14, 17). To better understand PEN-2 function and to
define its functional domains, we initiated a structure-function
analysis of PEN-2 using a stable knockdown cell line in which
loss of PEN-2 function can be assayed by functional comple-
mentation. Consistent with previous findings, stable knock-
down of PEN-2 was associated with impaired NCT maturation,
reduced PS fragment levels, and an accumulation of the PS1
holoprotein. This defect in y-secretase complex maturation was
efficiently rescued by expression of untagged or N-terminal-
tagged but not by C-terminal tagged PEN-2, suggesting that
the C terminus of PEN-2 is a functionally critical domain,
which is sensitive to steric alteration. Indeed, expression of the
C-terminal truncated PEN-2-AC variant also caused loss of
PEN-2 function. Both C-terminal loss of function mutants of
PEN-2 showed very similar if not identical biochemical behav-
ior. NCT maturation was impaired, and the defective PS1
holoprotein accumulation was rescued without stabilization of
the PS1 fragments. Thus, these PEN-2 variants are apparently
capable of initiating PS1 endoproteolysis but cannot stabilize
the PS fragments generated. A possible reason for the failure of
PEN-2 with a C-terminal alteration to stabilize the resulting
PS1 NTF and CTF is its own instability within the y-secretase
complex. Indeed, PEN-2-AC failed to undergo stable y-secre-
tase complex formation. As a consequence, PEN-2-AC behaved
as a highly unstable protein and was rapidly turned over by the
proteasome. This is in contrast to correctly assembled y-secre-
tase complex components, which have been shown to be very

stable and have a long half-life time (9, 17, 44, 48). The failure
of PEN-2-AC to stably assemble with PS, NCT, and APH-1 was
associated with a marked selective instability of the PS1 NTF
and CTF, which also underwent proteasomal degradation,
whereas NCT and APH-1 were stable, consistent with previous
findings that these proteins can stabilize each other independ-
ently (20, 24, 25). These data suggest that PEN-2 has a dual
function as follows: a function in the initiation of PS endopro-
teolysis as a first maturation step during y-secretase complex
assembly, and a second function in the stabilization of the PS
fragment heterodimer within the y-secretase complex that is
required for further maturation of the y-secretase complex.
Finally, when we knocked down PEN-2 in the background of
the endoproteolysis-deficient PS1 Aexon9 mutant, NCT accu-
mulated as an immature protein demonstrating that PEN-2 is
also required for y-secretase complex maturation under condi-
tions when PS endoproteolysis cannot occur. Thus, PEN-2 is
generally required for y-secretase complex maturation inde-
pendent of its role in PS endoproteolysis.

Taken together, our data add important new functional in-
formation on PEN-2 in y-secretase complex assembly, matura-
tion, and activity. We suggest that during y-secretase complex
assembly, PEN-2 interacts with the PS holoprotein that is
stabilized by immature NCT and APH-1. Upon interaction with
PEN-2, the PS holoprotein may adopt a conformation that
allows PS endoproteolysis. Following PS endoproteolysis, the
PS NTF and CTF are stabilized by PEN-2 which itself has
become stabilized within the complex. Whereas the C-terminal
domain of PEN-2 is dispensable for the PS endoproteolysis, the
stabilization of the NTF/CTF heterodimer and of PEN-2 itself
is only possible when PEN-2 carries an intact and/or accessible
C terminus. This strongly suggests that the C terminus carries
important sequence information, which may be required to
stably interact with other y-secretase complex components.
These stabilizing interactions are necessary for further matu-
ration of the y-secretase complex by trafficking through the
secretory pathway. Future work will aim at elucidating the
molecular basis for the critical requirement of the PEN-2 C
terminus in y-secretase complex assembly, maturation, and
activity.
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Length and overall sequence of the PEN-2 C-terminal domain
determines its function in the stabilization of presenilin fragments

Stefan Prokop, Christian Haass and Harald Steiner

Adolf-Butenandt-Institute, Department of Biochemistry, Laboratory for Alzheimer’s and Parkinson's Disease Research,

Ludwig-Maximilians-University, Munich, Germany

Abstract

v-Secretase is an aspartyl protease complex that catalyzes
the intramembrane cleavage of a subset of type | transmem-
brane proteins including the pB-amyloid precursor protein
(APP) implicated in Alzheimer's disease. Presenilin (PS),
nicastrin (NCT), anterior pharynx defective (APH-1) and
presenilin enhancer-2 (PEN-2) constitute the active y-secret-
ase complex. PEN-2, the smallest subunit, is required
for triggering PS endoproteolysis. Stabilization of the resultant
N- and C-terminal fragments, which carry the catalytically
active site aspartates, but not endoproteolysis itself, requires
the C-terminal domain of PEN-2. To functionally dissect the
C-terminal domain we created C-terminal deletion mutants
and mutagenized several evolutionary highly conserved resi-
dues. The PEN-2 mutants were then probed for functional
complementation of a PEN-2 knockdown, which displays
deficient PS1 endoproteolysis and impaired NCT maturation.
Progressive truncation of the C-terminus caused increasing

loss of function. This was also observed for an internal dele-
tion mutant as well as for C-terminally tagged PEN-2 with a
twofold elongated C-terminal domain. Interestingly, only sim-
ultaneous, but not individual substitution of the highly con-
served D90, F94, P97 and G99 residues with alanine
interfered with PEN-2 function. All loss of function mutants
identified allowed PS1 endoproteolysis, but failed to stably
associate with the resultant PS1 fragments, which like the
PEN-2 loss of function mutants underwent proteasomal de-
gradation. However, complex formation of the PEN-2 mutants
with PS1 fragments could be recovered when proteasomal
degradation was blocked. Taken together, our data suggest
that the PS-subunit stabilizing function of PEN-2 depends on
length and overall sequence of its C-terminal domain.
Keywords: Alzheimer's disease, anterior pharynx defective-1,
v-secretase, nicastrin, presenilin, presenilin enhancer-2.

J. Neurochem. (2005) 94, 57-62.

v-Secretase is a multisubunit aspartyl protease complex,
which catalyzes the regulated intramembrane proteolysis of
the Alzheimer’s disease-associated B-amyloid precursor
protein (APP) and an increasing number of other type I
transmembrane proteins (Haass 2004). Genetic and bio-
chemical studies have identified four integral membrane
proteins, presenilin (PS), nicastrin (NCT), anterior pharynx
defective-1 (APH-1) and presenilin enhancer-2 (PEN-2),
which are necessary and sufficient for y-secretase activity
(Francis et al. 2002; Edbauer et al. 2003; Kimberly et al.
2003; Takasugi et al. 2003; Hayashi et al. 2004). In human
cells, two PS (PS1 and PS2) and two APH-1 [APH-1a (two
splice variants) and APH-1b] homologues have been iden-
tified that are part of distinct y-secretase complexes (Shiro-
tani et al. 2004). Distinct y-secretase complexes were also
identified in mice (Hebert ef al. 2004). A large body of
evidence suggests that PS is the catalytic subunit of the
complex harboring the two active site aspartates in trans-

membrane domains 6 and 7 (Wolfe ez al. 1999; Esler et al.
2000; Li et al. 2000; Steiner et al. 2000). These aspartates
are located in the N- and C-terminal fragment (NTF, CTF) of
PS (Thinakaran et al. 1996), which are likely generated by
autoproteolysis (Wolfe et al. 1999; Edbauer ef al. 2003;
Hayashi et al. 2004). Apart from their essential requirement
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during y-secretase complex assembly and maturation (Haass
2004), the function of the other subunits is unclear.

The 10l-amino acid protein PEN-2 is the smallest
subunit of the y-secretase complex (Francis er al. 2002;
Steiner ez al. 2002) and adopts a hairpin orientation in the
membrane with its N- and C-terminal domains facing the
luminal/extracellular space (Crystal et al. 2003; Bergman
et al. 2004). PEN-2 assembles as the last component during
y-secretase complex assembly and initiates PS endoprote-
olysis (Kim ef al. 2003; Kimberly ez al. 2003; Luo et al.
2003; Takasugi et al. 2003; Prokop et al. 2004). Within the
y-secretase complex, PS appears to be an important binding
partner of PEN-2, as in the absence of PS PEN-2 is
unstable and degraded by the proteasome (Bergman et al.
2004; Crystal et al. 2004). Furthermore, we recently
showed that PEN-2 is specifically required for the stabil-
ization of the NTF/CTF heterodimer following PS endo-
proteolysis and that this function requires the C-terminal
domain of PEN-2 (Prokop et al. 2004). Consistent with
these results, PEN-2 has also recently been found in
association with the PS1 NTF (Fraering ef al. 2004).
Finally, PEN-2 has recently been proposed to enhance the
activity of y-secretase after PS endoproteolysis (Shiraishi
et al. 2004).

In this study, we have dissected the functionally critical
C-terminal domain of PEN-2 by extensive mutagenesis to
define the sequence requirements for its PS fragment-
stabilizing function.

Materials and methods

Antibodies

The polyclonal antibody against the PEN-2 N-terminus (1638), the
polyclonal antibodies against the APH-laL C-terminus (433),
against the PS1 N-terminus (2953) and PS1 C-terminus (3027),
and the monoclonal antibody to the N-terminus (PSIN) were
described previously (see Steiner ef al. 2002; Prokop et al. 2004;
Shirotani et al. 2004 and citations therein). The polyclonal antibody
against the C-terminus of NCT (N1660) was obtained from Sigma
(St Louis, MO, USA).

c¢DNA constructs

Mutant PEN-2 variants were generated by PCR-mediated mutagen-
esis and cloned into the pcDNA3.1/Zeo(+) vector (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Silencer mutations that do not alter the
encoded amino acid sequence were introduced in all PEN-2
constructs as described (Prokop et al. 2004) to escape RNA
interference (RNAi). C-terminally myc-hexahistidine (mHg)-epi-
tope-tagged PEN-2 has been described before (Prokop et al. 2004).
All constructs were verified by DNA sequencing.

Cell culture and cell lines

HEK 293 cells stably expressing Swedish mutant APP (HEK 293/sw)
and the stable PEN-2 knockdown cell line have been described
before (Prokop et al. 2004). This cell line was stably transfected

with the indicated wild type (wt) and mutant RNAi-resistant PEN-2
constructs as described (Prokop et al. 2004).

Protein analysis

Membrane fractions of HEK 293 cells were prepared and analyzed
for the presence and interaction of the y-secretase complex subunits
by direct immunoblotting or coimmunoprecipitation as described
(Prokop et al. 2004).

Results

As PEN-2 requires the C-terminus to stabilize the PSI
fragment heterodimer within the y-secretase complex (Pro-
kop et al. 2004), we sought to define the precise sequence
requirements for this function by a mutagenesis analysis.
Although no obvious protein—protein interaction motif(s)
were found by database searches, the C-terminal domain
contains several evolutionary highly conserved amino acids,
in particular the D90, F94, P97 and G99 residues (Fig. 1a).
We first constructed C-terminally truncated PEN-2 variants
lacking the last three (PEN-2 AC3), five (PEN-2 ACS5) or
eight (PEN-2 ACS8) amino acids thus stepwise removing
highly conserved residues including the G99 and P97 or F94
(Fig. 1b). Throughout the study, the mutant PEN-2 cDNAs
constructs created were stably transfected in our previously
described PEN-2 knockdown cell line (HEK 293/sw cells in
which PEN-2 expression is stably knocked down by RNAI)

Lumen

Cytosol
PEN-2

WGALGRYLSFTIPLGTP
WGALGDYLSETIPLGTP
WGALGDYLSFTIBLGTPR
WGALGDYLSFTIPLETP

WGALGRYLSETIBLETP

Fig. 1 Schematic depiction of PEN-2 and its C-terminal domain. (a)
Sequence alignment of the C-terminal domain of human PEN-2 and its
homologues. The last 17 amino acids of PEN-2 (residues 84—101) are
shown, which are deleted in PEN-2 AC (Prokop et al. 2004). Residues
90, 94, 97 and 99 that are most highly conserved during evolution are
boxed in red. Hs, Homo sapiens; Mm, Mus musculus; Rn, Rattus
norwegicus; Dr, Danio rerio; Tn, Tetraodon nigroviridis; Xl, Xenopus
laevis; Dm, Drosophila melanogaster, Ag, Anopheles gambiae; Cb,
Caenorhabditis briggsae; Ce, Caenorhabditis elegans. (b) Schematic
representation of mutants generated in the C-terminal domain of hu-
man PEN-2. Deletions and substitutions are boxed in red.
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and tested for functional complementation of the PEN-2
deficiency (Prokop et al. 2004). As controls, we analyzed
PEN-2 knockdown cells stably expressing wt PEN-2 or the
previously described PEN-2 AC construct, in which the last
17 amino acids (residues 84-101, Fig. la) are deleted
(Prokop et al. 2004). As reported previously (Francis et al.
2002; Steiner et al. 2002; Luo et al. 2003; Hasegawa et al.
2004; Prokop et al. 2004), down-regulation of PEN-2 was
associated with an accumulation of the PS1 holoprotein,
reduced levels of PS1 fragments and impaired NCT matur-
ation, whereas levels of APH-lalL were not affected
(Fig. 2a). In agreement with our previous study (Prokop
et al. 2004), expression of wt PEN-2 allowed efficient
recovery of PS1 endoproteolysis and NCT maturation,
whereas expression of PEN-2 AC abrogated PEN-2 function
(Fig. 2a). Although expression of PEN-2 AC allowed PS1
endoproteolysis, the PS1 fragments were not recovered and
NCT maturation was still impaired (Fig. 2a). PEN-2 AC3
rescued the defect of the PEN-2 knockdown in PS1
endoproteolysis and considerably recovered NCT matur-
ation, whereas PEN-2 ACS5 allowed only partial rescue of the
PEN-2 knockdown defect and PEN-2 AC8 did not show
rescuing activity. Similarly as observed for PEN-2 AC, PEN-
2 ACS5 and PEN-2 ACS rescued the defect in PS1 endopro-
teolysis, but were defective in stabilizing the PS1 fragments
and in NCT maturation. Thus, progressive truncation of the
C-terminus was apparently associated with an increased loss
of function. As shown in Fig. 2b, PEN-2 function was also
abrogated in the same manner as observed for PEN-2 AC8 or
PEN-2 AC when we investigated the deletion mutant PEN-2
A90-94, which carries an internal deletion of the conserved
sequence block from D90 to F94 (Hasegawa et al. 2004)
while the terminal residues are left intact (Fig. 1b). The
C-terminally myc-hexahistidine-tagged PEN-2 mHg construct
(Prokop et al. 2004), in which the length of the luminal C-
terminal domain is roughly doubled by the tag, also did not
display normal PEN-2 function and behaved similar as PEN-
2 AC or PEN-2 AC8 or PEN-2 A90-94 (Fig. 2b). Thus,
shortening of the C-terminus by progressive truncation or by
an internal deletion or elongation of the C-terminus by
epitope-tagging interferes with PEN-2 function.

Although the above results indicate that proper length of
the PEN-2 C-terminus is critical for PEN-2 function, the
results obtained with the deletion mutants PEN-2 AC, PEN-2
AC5, PEN-2 AC8 or PEN-2 A90-94 do not exclude the
possibility that the observed loss of function of these mutants
was due to the removal of one or more conserved residues.
To address this possibility we investigated the functional
importance of the most conserved C-terminal residues by
site-directed mutagenesis and constructed the PEN-2 D90A,
F94A, P97A, and G99A mutants (Fig. 1b). In addition, we
created the corresponding DI0OA/F94A/P9TA/G99A quad-
ruple alanine mutant (PEN-2 4A) (Fig. 1b). Surprisingly, all
of the individual PEN-2 mutants restored PEN-2 function
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Fig. 2 Length of the C-terminus is crucial for PEN-2 function. (a)
Membrane fractions of HEK 293/sw cells (control), PEN-2 knockdown
cells (PEN-2 KD) and PEN-2 knockdown cells stably transfected with
RNAi-resistant cDNA constructs encoding either wild type (wt) PEN-2
or the indicated C-terminal PEN-2 mutant variants were analyzed for
PEN-2 by immunoblotting with antibody 1638 (to the PEN-2 N-termi-
nus), for PS1 holoprotein and NTF by immunoblotting with antibody
PS1N (to the PS1 N-terminus) and for NCT and APH-1aL by immu-
noblotting with antibodies N1660 (to the NCT C-terminus) and 433
(to the APH-1aL C-terminus). (b) Membrane fractions of HEK 293/sw
cells, PEN-2 knockdown cells and PEN-2 knockdown cells stably
transfected with RNAi-resistant cDNA constructs encoding wt PEN-2
orthe PEN-2 A90-94 or PEN-2 mHg mutants were analyzed for PEN-2,
PS1 holoprotein and NTF, NCT and APH-1aL as in (a).

(Fig. 3a) as judged by the recovery of normal PS1 fragment
levels and by the substantial restoration of NCT maturation
(Fig. 3a, see also individual PEN-2 G99A expressing cell
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clones in Fig. 3b). In contrast, the PEN-2 4A mutant allowed
PS1 endoproteolysis, but was still defective in stabilizing the
PS1 fragments and in NCT maturation and thus caused a
biochemical phenotype undistinguishable from that caused
by PEN-2 AC (Fig. 3a). Although these data showed that the
PEN-2 4A mutant is able to trigger PS1 endoproteolysis, it
remained possible that the expression level of the PEN-2 4A
mutant was too low to stabilize the PS1 fragments after PS1
cleavage (Fig. 3a). To address this concern we compared
three independent PEN-2 4A expressing cell clones (#3, #6,
#15) with selected independent cell clones expressing similar
low amounts of the rescuing mutant PEN-2 G99A (in
particular #4, #8). The independent PEN-2 4A and PEN-2
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Fig. 3 Overall sequence of the C-terminal domain is crucial for PEN-2
function. (A) Membrane fractions of HEK 293/sw cells, PEN-2
knockdown cells and PEN-2 knockdown cells stably transfected with
RNAi-resistant cDNA constructs encoding wt PEN-2 or the indicated
mutant PEN-2 variants were analyzed for PEN-2, PS1 holoprotein and
NTF, NCT and APH-1aL as in Fig. 2. (b) Membrane fractions of
HEK 293/sw cells, PEN-2 knockdown cells and PEN-2 knockdown
cells stably transfected with RNAi-resistant cDNA constructs encoding
either wt PEN-2, PEN-2 AC, PEN-2 4A (independent single cell clones
#3, #6, #15) or PEN-2 G99A (independent single cell clones #4, #7,
#8) were analyzed for PEN-2, PS1 holoprotein and NTF and NCT as in
(a).

G99A expressing cell clones showed a different biochemical
behavior (Fig. 3b). The PEN-2 G99A mutants (#4, #7, #8),
but not the PEN-2 4A mutants (#3, #6, #15), stabilized the
PS1 fragments (Fig. 3b) and restored NCT maturation. These
data unambiguously show that the PEN-2 4A mutant is
defective both in PS1 fragment stabilization and NCT
maturation. Taken together, these data suggest that whereas
individual mutations of the most highly conserved residues
can be tolerated, simultaneous mutation of these residues is
detrimental for PEN-2 function.

To address the question whether the C-terminal PEN-2
loss of function mutants PEN-2 ACS8, PEN-2 A90-94 and
PEN-2 4A identified above associated stably with the
v-secretase complex, we subjected CHAPSO-solubilized
membrane fractions to coimmunoprecipitation analysis with
an antibody to NCT. As shown in Fig. 4(a), robust amounts
of wt PEN-2 were coimmunoprecipitated, whereas consistent
with previous results (Prokop et al. 2004) only very minor
amounts of PEN-2 AC were coimmunoprecipitated. Simi-
larly, only tiny amounts of PEN-2 AC8, PEN-2 A90-94 and
PEN-2 4A were coimmunoprecipitated with the NCT
antibody (Fig. 4a). Compared to the deletion mutants, the
PEN-2 4A mutant was somewhat better recovered, indicating
very weak residual binding. As expected from our previous
results (Prokop ez al. 2004), compared to wt PEN-2 expres-
sing cells, only very low levels of PS fragments, as
exemplified by the PS1 NTF, and predominantly immature
NCT were coimmunoprecipitated from the PEN-2 mutant
cells, whereas similar amounts of APH-laL were coimmu-
noprecipitated from wt and mutant PEN-2 expressing cells
(Fig. 4a). Again, all C-terminal PEN-2 loss of function
mutants behaved very similar to the prototypic PEN-2 AC.
Since after PS1 endoproteolysis PEN-2 AC and the PS1
fragments fail to become stabilized within the y-secretase
complex and are therefore rapidly degraded by the protea-
some (Prokop et al. 2004), we asked whether the C-terminal
PEN-2 mutants could be found in association with the PS1
fragments when proteasomal degradation was inhibited. As
expected, inhibition of proteasomal degradation by MG132
treatment caused a robust accumulation of PEN-2 AC
(Fig. 4b). Similarly, the loss of function mutants PEN-2
AC8, PEN-2 A90-94 and PEN-2 4A accumulated under
these conditions. Furthermore, in cells expressing the
C-terminal loss of function mutants, the PS1 NTF and CTF
accumulated as well upon inhibition of proteasomal activity,
whereas due to their independent stabilization with APH-1
(Prokop et al. 2004), levels of NCT were not affected by the
inhibitor treatment (data not shown). Under these conditions,
the stabilized PEN-2 mutants could be coimmunoprecipitated
with the stabilized PS1 NTF and CTF (Fig. 4c). Thus, the
PEN-2 loss of function mutants and the PS1 NTF/CTF can
be coisolated within the y-secretase complex when they are
stabilized under conditions where their proteasomal degra-
dation is blocked.

© 2005 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2005) 94, 57-62



Anhang

122

Fig. 4 Complex formation of C-terminal PEN-2 loss of function
mutants with the PS1 NTF/CTF heterodimer upon inhibition of pro-
teasomal degradation. (a) Membrane fractions of PEN-2 knockdown
cells stably expressing RNAi resistant wild type (wt) PEN-2 or the
indicated PEN-2 variants were solubilized with CHAPSO and analyzed
for y-secretase complex formation by immunoprecipitation with an
antibody N1660 to the NCT C-terminus. Membrane fractions (left
panel) and immunoprecipitates thereof (right panel) were analyzed by
immunoblotting as in Fig. 2. Minor amounts of the PS1 NTF (in
C-terminal PEN-2 loss of function mutants, lanes 2-5, right panel) that
are coimmunoprecipitated with the NCT antibody most likely represent
residual endogenous PS1 fragments (due to the incomplete knock-
down of PEN-2). (b) PEN-2 knockdown cells stably expressing RNAi-
resistant wt PEN-2 or the indicated PEN-2 variants were treated with
MG132 (5 um) for 12 h. Membrane fractions were prepared as in (a)
and analyzed by immunoblotting with antibodies 1638, PS1N and
antibody 3027 (to the PS1 loop). (c) PEN-2 knockdown cells stably
expressing RNAi-resistant wt PEN-2 or the indicated PEN-2 variants
were treated with MG132 as in (b). Membrane fractions were solubi-
lized with CHAPSO and analyzed for y-secretase complex formation
by immunoprecipitation with antibody 2953 (to the PS1 NTF) and
immunoblotting as in (b).

Discussion

To further define the sequence requirements for PEN-2
function, we have dissected its functionally critical C-ter-
minal domain (Prokop et al. 2004) by probing a variety of
diverse mutants for functional complementation of PEN-2
deficiency. We had previously shown that C-terminally
epitope-tagged PEN-2 as well as C-terminally truncated
PEN-2 (PEN-2 AC) rescued the defect of PEN-2 deficiency
in PS1 endoproteolysis, but that these PEN-2 variants were
still defective in stabilizing the PS1 fragments after endo-
proteolysis has occurred (Prokop et al. 2004). In extension of
these results, we now demonstrate that both progressive
C-terminal truncation as well as an internal deletion causes
the loss of function phenotype described above. This
suggests that proper length of the C-terminal domain is
required for the PS fragment-stabilizing function of PEN-2.
The critical dependence of PEN-2 function on the length of
its C-terminus may suggest a tight spatial arrangement of the
PEN-2 subunit within the y-secretase complex and indicates a
critical requirement for spatial accessibility of the C-terminal
domain. This assumption is corroborated by the observation
that C-terminally GFP-tagged PEN-2 is not functional
(Francis et al. 2002) and by a mutagenesis study similar to
ours by Hasegawa ef al. (2004) while this work was in
progress. Besides length, our mutagenesis study also sug-
gests that the overall sequence rather than individual
conserved residues of the C-terminus is a critical functional
determinant of PEN-2. This is supported by the observation
that individual substitutions of evolutionary highly conserved
C-terminal residues (D90, F94, P97 and G99, Fig. 1) with
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alanine are functionally tolerated, whereas multiple substitu-
tions of the same residues with alanine are not. This
observation suggests that the highly conserved D, F, P, G
residues (in particular the D, F and P residues) constitute or
are part of a functionally important sequence segment whose
overall integrity and spatial accessibility is crucial for
mediating PS fragment-stabilizing interactions of PEN-2
within the y-secretase complex. Within such a sequence
segment, a single point mutation may be tolerated because
the remaining conserved residues are left intact and thus
remain available for stabilizing interactions, whereas the
stabilizing interactions are abrogated when several conserved
residues are mutated. Apparently, during evolution key
amino acid residues within this sequence segment were
preserved, probably because the entire set of these con-
served amino acid residues together allows optimal pro-
tein—protein interaction(s). This sequence segment in the
PEN-2 C-terminal domain may adopt a certain structure
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required for stabilizing protein—protein interaction(s) within
the y-secretase complex. Alternatively, the sequence segment
in the PEN-2 C-terminal domain may be naturally unfolded
and stabilized by appropriate protein—protein interaction(s)
within the y-secretase complex.

Consistent with their failure to undergo their characteristic
PS fragment-stabilizing interactions, the PEN-2 C-terminal
loss of function mutants failed to stably associate with the
other y-secretase complex subunits. However, under condi-
tions when their proteasomal degradation and that of the PS1
fragments was blocked, the PEN-2 C-terminal loss of
function mutants could be found in stable association with
the PS1 fragments. Thus, the otherwise unstable interaction
of the C-terminal PEN-2 mutants with the PS1 fragments can
be recovered provided that degradation is blocked. These
data may therefore suggest that, within the y-secretase
complex, PEN-2 acts as a molecular clamp that holds
together the PS fragments (and thereby itself) in the
complex.
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