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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aligemeine Einflihrung in die Alzheimer-Krankhei

.Wie heil3en Sie?"

JAuguste.”

»und lhr Nachname?*

LAuguste.”

.Wie lautet der Name lhres Ehemannes?”
LAuguste.”

So lautete der Dialog zwischen der Patientin Augstund ihrem Arzt Alois Alzheimer
(siehe Abb. 1) im Jahre 1901 (1). Sechs Jahre rspddeh dem Tod der Auguste D.,
brachte A. Alzheimer zum ersten Mal in seiner Viiflichung ,Uber eine eigenartige
Erkrankung der Hirnrinde* die klinische Symptomatidker Erkrankung mit den
neuropathologischen Befunden (Amyloid-Plaques undurafibrillare Bindel) in

Zusammenhang (2) und schuf damit den Beginn deschang Uber die nach ihm

benannte Demenz vom Alzheimer-Typ.

Abbildung 1: Alois Alzheimer (1864-1915]Quelle: (3)]
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Mittlerweile stellen die Demenzen mit einer Pramalevon 250/100 000 Einwohner ein
groBes gesellschaftliches Problem dar. Neben amdddemenzformen, wie die
frontotemporalen und vaskularen Demenzen, ist @m&nz vom Alzheimer-Typ mit 60%
die haufigste Form. In Deutschland sind derzeitlc®00 000 Menschen betroffen, bei
Personen lber 84 Jahre betragt die Pravalenz @gaB0% (Masuhr und Neumann,
Neurologie, Duale Reihe, Thieme Verlag, 2005).

Die Erkrankung manifestiert sich meist ab dem 6&hdnsjahr mit langsam progredienten
Gedéachtnis-, Orientierungs- und Aufmerksamkeitsstgen. Die Patienten verlieren
zunehmend ihre Selbststandigkeit, werden inkontinend pflegebedtrftig. Daraus
ergeben sich Komplikationen wie Dekubitus, Lungebele oder Pneumonie, woran die
Patienten in der Regel nach einer Krankheitsdaaer5sbis 8 Jahren versterben (Masuhr

und Neumann, Neurologie, Duale Reihe, Thieme Ve28g5).

Neben der am haufigsten vorkommenden sporadisclareitner-Demenz beruhen 5-10%
der Falle auf genetisch vererbten Mutationen. Mannh diese vererbbare Form der
Erkrankung, bei der die betroffenen Individuen vwlseh frither erkranken, FAD (familial
Alzheimer’s disease). Anhand dieser familiaren Fden Erkrankung wurden drei Gene
fur die Entstehung der Demenz entdecBAPP (-amyloid precursor protein), PS
(presenilin) 1 und 2 (4-7).

Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit espgiten Beginn der Krankheit gehauft
das ApoE4-Allel tragen. Daher konnte das ApgEAllel als Risikofaktor fur die
Entstehung der Alzheimer-Erkrankung identifiziegrden (8,9).

Neuropathologische Korrelate sind  die Amyloid-Rles; (siehe Abb. 2A) und
intrazellulare neurofibrillare Bindel (siehe Abb.B)2 die aus Aggregaten des
mikrotubulus-assoziierten Proteins Tau zusammetxjesiad (10). Die Amyloid-Plaques
bestehen hauptsachlich aus extrazellularen Aggregids 39 bis 43 Aminoséauren langen
Amyloid-B-Proteins (48) (11), wobei 842 den grol3ten Anteil bildet (12).
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Abbildung 2: Neuropathologische Kennzeichen der Alzeimer-Krankheit

A: Mikroskopische Aufnahme eines Amyloid-Plaque$e{lll, umgeben von dystrophen Neuriten
(Pfeilspitze)

B: Elektronenmikroskopische Aufnahme neurofibrégi&Biindel (Pfeil) [Quelle: (13)]

1.2 Molekularbiologische Grundlagen der Alzheimesaditkheit

1.2.1 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Der Zusammenhang zwischen den neuropathologischennzeichen der Demenz,
Amyloid-Plaques und neurofibrillaren Bindeln, urehrdklinischen Erscheinungsbild, den
A. Alzheimer bereits vor Uber 100 Jahren erkantiehavirft bis heute groRe Fragen auf.
Das wohl anerkannteste Erklarungsmodell, die Andylbaskaden-Hypothese (14,15),
geht davon aus, dass das Amyl@iRrotein (A3), im Speziellen das aus 42 Aminoséauren
bestehende 42, am Anfang einer Kaskade von Ereignissen st&ft.ist somit der
Ausloser dieser fatalen Erkrankung. Neueste Forggdrrgebnisse geben Anlass sich von
der friheren Vorstellung zu entfernen, die die groBnloslichen Amyloid-Plaques an den
Anfang der Kaskade gestellt hat. Studien zeigess diée Menge an I6slichemBAesser
mit der Starke des kognitiven Verfalls korrelieats die Anzahl der Amyloidplaques im
Gehirn (16-19). Durch Injektion von naturlichen liésen AB-Oligomeren konnte in
Ratten eine verminderte Langzeitpotentation (etglttysiologisches Korrelat fur Lernen
und Gedachtnis) im Hippocampus (20) und eine Véestlterung der Gedachtnisfunktion
in Bezug auf erlerntes Verhalten (21) nachgewiegemden. Interessant ist, dass der Effekt

der nattrlichen B-Oligomere auf die Langzeitpotentation durch dib&aon anti-A-
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Antikorpern (sowohl mit aktiver als auch mit pagsivmmunisation) in vivo neutralisiert
werden konnte (22). Diese Erkenntnis eroffnet néuresétze in der Therapie der
Erkrankung. Die anti-f-Immunotherapie stellt so eine zuklnftige erfolgspeechende

Behandlungstherapie dar (23,24).

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese (siehe Abb. 3) stelleranderungen im [
Metabolismus an den Anfang der Kaskade. Die Gesangman f kann entweder durch
erhohte Produktion und bzw. oder durch einen vederiten Abbau erhoht sein. Von
Bedeutung ist die relative Erh6hung vof4R (erhthtes Verhéltnis vonpA2 zu A340),
da AB42 in vivo die hdchste Neigung besitzt Oligomerebi#den (25). Die &-Oligomere
sind, in einer bis dato nicht verstandenen Werisdger Lage die Funktion der Synapsen zu
beeintrachtigen. Man vermutet, dass sich die Ibdshc Oligomere an spezifische
Rezeptoren der Synapsenplasmamembran binden, wodeatektive Stérungen in einer
ausgewahlten Gruppe von Neuronen verursacht welitiee. andere Moglichkeit ware,
dass die Oligomere nicht-spezifisch an eine Vidlzam Rezeptoren und Kanalproteine
binden, wodurch eine Vielzahl von unginstigen Sigffiekten hervorgerufen wird.
Gleichzeitig bildet A im Gehirnparenchym mikroskopisch sichtbare, nfdbritlare
(diffuse) Ablagerungen und fibrillare pAPlaques. Ebenso kbdnnen lokale
Entzindungsreaktionen (Mikrogliose, AstrocytosekgriMst von Nervenfortsatzen und
Neuritendystrophie beobachtet werden. Mit der Zéliren diese Ereignisse zu einer
Anzahl von biochemischen Veradnderungen wie z.B. datktem Stress, einer
Beeintrachtigung des lonen-Gleichgewichts (z.B.c@ah) und bzw. oder zu einer
veranderten Aktivitat von Kinasen und Phosphat#22h

Ein Beispiel dafur stellt die abnorme Phosphoryingy des Tau-Proteins durch die GSK3
(glykogen synthase kinase 3) und cdk5 (cyclin-ddpahkinase 5) dar (26,27). Das Tau-
Protein ist dafir verantwortlich, die Mikrotubulichtige Bestandteile des Zytoskeletts,
zu stabilisieren. Das hyperphosphorylierte Tau<tnotdissoziiert jedoch von den

Mikrotubuli, die dadurch destabilisiert werden, abd bildet die zuvor beschriebenen
Tangles (27).

Die Kaskade fuhrt schliel3lich zur neuronalen Dykfiom, zum Zelltod und dem damit

einhergehenden Transmittermangel (22).
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Veréanderungen im pxMetabolismus
(erhohte A-Produktion, erhdhtes ()2/40-Verhaltnis, reduziertepADegradation)

l

Bildung von A3-Oligomeren und ersten (diffusen) Ablagerungen
l

Subtile Effekte der I6slichen Oligomere auf die &ysenfunktion
l

Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten
l
Fortschreitende Schadigung der Neuriten und Symapse

l

Beeintrachtigung des lonen-Gleichgewichts und diideéSchaden

l

Veranderte Aktivitatrv&inasen/ Phosphatasen> Neurofibrillare
Bundel

l
Neuronale Dysfunktion und Zelltod assoziiert miolahergem Mangel

l

Demenz

Abbildung 3: Vereinfachte schematische Darstellungler Amyloid-Kaskaden-Hypothese
[Quelle: maodifiziert nach (28)]
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1.2.2 Proteolytische Prozessierung &P

Das BAPP (-Amyloid Precursor Protein) ist ein Typ | Transmearprotein, das vom

endoplasmatischen Retikulum zur Zelloberflache dpartiert wird. Wahrend dieses

Transportes reift es durch N- und O-Glykosylierumggulfatierung und Phosphorylierung

(29-31).

AB entsteht durch proteolytische Prozessierung (88BRAPP (siehe Abb. 4 und 5), indem
zuerst dieB-Sekretase BACE-1B{site APP cleaving enzyme 1) und anschlieRendyder

Sekretase-Komplex d@isAmyloid-Vorlaufer-ProteirBAPP schneiden. Aul3erdem existiert

noch ein weiterer Prozessierungsmechanismus, d@ildeng von A3 entgegenwirkt. Bei

diesem schneidet anstelle lieGekretase die-Sekretase.

I-BAPPa

-BAPPB

g |
T-sec o-sec p-sec
= b
D BAPP CTFa ¢ BAPP CTFB
AICD
Cytoplasma

AB

}' SeC
, Lumen

AICD

Abbildung 4: Prozessierung vorAPP durch die a-, - und y-Sekretase
Das Schema zeidtAPP mit der A-Doméane (blau und oranger Zylinder). Dargestelitdi

Prozessierung durch diea-/y-Sekretase

bzw. B-/y-Sekretase

und die

entstehenden

Prozessierungsprodukte, p3 und. A-BAPPu/f, 16sliches BAPPu/f; BAPP CTFRu/B, BAPP C-
terminales Fragmeni/3; AICD, BAPP-Intrazellular-Doméne; sec, Sekretase

[Quelle: maodifiziert nach (33)]
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AP (siehe Abb. 4, rechte Seite) entsteht, indempesekretase BACE-BAPP an deiB-
Schnittstelle (Aspartatl) schneidet und damit dasslidhe BAPPB und das
membrangebundene C-terminale FragmgniBAPP CTH) generiert (34-38). Das C-
terminale Fragmenp kann nun von deny-Sekretase-Komplex weiter in Richtung C-
Terminus gespalten werden, unp &Au bilden. Der Schnitt derSekretase ist variabel. So
konnen A8-Peptide bestehend aus 37 bis zu 48 Aminosaurdmgaatesen werden (39),
wobei AB40 am haufigsten gebildet wird und der Anteil vo4& nur 5-10% betragt (12).
Zusatzlich kann BACE-1 auch an einer weiteren Stdtelle (Glutamatll) angreifen
(siehe Abb. 5). Dieser Schnitt fuhrt zu einer N¥igral verkirzten -Form (35,40-42).

Der antiamyloidogene Prozessierungsweg wirkt ded&ktion von A entgegen (siehe
Abb. 4, linke Seite). Zuerst schneidet diSekretase innerhalb de3ARegion, um das
l6sliche BAPPo. in das Lumen freizusetzen. Anschlie3end wird dasder Membran
verbliebenepAPP CTFRu von dery-Sekretase gespalten und damit das Produkt dieser
Prozessierung, p3, freigesetzt (43-45).

Bei beiden Prozessierungswegen wird durch die Biyste deg-Sekretase-Komplexes die
BAPP-Intrazellular-Domane (AICD) in das Cytosol gesetzt (46,47). Aul3erdem konnte
nachgewiesen werden, dass BACE-1 (und BACE-2 (sieh2.1)) A nach deny-Schnitt
an der Aminosaure 34 schneiden kann (48-50) (e 5).

11
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BACE-2
BACE-2 BACE-1 BACE-2 BACE-1

TATVIVITL
1 11 34
1 T
a-Sekretas y-Sekretase

Abbildung 5: Prozessierung vorAPP

Dargestellt ist ein Abschnitt vopAPP, der die f-Domane enthalf3APP wird von BACE-1 an
der Aminosaure Aspartatl geschnitten, wobei dalchisBAPPS entsteht. Jedoch ist auch ein
Schnitt an der Aminosaure Glutamatll moglich. BAZEehneidetBAPP innerhalb der p:
Doméane an den Aminosauren 19 und 20, jedoch audiniem geringeren Ausmal an der
Schnittstelle Aspl. Dien-Sekretase schneidet ebenfalls innerhalb dpfDAméane. Nach der
Prozessierung durch die- und B-Sekretase schneidet dieSekretase vorwiegend an den
Aminosauren 38/40/42/46/49. Sowohl fur BACE-1 algla fir BACE-2 konnte nach dem
Schnitt ein Schnitt an der Aminosaure 34 nachgesmegerden. [modifiziert nach (49)]

1.2.2.1 Diena-Sekretase und BACE-2

Als a-Sekretasen (siehe Abb. 5), die den antiamyloidegdProzessierungsweg initiieren
(43-45), konnten membrangebundene Zink-Metalloaisda (51) identifiziert werden. Fur
mehrere Proteasen der ADAM-Familie (a disintegrimd anetalloproteinase), darunter
ADAM 9 (52), ADAM 10 (53) und ADAM 17 (54,55), wueddie a-Sekretasen-Aktivitat
beschrieben.

Neben denu-Sekretasen der ADAM-Familie konnte eine weiteret€ase, BACE-2f}-site
APP cleaving enzyme 2), mit einerdhnlichen Aktivitdt nachgewiesen werden (siehe
Abb. 5) (42,56). Die homologen Proteasen BACE-1 BACE-2 stimmen in 64% der
Aminosauresequenz Uberein (57). Die Aspartylpr@dd&CE-2 zeigt sich in Bezug auf
eine luminale Glykosylierungsstelle, einem lumimale Cysteinbereich, der
Signalpeptidschnittstelle und der Transmembrandentinp-Sekretase konserviert (58).
In-vitro Versuche zeigen, dass BACE3APP an de-Sekretase Schnittstelle schneiden
kann. Dies geschieht jedoch mit einer sehr geringéfizienz (56,59,60). Es konnte
nachgewiesen werden, dass BACE-2, ahnlich wieodBekretaseBAPP hauptsachlich

12



Einleitung

innerhalb der A-Region, an den Aminosauren 19 und 20, schneidsamit die Bildung
von AB verhindert (42).

1.2.2.2 Den-Sekretase-Komplex

Die y-Sekretase ist eine bemerkenswerte Protease, dassieermag innerhalb der
hydrophoben Umgebung der Membran ihr Substrat fuesden. Sie besteht aus vier
Proteinen (siehe Abb. 6), die alle zusammen notwesidd, um die Aktivitat der Protease
zu entfalten. Der Komplex setzt sich aus PresediliPS1) oder Presenilin-2 (PS2),
Nicastrin (Nct), anterior pharynx-defective phempeyAPH-1) und PS-enhancer (PEN-2)
zusammen (61-64). Nachdem @isSekretase BACE-BAPP geschnitten hat, kann das in
der Membran verbleibende C-terminale Fragnfe€TH3) zum aktiven Zentrum des
Sekretase-Komplexes transferiert werden. Fir digivA&t der y-Sekretase sind die
Aspartate der Transmembrandoménen 6 und 7 von B3H$g5entiell. Dies konnte gezeigt
werden, indem die Aspartate der Transmembrandom@uea 7 mutiert wurden. DiepA
Produktion lie3 sich bereits durch die Mutation veimem der Aspartate vollstandig
verhindern (65,66). PS1 und PS2 werden durch Aateptyse der zytosolischen Schleife
zwischen den Transmembrandoménen 6 und 7 aktiwertlurch ein N- und ein C-
terminales Ende (NTF, CTF) entsteht (67), die asier gebunden (68) in einem
hochmolekularen Proteinkomplex in der Zelle vorirg69). Im Gegensatz zu anderen
Aspartylproteasen, wie zum Beispiel BACE-1, entl@& jedoch kein D(T/S)G(T/S)-
Motiv im aktiven Zentrum, sondern ein GxGD-Motiv udas kritische Aspartat in der
Transmembrandoméne 7 (70). DeiSekretase-Komplex ist in der Lage (BTkan
verschiedenen Stellen innerhalb der Transmembraadeng-, - und y-Schnittstelle,
siehe Abbildung 6b) zu schneiden. Es wird angenomnaass dere-Schnitt die
Intrazellulardomane (ICD) ins Cytosol freisetzt (AB72).Das restliche in der Membran
verankerte Fragment kann dann an g&chnittstelle weiter prozessiert werden (39,73),
bevor es letztendlich an desSchnittstelle gespalten wird und damip Aeigesetzt wird.
Der variabley-Schnitt tritt mindestens nach den Aminosauren 88, oder 42 (die

Nummern beziehen sich auf die3/%&equenz) auf (28). Dap42 in vivo die héchste

13
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Neigung besitzt Oligomere zu bilden (25pielt die Lokalisation desg-Schnittes eine
wichtige Rolle in der Pathogenitat vorp A

Momentan sind mehr als 160 Punktmutationen {@)PS1-Gen und einige wenige im
PS2-Gen bekannt, die mit einer familidren Form Aleheimer-Erkrankung einhergehen.
Die meisten Mutationen haben zur Folge, dass dak&ltais A342 zu A340 erhoht ist.
Das kann darauf beruhen, dass @Tdzw. die langeren Spezies haufiger nach der
Aminosaure 42 als nach der Aminosaure 40 geschmitierden und so mehrpA42 als
APB40 gebildet wird (15,39). Es kann jedoch auch nofigkein, dass 40 vermindert
gebildet wird (75).

BAPP ist nicht das einzige Substrat deBekretase. Fir viele Transmembranproteine
konnte eine Prozessierung durch gigekretase nachgewiesen werden, unter anderem fur
APLP1 (76), Notch 1-4 Rezeptor (77-79) und CD4@)(®ie Prozessierung der Notch-
Rezeptoren stellt eine besonders wichtige physiethg Funktion defy-Sekretase dar.
Dies wurde offensichtlich, nachdem man Mausen &is Bnd das PS2-Gen oder das PS1-
Gen alleine ausschaltete und die Tiere als Folgeneletalen Phanotyp zeigten, welcher
dem Notch-Knockout glich (81). Durch die Prozessigr von Notch wird die Notch-
Intrazellular-Doméne freigesetzt (82). Die Notclvdazellular-Domane spielt durch die
Induktion von Signaltransduktionswegen eine bedwdgeRolle in der embryonalen

Zelldifferenzierung (82) und z.B. bei der Differégxaing der T-Lymphozyten (83).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der amyloiderProzessierung vorBAPP und desy-
Sekretase-Komplexes

In der Abbildung 6a ist die BBildung durch proteolytische Spaltung v@APP dargestellt.
Nachdem BACE-1BAPP geschnitten hat, kann das in der Membran \edide CTB (C-
terminales Fragmerf) zum aktiven Zentrum desSekretase-Komplexes transferiert werden. PS1
und PS2 werden durch Autoproteolyse, es entstahileund ein C-terminales Ende (NTF, CTF),
aktiviert. Den zwei Transmembranaspartaten (D) @ensmembrandomane 6 und 7 (grine
Zylinder) von NTF und CTF wird eine wichtige Bedang im katalytischen Zentrum des
Sekretase-Komplexes zugeschrieben. Weitere flrFdiektion essentielle Bestandteile der
Sekretase sind Nicastrin (NCT), PEN-2 und APH1 (ARHder APH1b). Dig-Sekretase spaltet
CTH3 in AB und AICD BAPP-Intrazellular-Doméne). In der Abbildung 6b as& Aminosaure-
Sequenz deBAPP um den Bereich der Intermembrandoméne aufdefdier Nummern beziehen
sich auf die 8-Sequenz). Dig-Sekretase ist in der Lage Cmehrfach zu schneiden-{¢- und
y-Schnittstelle), wobei dig-Schnittstelle mindestens nach der Aminosaure @&dér 42 auftreten
kann. [Quelle(33)]
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1.2.2.3 Dief-Sekretase BACE-1

Das Gen fur di@-Sekretase, BACE-B{site APP cleaving enzyme 1), wurde 1999 nahezu
gleichzeitig von vier verschiedenen Forschungsgeap{82,35-37) entschlisselt. Nur ein
Jahr spéater konnte Hong et al. (84) die drei-dinograde Struktur der Ektodomane
zusammen mit dem BACE-1 Inhibitor OM99-2 in der Haillstruktur darstellen (siehe
Abb. 7).

Abbildung 7: Kiristallstruktur von BACE-1 im Kompl ex mit dem Inhibitor OM99-2

Raumliche Darstellung von BACE-1 als Schleifendsagm: N-Lappen blau, C-Lappen gelb,
Insertions-Schleifen A-G lila, COOH-Ende grin, loikbr OM99-2 rot

[Quelle: (84)]

Die membrangebundene Aspartyl-Protease BACE-1 dsidtbb. 8) ist aus 501
Aminosauren aufgebaut, bestehend aus einer Ektaumrader Transmembrandoméne
und einer C-terminalen cytoplasmatischen Doméane,miwvoes sich als Typ-I
Transmembranprotein auszeichnet. Die Protease zbeswei katalytische Zentren
innerhalb der Ektodomane, die beide die typischea#sl-Protease-Signatur D T/S G T/S

enthalten, wobei die zweite oder vierte StelleAli@inosaure T oder S sein kann.

Zudem beinhaltet die Ektodomane von BACE-1 vier lietig N-Glycosylierungsstellen

und sechs Cysteinreste, deren Funktion die Bildwmgdrei Disulfidbriicken darstellen.

BACE-1 wird als Praeproprotein gebildet. Nach ddéispaltung des Signalpeptids, wird
die Prodoméne durch eine furindhnliche Proteasesiaiten (85-88). Dies geschieht,
nachdem BACE-1 das endoplasmatische Retikulum sseta hat (89). Vom Golgi-

Apparat aus erreicht BACE-1 schlief3lich die Plasmaoran, von wo es via Endocytose
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die Endosomen erreicht. Ein Teil kann jedoch auotktiber das Trans-Golgi-Netzwerk
in die Endosomen gelangen (90,91). Die Endosomamtkda fur BACE-1 aufgrund des
sauren pH-Optimums den bevorzugten Wirkungsorteléea (92).

Nach der vollstandigen Reifung wird die ProteaseCBAL vermutlich in Golgi- oder
Postgolgikompartimenten an ihrer cytoplasmatischBoméane, am Serin 498,
phosphoryliert (91). Diese Phosphorylierungsststbliel3t sich dem Dileucin-Motiv der
cytoplasmatischen Domane, welches fur den korrekiaansport der Protease
verantwortlich gemacht wird (90), an. Findet die ofphorylierung an der
cytoplasmatischen Domane nicht statt, wird BACE-@inb Rucktransport von der
Zellmembran in den frihen Endosomen ,festgehaltemd gelangt nicht in die spaten
Endosomen oder das Transgolgi-Netzwerk (91). Augtchd solche Veranderungen im
Transport von BACE-1 innerhalb der Zelle kénnte dagpfindliche Gleichgewicht von
verschiedensten Faktoren, das zur physiologischetstéhung von A fuhrt, gestort

werden.

SPpro Lumer Cytoplasma

x (¢)
N DTGS DSGT SLL C

™

Abbildung 8: Schematische Darstellung von BACE-1

Die Abbildung zeigt schematisch dieSekretase BACE-1 mit der cytoplasmatischen Domuae
der ins Lumen ragenden Ektodomane.

Rosa Kasten, Signalpeptid (SP); lila Kasten, Prddwn(pro); hellblauer vertikaler Kasten,
Membran; Sternchen, Kkatalytisches Zentrum der Bsetemit D T/S G T/S Motiv;
Transmembrandoméne, TM; N-terminales Ende, N; @itales Ende, C; Ring, Serin-Dileucin-
Motiv, SLL

Besonders das zentrale Nervensystem zeigt eine Ratieinexpression von BACE-1.

Jedoch lasst es sich auch in Herz und Leber undsetit geringer Expression in der

Bauchspeicheldriise, den Nieren, dem Thymus, dex Wid der Lunge nachweisen. Im
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Gegensatz dazu wird die Protease BACE-2 stark inplperen Geweben wie der
Bauchspeicheldrise und der Plazenta exprimiert. demtralnervensystem ist die

Proteinexpression von BACE-2 gering (57,93).

Eine familiare Form der Alzheimer-Erkrankung, die einer schwedischen Familie
aufgetreten ist, macht die Funktion dpfrSekretase besonders deutlich. Betroffene
Patienten besitzen eine DoppelmutationplaPP-Gen, auch Schwedenmutation (APPsw)
genannt. Diese Mutationen (Lysin59%\sparagin und Methionin596Leucin) liegen
genau in der BACE-1-Schnittstelle und fuhren datass sich die Affinitat von BACE-1
zu BAPP deutlich erhdht (94-96). Dadurch erhoht sichh den BACE-1 prozessierte
BAPP-Anteil, mehr A wird gebildet und die Mutationstrager erkrankeiihfran der

Alzheimer-Demenz.

Die Inhibition der B-Sekretase stellt eine mogliche Therapieoption A&heimer-
Erkrankung dar. Eine hochspezifische Inhibitionrkanm Beispiel durch die Ausbildung
charakteristischer Sekundarstrukturen, die dasvekHentrum der Aspartylproteasen
raumlich blockieren, ohne dabei selbst proteoliitigespalten zu werden, erzielt werden
(97-99). Um Nebenwirkungen der Therapie ausschtiefie kdnnen, ist die Suche nach
Substraten von BACE-1 nebdfAPP von grol3em Interesse. Ein Hinweis darauf, dass
BAPP nicht das Hauptsubstrat der Protease darstgdhen Untersuchungen an
polarisierten Zellen. Hier konnte man zeigen, dA8€E-1 bevorzugt apikal und nur in
geringen Mengen basolateral sortiert wird. APHadbch an der apikalen Oberflache nur
sehr gering nachweisbar, da APP hauptséchlich dt@sal sortiert wird. Das wenige
basolateral sortierte BACE-1 konkurriert zusatzlioiit der vorwiegend basolateral
sortiertena-Sekretase. Daher wird ein grof3er Teil W&PP von der antiamyloidogenen
Sekretase und nur ein geringer Teil von pkSekretase prozessiert (100). Fur P-selectin
glycoprotein ligand-1 (101), Sialyl-Transferase SB (102) und Neuregulin-1 (103,104)
konnte eine Proteolyse durch BACE-1 gezeigt werd&euregulin spielt eine
entscheidende Rolle in der Schwann-Zell-Entwicklungl in der Myelinisierung von
peripheren Nerven (105,106). In der Tat zeigen BAGKnock-out-Mause eine
Anhaufung von unprozessiertem Neuregulin-1, eimeingerte Myelinisierung und einen
veranderten Aufbau der peripheren Nerven (103,1Diéser Phanotyp entspricht dem der
Neuregulin-Knock-out-Mause. Daher kdnnte es sewssceine Proteolyse von Neuregulin

durch BACE-1 fur eine korrekte Entwicklung der péeren Nerven notwendig ist.
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1.2.3 BACE-1 Regulation in der Alzheimer-Krankheit

In mehreren Studien konnte im Frontal- und Tempepaken von Alzheimer-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen erhéhte BACE-1-Proteinmemgend Aktivitdten nachgewiesen
werden (107-112).

Einen weiteren Beitrag zur Unterstitzung der Thegodiass erhbhte BACE-1-Level zur
Entstehung der Krankheit beitragen und nicht eiokgd-der Krankheit darstellen, geben
neue Forschungsergebnisse. In einem Alzheimer-Madsin(TG2576, APPsw) konnten
erhohte BACE-1-Proteinmengen nachgewiesen werdevgrbneuronaler Zelltod eintrat
(113). Zudem beobachtete man in der Immunfluoreszwohl in Gehirnen von Mausen
(siehe Abb. 9) als auch in humanen Gehirnen, een@ACE-1-Expressionen, die
besonders um die pA42-positiven Plaques dargestellt werden konntane Enégliche

Erklarung fur diese Erscheinung ist, das$4? beruhend auf einem bisher nicht
verstandenen Mechanismus, die BACE-1-Expressiorhregaliert (113) und so einen

»Circulus vitiosus" in Gang bringt.

Abbildung 9: Konfokale Aufnahme eines Hirnschnittes einer 5XFAD Maus (APP/PS1
transgenic)

Die Amyloid-Plagques sind blau dargestellt, sie veerdson Neuronen mit erhéhter BACE-1-
Expression (rot) und Astrozyten (grin) umgeben.gi@u (113)]

Im Gegensatz zu der Erhéhung der Proteinexpressidaehirn von Alzheimer-Demenz-
Patienten wird von keiner Erhdhung der BACE-1-mRNRé&richtet (114,115). Deshalb
wird angenommen, dass die Hochregulation von BAGQE-der Alzheimer-Demenz auf

posttranskriptioneller Ebene erfolgt. Denkbar weéire verminderter Abbau von BACE-1,
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z.B. durch einen veranderten endosomalen oderdysalen Transport, oder eine erhohte
Translation. Eine erhéhte Translation kbnnte z.&cl eine Veranderungen der 5’UTR
(untranslated region) von BACE-1 erklart werden. Kesnte gezeigt werden, dass die
5'UTR die Rate der Translation hemmt, ohne dakeiTdanskriptionsrate zu beeinflussen
(116). Dies konnte darauf beruhen, dass die 5'UTRId ihre Sekundéarstruktur die

Ribosomen an einer effizienten Translation hin¢lel7,118).

1.2.4 p25 und cdk5 in der Alzheimer-Krankheit

In der Diskussion Uber die Pathogenese der Alzhelnaankung spielt auch die
cyclinabhéngige Kinase 5 (cyclin-dependent kinasecdk5) eine Rolle. Die Serin-
Threonin-Proteinkinase cdk5 besitzt eine entscimeide Funktion in der normalen
Entwicklung des zentralen Nervensystems (119). é&hitden von Alzheimer-Demenz-
Patienten konnte im Vergleich zu Kontrollgehirneneeca. 2-fach erhdhte Aktivitat der
cdk5 gemessen werden (120). cdk5 wird durch dielig und Phosphorylierung von p35
oder p39 aktiviert. Durch neurotoxische Vorgange ischamie, oxidativer Stress oder der
Bildung von A342 wird der Calciumspiegel in den Neuronen erh&@&durch kann die
Cystein-Protease Calpain aktiviert werden. Calpsinbefahigt das membrangebundene
p35 in ein N-terminales pl0-Fragment und ein C-teates p25-Fragment zu spalten
(121-123) (siehe Abb. 10). p25 wird im Gehirn dézheimer-Demenz-Patienten vermehrt
gebildet (124). Jedoch findet man in der Literaauch widerspriichliche Ergebnisse, in
denen von einer nicht signifikanten (125) oderexnirigten p25-Produktion (126) berichtet
wird. p25 ist in der Lage cdk5 zu stabilisierenr P25-cdk5-Komplex ist im Gegensatz zu
dem p35-cdk5-Komplex nicht mehr an die Membran geleu, da p25 frei in der Zelle
beweglich ist (127). Die p25-induzierte Dysreguatder Kinase cdk5 wird fir eine Reihe
von neurodegenerativen Prozessen verantwortlichagletn Zum Beispiel ist sie an der
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins und so an Bilelung der neurofibrillaren
Bindel beteiligt (128). AufRerdem wird sie mit ddroBphorylierung vorgAPP und in
Folge dessen mit einer erh6hten Bildung vghiA Zusammenhang gebracht (129). Man
vermutet, dass die Thr668 Phosphorylierung von AHRfedingt durch eine
Konfirmationsverdnderung, die Interaktion v@APP zu dem Adapterprotein FE65
schwacht. Da die Interaktion mit FE65 die BildurmnvAl hemmt, kénnte cdk5 die A
Bildung durch eine geschwachte Interaktion steig@&®,131).
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Ischamie, oxidativer Stress, AB42 und andere neurotoxischen Vorgange

@0 o
qp

Calpain-Aktivierung

p35-cdk5
[ —
p35 p35-Spaltung und p25-Bildung
v
p25-cdk5
[ —
p10 p25

Veranderungen in der subzellularen Lokalisation

v Langere Halbwertszeit (p25 >>> p35)

Pathologische Ereignisse

(Phosphorylierung von Tau, BAPP, neuronaler Tod)

Abbildung 10: p25-/p35-abhangige Aktivierung der Knase cdk5 (cyclin-dependent kinase 5)
Ischamie, oxidativer Stress und andere neurotogiStbffwechselvorgange aktivieren durch eine
Erhdhung des Calciumspiegels die Protease Cal@ailpain schneidet p35 und bildet somit p10
und p25. p25 bindet und aktiviert cdk5. Der p25&#lomplex ist im Vergleich zum p35-cdk5-
Komplex nicht an die Zellmembran gebunden und besine l&ngere Halbwertszeit. Die
konstitutive Aktivierung der cdk5 fuhrt zu versotéamsten pathologischen Ereignissen. [Quelle:
modifiziert nach (132)]

1.3 Die Alzheimer-Erkrankung bei Individuen mit Devyndrom

Im Jahre 1866 wurde von John L. H. Down in seineh@ndlung ,,Beobachtungen zu einer
ethnischen Klassifizierung von Schwachsinnigen“3j18rstmalig das Krankheitsbild des
spater nach ihm benannten Down-Syndroms beschrieb@afgrund ihres

charakteristischen Phanotyps (siehe Abb. 12) tdiltd. H. Down die Betroffenen in

seinem Versuch, geistig retardierte Menschen verdehen ethnischen Gruppen
zuzuordnen, der ,mongolischen Rasse” zu. Dieseenasskriminierende Einteilung blieb
lange durch die Verwendung des Begriffs ,Mongolistherhalten. Heutzutage verwendet

man die Bezeichnung ,Down-Syndrom* oder aufgrund/Atélogie ,Trisomie 21“.
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Abbildung 11: Bandenkaryogramm mit freier Trisomie 21
Karyogramm (G-B&nderungsfarbung) eines Jungen neigrf Trisomie 21; Karyotyp 47, XY+21;

die drei Pfeile markieren das dreifache ChromosarmQuelle: Sitzmann, Padiatrie, Duale Reihe,
Thieme Verlag, 2002]

Das Down-Syndrom stellt mit 1:700-800 Lebendgebernemie haufigste autosomale
Chromosomenaberration dar. Neben einer Translola(®%)- oder Mosaiktrisomie (2%)

ist die freie Trisomie 21 (siehe Abb. 11), mit emdreifach vorhandenen Chromosom 21,
die haufigste Ursache der Erkrankung. Zusatzlichdem charakteristischen Phanotyp
(siehe Abb. 12), der sich unter anderem aus eireteb und flachen Nasenwurzel, einer
nach oben ansteigenden Lidachse, dem Epikantmemeiurzen Hals, kurzer und breiter
FuRe und Hande (mit Vierfingerfurche) zusammensetgen Down-Syndrom-Patienten

Fehlbildungen der inneren Organe (besonders betrait das Herz), Immunschwéche,
Skelettverdanderungen und eine unterschiedlich audgee geistige Retardierung

(Sitzmann, Padiatrie, Duale Reihe, Thieme Verla220
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it <

b Epikanthus.

a Typischer Phanotyp. c Vierfingerfurche.

Abbildung 12: Typischer Phénotyp des Down-Syndrombeim Kind

a: Der Séugling zeigt den typischen Phanotyp mitndeh aufen aufsteigenden Lidachse und der
flachen Nasenwurzel; b: Epikanthus, Liedfalte amenen Augenwinkel; c: Vierfingerfurche

[Quelle: Sitzmann, Padiatrie, Duale Reihe, Thieneelaf, 2002]

Ab einem Alter von 40 Jahren entwickeln beinahe aidividuen mit Down-Syndrom die

fur die Alzheimer-Erkrankung typischen neuropatigiben Kennzeichen, Amyloid-

Plaques und neurofibrillare Bindel (134). Die Wchie Symptomatik des Morbus
Alzheimer, die Demenz, tritt mit einem Durchsclsatter von 56 Jahren auf (135). Die
Pravalenz der Demenz steigt von 11 % zwischen eifker von 40 und 49 Jahren auf
77 % zwischen 60 und 69 Jahren. Alle Patientenem#m Alter von 70 Jahren und alter
prasentieren die Zeichen der Demenz. Bis jetzt ghinur sehr wenige Menschen mit
Down-Syndrom in diesem Alter. Jedoch nimmt die lredggwartung im Vergleich zu

friher deutlich zu, was vor allem auf bessere Gerstechniken zur Behebung der
Fehlbildungen, im Besonderen der Herzfehler, zuziifikhren ist.

Lange bevor sich die Amyloid-Plaques im Gehirn Betroffenen bilden, sind die Mengen
an loslichem A im Down-Syndrom bereits erhoht. Man konnte zeig#ass im fetalen
Gewebe von Trisomie 21-Aborten im Vergleich zu Koligewebe die Menge an
l6slichem A3 erhoht ist (136). Aul3erdem beobachtete man irteteporalen Gehirnrinde
von Down-Syndrom-Patienten eine signifikante Erhighuon intrazellularem p42, also
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der Variante von B, der die hdchste Aggregationsneigung zugeschrietiesh (137).
Jedoch sind die Angaben in der Literatur zu intfalBgem A3 kontrovers. So zeigte eine
Studie erhohte P40-Levels, jedoch keine Erhdhung voifi4R (138). In einer weiteren
Studie konnten weder erh6htg40- noch A42-Levels, jedoch eine Erhéhung vofR48
nachgewiesen werden (139). Diese kontroversen AsmgabBezug auf die pSubtypen
konnten auf technischen Unterschieden beruhen.

Die Ursache fur die Erhéhung derp/piegel und das frihere Auftreten der
neuropathologischen Kennzeichen der Alzheimer-Kmaitkim Down-Syndrom ist noch
nicht vollkommen geklart. Man nimmt an, dass dié @@m Chromosom 21 befindlichen
Gene, besonders die der DSCR (Down’s Syndromalritégjion), eine wichtige Rolle bei
der Entstehung der Demenz spielen. Von besondartaresse ist dg$APP-Gen, da A
aus dem BAPP-Protein gebildet wird. Auch das BACE-2-Gen, das der
Kodierungssequenz zu 71% deSekretase BACE-1 homolog ist (58), befindet siah a
dem Chromosom 21. Weitere mogliche Gene der DSEIRISIDSCR1 (Down Syndrome
candidate region 1), ITSN1 (Intersectin 1), SYNS¥n@aptojanin 1) und DYRK1A (dual-
specificity tyrosine-regulated kinase 1A) dar, def@enprodukte wichtige Funktionen in
der Endocytose, im Transport der synaptischen esiind bei verschiedenen
Signalkaskaden einnehmen (140).

Durch Erforschung der Zusammenhange der auf deron@som 21 befindlichen Gene
und der Alzheimer-Erkrankung im Down-Syndrom koémngech auch Rickschlisse auf

die Atiologie der sporadischen Alzheimer-Erkrankuighen lassen.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Patienten mit Down-Syndrom entwickeln ab einem Alten 40 Jahren fast ausnahmslos
die Amyloid-Plaque-Pathologie der Alzheimer-Erkrang (134). Die Grunde fir das
frihe Auftreten der Amyloid-Plagues in den Gehirden Patienten sind jedoch noch nicht
endgultig geklart. Man nimmt an, dass Gene auf dasétzlichen Chromosom 21 an der
Entstehung der Krankheit beteiligt sind. Das Gen fAPP befindet sich auf dem
Chromosom 21. Es wird diskutiert, ob es deshalkeiner vermehrten Produktion von
BAPP und nur damit zur verstarkten Freisetzung vorylaid g-Peptid (A3) kommt (141).
Jedoch gibt es noch keine endgiltigen Beweise ddégs die erhOht@APP-Produktion
alleine fur die frihe Plagueentstehung bei Patremtét Down-Syndrom verantwortlich
gemacht werden kann. Zumal iBAPP-Uberexprimierenden Mausen kein derartiger

Anstieg in der B-Synthese zu verzeichnen ist (142).

In Gehirnen von Alzheimer-Demenz-Patienten konmerVergleich zu Kontrollgehirnen
erhohte BACE-1-Proteinmengen und BACE-1-Aktivitateachgewiesen werden (107-
112). Da BACE-1 durch Uberexpressions- und KnockExperimente eindeutig als
alleinige pB-Sekretase identifiziert werden konnte (143-148)idwder Sekretase eine

entscheidende Bedeutung in der Amyloid-Plague-Ragi®zugeschrieben.

Die Regulation der Protease BACE-1 konnte deshalth éei der Entwicklung der
Alzheimer-Erkrankung im Down-Syndrom eine bedeugeriRblle spielen. Durch eine
Hochregulation von BACE-1 konnte vermeldPP prozessiert und somitpAgebildet
werden. Das erste Ziel der vorliegenden Arbeitdaher die Regulation der Protease

BACE-1 im Down-Syndrom zu untersuchen.

Dafur sollen die BACE-1-Proteinexpressionen in @sm (Temporal- und Frontallappen)
von Down-Syndrom-Patienten im Western-Blot analysieerden. Diese Ergebnisse sollen
dann mit den BACE-1-Proteinexpressionen in Gehiwvam Alzheimer-Patienten und mit

den BACE-1-Proteinexpressionen in Gehirnen von Kadlein verglichen werden.

BACE-1 scheint sowohl in der Pathogenese der AmbeiDemenz als auch in der des
Down-Syndroms eine zentrale Rolle einzunehmen. Dastees sehr interessant die
Regulation von BACE-1 ndher zu analysieren. Da 2%-plberexprimierenden Mausen
erhohte BACE-1-Proteinexpressionen gezeigt weraemien (149), stellt das zweite Ziel
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der Arbeit die Analyse eines neuen mdoglichen Remguismechanismus von BACE-1 dar.
p25, das in Gehirnen der Alzheimer-Demenz-Patieméemehrt gebildet wird, bindet und
aktiviert die Kinase ckd5 (cyclin-dependent kin&geg(124). Eine mogliche Beteiligung
von p25 an der Regulation d&iSekretase soll geklart werden. Dazu werden hurnade
murine Neuroblastomazellen, in die ein induzierbp®5-Expressionsvektor kloniert wird,
in Bezug auf ihre BACE-1-Expression mit Hilfe dere%ern-Blot-Analyse, der BACE-1-
Aktivitatsmessung und der Northern-Blot-Analyseansticht. Dartiber hinaus soll geklart
werden, welche Auswirkung die Uberexpression vois, p@em membrangebundenen

Vorlaufer-Protein von p25, auf die BACE-1-Proteipsession austibt.
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2 Material und Methoden

2.1 Proteinbiochemische Methoden

2.1.1 Gewinnung der humanen Gehirnproben

Die Gehirnpraparate wurden von der Gehirnbank (BNgt; Institut fir Neuropathologie,
LMU) bezogen. Es handelte sich dabei um Sektiopspeie von zwolf Individuen (siehe
Tabelle 5). Zur Verfugung standen drei Gehirne Voisomie 21-Patienten (T21), vier
Gehirne von Alzheimer-Patienten (AD) und finf Katigehirne. Von jedem Gehirn gab
es sowohl ein kortikales Frontallappenpraparat a#sich ein kortikales

Temporallappenpraparat. Das Material wurde im @efohrank (Elektrolux) bei -80°C
aufbewahrt. Die Gehirne wurden auf Trockeneis nmem sterilen Einwegskalpell (B.
Braun, Aesculap AG+CoKG) in 200 mg schwere Probefyedeilt. Das Gewicht der

Proben wurde mit Hilfe einer Analysenwaage (Anabfti+; Ohaus) bestimmt. Die Proben
wurden in Reaktionsgefal3en (1,5 ml; Sarstedt) 887G bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.1.2 Homogenisierung der humanen Gehirnproben

Die humanen Gehirnproben wurden wahrend der Dunchfig der Arbeitsschritte auf
Trockeneis gelagert. Zur Homogenisierung der Gemetieen verwendete man einen
glasernen Homogenisator (B. Braun). Die gefrorea@d mg Proben wurden zusammen
mit 1ml Citrat-EDTA Puffer(15 mM Citrat pH 6.4, 1 mM EDTA), versetzt mit Peate-
Inhibitoren (PI-Mix 1:500, P-8340; Sigma), homoggeit, indem der Stol3el des glasernen
Homogenisators 20-mal manuell langsam auf- und vabge wurde. Mit einer 2 ml
Einwegauslaufpipette (Sarstedt) wurde das homogetasGehirngewebe in ein neues
Reaktionsgefal3 (1,5 ml; Sarstedt) uUberfuhrt, ald gelagert und weiter wie in 2.1.3
beschrieben  verarbeitet. Wenn aus den humanen rpetiien keine

Membranpraparationen, sondern RIPA-Zelllysate rstaiie werden sollten, wurden die
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Proben in RIPA-Lyse Puffer (20 mM Tris pH 7,4, 160 NaCl, 1 % NP40 (Igepal;
Sigma), 0,05 % Triton X-100 (Merck), 0,5 % Na-degholat, 0,5 M EDTA), versetzt mit
Protease-Inhibitoren (PI-Mix 1:500, P-8340; Signfeymogenisiert.

2.1.3 Membranpraparation

Die im hypotonen Citrat-EDTA-Puffgl5 mM Citrat pH 6.4, 1 mM EDTA), versetzt mit
Protease-Inhibitoren (PI-Mix 1:508-8340; Sigma)yomogenisierten Gehirnproben (siehe
2.1.2) wurden in flissigem Stickstoff zwei Minutesthockgefroren und bei 37°C
(Heizblock; Liebisch) langsam wieder aufgetaut. durdiese ,freeze-thaw“-Methode
wurde die Zellmembran ruptiert und so die Zellegasthlossen. Zu den Proben wurde
nun 100ul Brij 35 10 % (Pierce) und 10@Ql Lubrol 10 % (Pierce) zugefligt. Diese
Detergenzien verhinderten die Aggregation der BretdDurch Zentrifugation bei 5.000 x
g, fur 10 Minuten und bei 4°C (Kuhlzentrifuge fupf@endorfreaktionsgefale ,Biofuge
fresco“; Heraeus/Kendro) wurden die Zellkerne urel Mitochondrien pelletiert und der
postnukleare Uberstand (,post-nuclear supernata?iS) gewonnen. 9501 des PNS
wurden nun vorsichtig mit einer Pipette abgenommed in ein neues, mit 140l
Glycerol 40% befilltes, Ultrazentrifugenreaktionfde (1,5 ml) dberfihrt. In dem
folgenden Zentrifugationsschritt (130.000 x g/6iten, 4°C, OptimaTM Ultrazentrifuge
mit TLA-55 Rotor; Beckmann) wurde die Gesamtmemfbyeddtion pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend wurde @dietiin 190ul Citrat-EDTA-Puffer
(15 mM Citrat pH 6.4, 1 mM EDTA), versetzt mit Plpm(1:500, P-8340; Sigma),
resuspendiert. Durch Zugabe von,lOriton X-100 20%extrahierte man die Proteine aus
den Membranen. Nach zehn Minuten Inkubation wurden Proben einer erneuten
Zentrifugation (130.000 x g/30 Minuten, 4°C, Optiih Ultrazentrifuge mit TLA-55
Rotor; Beckmann) unterzogen. Im Pellet befandelm si die Reste der Membranen und
die tritonunloslichen Proteine. Der Uberstand wuailsgenommen und in ein neues

Reaktionsgefal3 transferiert.

Wurde die Membranpraparation an Zellen durchgefiuatwendete man das nach einem
Waschschritt mit PBS-Puffer anfallende Zellpellesiefe 2.2.3) einer 10 cm
Zellkulturschale. Das Zellpellet wurde in 1 ml @GHEDTA-Puffer (15 mM Citrat pH 6.4,
1 mM EDTA), versetzt mit PI-Mix (1:500, P-8340; 8ig), resuspendiert und dann flunf

Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden die Probdrerdgalls in flissigem Stickstoff
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schockgefroren und bei 37°C langsam wieder aufgeMach Zugabe von je 100 Brij
35 10% (Pierce) und Lubrol 10% (Pierce) wurdenRfieben fur 5 Minuten bei 5.000 x g
und 4°C zentrifugiert (Kuhlzentrifuge fir Eppendedktionsgefal3e ,Biofuge fresco;
Heraeus/ Kendro). Die Uberstande (80wurden zusammen mit 140 Glycerol 40% in
ein Ultrazentrifugenreaktionsgefald (1,5 ml) Uberfiimd erneut zentrifugiert (130.000 x
g, 60 Minuten, 4°C; OptimaTM Ultrazentrifuge mit AL55 Rotor, Beckmann). Die
Uberstande wurden verworfen und die Pellets dea@esembranfraktion in 9pl Citrat-
EDTA-Puffer (15 mM Citrat pH 6.4, 1 mM EDTA), vetge mit PI-Mix (1:500, P-8340;
Sigma), resuspendiert. Dann fugte man den Probet Briton X-100 20% zu und
inkubierte fur weitere 10 Minuten auf Eis. Nach #dagation (130.000 x g/30 Minuten,
4°C, OptimaTM Ultrazentrifuge mit TLA-55 Rotor; Bemann) wurde der Uberstand

vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktio&g8géatherfuhrt.

2.1.4 Zelllyse

Die mit RIPA-Lyse Puffer (20 mM Tris pH 7,4, 150 mNaCl, 1 % NP40, 0,05 % Triton-
X 100, 0,5 % Na-desoxycholat, 0,5 M EDTA), versetut Protease-Inhibitoren (PI-Mix,
1:500, P-8340; Sigma), homogenisierten humanenr@gioben (siehe 2.1.2) wurden 60
Minuten bei 4°C inkubiert (200 upm (Umdrehungen Btioute), KM2 Schittler; Edmund
Buhler). Anschlieend wurden die Proben zentriftig{@30.000 x g/30 Minuten, 4°C,
OptimaTM Ultrazentrifuge mit TLA-55 Rotor; BeckmannDer Uberstand, der die
geldsten Proteine enthielt, wurde vorsichtig abgemen und in ein neues Reaktionsgefald

transferiert.

Zellpellets (siehe 2.2.3) wurden zuerst in 1 mkaitem RIPA-Lyse Puffer (20 mM Tris
pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 % NP40, 0,05 % Triton-X 1006 % Na-desoxycholat, 0,5 M
EDTA), versetzt mit Protease-Inhibitoren (PI-Mix5@0, P-8340; Sigma), resuspendiert,
dann ebenfalls 60 Minuten bei 4°C inkubiert (200nugKM2 Schuttler; Edmund Buhler)
und zentrifugiert (130.000 x g/30 Minuten, 4°C; @ TM Ultrazentrifuge mit TLA-55

Rotor, Beckmann). Die Pellets wurden verworfen dadUberstand wurde abgenommen.

Um die Phosphorylierung an cdk5 zu erhalten, wilrdieden Sp25-Zellen ein spezieller
RIPA-P-Lyse Puffer (20 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl% NP40, 0,05 % Triton-X 100,
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0,5 % Na-desoxycholat, 0,5 M EDTA, 0,5 M EGTA, Pplostase-Inhibitor-Cocktall
(1:200, P5726-5ML; Sigma)), versetzt mit Proteag®Hitoren (PI-Mix, 1:500, P-8340;
Sigma), verwendet. Hierfur wurden die Zellen in dé€ncm Zellkulturschalen (Nunc) auf
Eis gelagert und mit PBS-Puffer (140 mM NaCl, 10 mMis¢HPO, und 1,75 mM KHPQ,

in dH,O, pH 7,4; autoklaviert) gewaschen. Der PBS-Pufferde sorgfaltig abgesaugt und
anschlieBend 1ml eiskalter RIPA-P-Lyse Puffer, e&ts mit PI-Mix (1:500, P-8340;
Sigma), in die Zellkulturschalen gegeben. Dann wardie Zellen mit Hilfe eines sterilen
Schabers und einer 2 ml Einwegauslaufpipette (&dt)sin ein neues Reaktionsgefald
dberfuhrt. Die darauf folgenden Schritte (Inkubationd Zentrifugation) waren den oben
beschriebenen Schritten identisch. Der Uberstandievabgenommen und in ein neues

Reaktionsgefal} transferiert.

2.1.5 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen von Gésamier Membranproteinlysaten
erfolgte mit Hilfe des Bicinchoninic Acid Assay (BC Uptima/Interchim). Es wurden je
10 ul der zu messenden Probe mit je 1 ml der BCA-Los{iRepgenz A und B in einer
50:1 Verdunnung) versetzt und 30 Minuten bei 37Wafmeschrank 37°C, Heraeus)
inkubiert. Parallel wurden Verdinnungen einer BSAr8ardlosung (2 mg/ml Bovine
Serum Albumin) zwischen 1(@g/ml und 80ug/ml angesetzt und mit je 1 ml der BCA-
Loésung versetzt und ebenfalls 30 Minuten bei 37%&ubiert. Die Proben und
Kalibrierstandards wurden in Einwegkivetten (101xx145 mm; Sarstedt) Uberfuhrt und
die Extinktionen bei Raumtemperatur bei einer Wwdlege von 562 nm mit dem
SmartSpecTM 3000 Fotometer (Bio-Rad) gemessen. ihidar linearen Standardkurve

wurden die Proteinkonzentrationen berechnet.
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2.1.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE

Acrylamid 40 %: 40 % Acrylamid-BIS-Acrylamid 37, in di® (Serva)

4X Lower Tris: 1,5 M Tris (Biomol) pH 8,8, 0,4 % SDS (Calbiocheimn)dHO
4X Upper Tris: 0,5 M Tris pH 6,8, 0,4 % SDS, in ¢@
TEMED: N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (Merck)
APS 10%: 10 % Ammoniumpersulfat in di@ (Sigma)
Tris-Glycin-SDS-Puffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin (Roth), 0,1 % SDS, inAMH

4X Laemmli-Puffer: 0,25 M Tris pH 6,8, 8 % SDS, 40 % Glycerol (Rotl) % pB-

Mercaptoethanol (Roth), 0,01 % Bromphenolblau (Sigrim dHO

8 % Trenngel 12 % Trenngel Sammelgel
dHO 8,8 ml 7,2 ml 6,5 ml
Acrylamid 40% 3,2ml 4,8 ml 1ml
4X Lower Tris 4 ml 4 ml
4X Upper Tris 2,5 ml
TEMED 30ul 30 ul 30 ul
APS 10% 3Qul 30 ul 30 ul

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Patyylamid-Gele

Es wurden SDS-Polyacrylamid-Gele mit 10 Probent&samd einer Dicke von 0,75 mm
oder mit 15 Probentaschen und einer Dicke von Inbwvarwendet. Die in der Tabelle 1
angegebenen Mengen sind entweder fir zwei dinneexlalickes Gel vorgesehen. Da
die Trennfahigkeit der Gele von dem Anteil des Bolylamids abhangig ist (je hoher der
Anteil, desto kleinere Proteine kdnnen aufgetrematden), wurde fir die Darstellung von
BACE-1, Nicastrin BAPP undB-Actin 8 % Gele und fir die Darstellung von cdk&;gk5,
p25 und p35 12 % Gele verwendet. Nachdem von daspGtten mit Seifenlésung und
Isopropanol Proteine und andere Verschmutzungeferahtworden sind, wurden die
Glasplatten in die Giel3stander eingesetzt. Zuenstievdas Trenngel (ca. 7 cm) gegossen
und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Ausimédytdes Trenngels wurde das
Isopropanol dekantiert. AnschlieRend wurde das Selgeh(ca. 2 cm) auf das Trenngel

gegossen und der entsprechende Probentaschenkangesetzt. Nachdem das Gel
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vollstandig polymersiert war, setzte man es in mié dem Elektrophoresepuffer (Tris-
Glycin-SDS-Puffer) gefullte Gelkammer (Miniprote8gstem; Biorad) ein.

Bei Membranpraparationen wurden B Membranprotein und bei RIPA-Lysaten 3§
Gesamtprotein mit der entsprechenden Menge SDS:Rpoiffer (4X Laemmli-Puffer)
versetzt. Vor dem Auftragen der Proben auf die Gelerden sie 10 Minuten bei 95°C
(Heizblock; Liebisch) erhitzt und danach 1 Minutei HL6.000 x g (Biofuge pico,
Zentrifuge fur Eppendorfreaktionsgefalle; Heraeusdk@) zentrifugiert, um nicht geldstes

Material abzutrennen. Als Proteinstandard wurdeldae (Invitrogen) verwendet.

Anode und Kathode wurden mit der Spannungsquelleuvelen (Powerpac 300; Biorad)
und es folgte das Einlaufen der Gele bei 50 Vdt (& Minuten). AnschlieRend wurde die
Spannung auf 120 Volt erhoht.

2.1.7 Western-Blot-Analyse

Tris-Glycin-Puffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin, in ds©

I-Block: 1 g I-Block (Tropix), 5 ml Tween-20 10 %, 50 mIX®BS, dHO ad 500ml, 2 Minuten
in der Mikrowelle (Bosch) aufkochen, 1h Rihren (Mafuhrer; IKA Labortechnik), Lagerung bei
4°C

TBST-Puffer: 0,3 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,3 % Triton X3Q in dHO

Nachdem die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennti@&rosind, wurden sie aus dem Gel
auf eine PVDF-Transfermembran (Immobilion-P; Mitiie) Ubertragen. Die PVDF-
Transfermembranen wurden zuerst 10 Minuten mitrtgegnol benetzt und anschliel3end
30 Minuten mit dHO gewaschen.

Transferaufbau:

* Anodenplatte

* Porbser Schwamm in Tris-Glycin-Puffer aquilibriert

» Zwei Lagen Geltransferfilterpapier (Schleicher &8ell)
* PVDF-Transfermembran

» SDS-Polyacrylamid-Gel

» Zwei Lagen Geltransferfilterpapier
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* Porbser Schwamm in Tris-Glycin-Puffer aquilibriert
» Kathodenplatte

Der Transfer erfolgte in einer Mini-Trans-Blot-KaremBiorad) bei 400 mA fir 1 Stunde.
Tris-Glycin-Puffer wurde als Transferpuffer verwenhdNach Beendigung des Transfers
wurde die PVDF-Transfermembran Gber Nacht in I-Blatkubiert (200 upm, 4°C), um
unspezifische Proteinbindungsstellen abzusattiDen.Priméarantikorper (siehe Tabelle 2)
wurde fur 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkub{200 upm). Danach wurden die
Membranen fir 50 Minuten (5 Waschschritte, jewdi® Minuten) mit TBST-Puffer
gewaschen (RT, 200 upm). Danach erfolgte die Inkobales Sekundarantikérpers (siehe
Tabelle 3) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur (200 )upiMach erneuten flnf
Waschschritten mit TBST-Puffer (RT, 200 upm), jewelO0 Minuten, wurden die
Membranen mit je 5 ml ECL-L6sung (2,5 ml ECL-1, BybECL-2, ECL Western Blotting
Kit; Amersham Biosciences) fir 1 Minute bei Raumpenmatur inkubiert. Die
Chemilumineszenzsignale wurden mit Super Rx (Fujia)X medical) Filmen detektiert

und im Filmentwicklungsgeréat (Curix 60; Agfa) naghgaben des Herstellers entwickelt.

Die entwickelten Filme wurden mit einem Scanner af@can 1236 S; Agfa)
aufgenommen und mit einem FotoverarbeitungsprogragRirotoshop 5.5; Universal
Imaging Corporation Adobe) bearbeitet. Zusatzlialrden die Chemilumineszenzsignale
mit dem Fluor Chem 8900 (AlfalnnoTeckgut Herstellerangabe aufgenommen und die

gemessenen Signale fur die Quantifizierung dereiimatengen verwendet.

33



Material und Methoden

Antikdrper  |Epitop Verdinnung Quelle
Maus, klonal
B-Actin B-Actin 1:1000 (I-Block) (S?;;ar)nono ona
APP-C-Terminus Kaninchen, polyklonal
6687 1:1000 (I-Block
(AS 676-695) (FBlock) 1 ¢ Haass)
Maus, klonal
22C11 APP-C-Terminus 1:2000 (I-Block) z?lus monoxiona
(Sigma)
BACE-1-N- .

BEléNl-I; Terminus 1:1000 (1-Block) KSa.nlnchen, polyklonal

(EE-17) (AS 47-60) (Sigma)
BACE-1-C- .

B,_ti; Terminus 1:1000 (I-Block) ngnlnchen, polyklonal
(LK-16) (AS 482-501) (Sigma)

Nicastrin-C- Kaninchen, polyklonal

N1660 Terminus 1:5000 (I-Block) (Sigma)

(AS 693-709)
cdk5 cdk5 Maus, monoklonal
1:1000 (I-Block ’
(3-3) (AS 1-291) (FBlock) | santa cruz)
p-cdk5

-cdk } Ziege, polyklonal
p-cdkS (kurze  AS-Sequeng,.q0 (1-Block) 9¢, POy
(Ser 159) mit dem phosphoryr (Santa Cruy

lierten Ser 159)

35/ p25 35-C-Termi Kaninchen, polyklonal
p35/ p p ermlr]us 1:500 (-Block) aninchen, polyklona
(C-19 (p25-C-Terminus) (Santa Cruz)

BACE-1-N-

BACE-Catl . M klonal
3DCSBfa Terminus 1:1000 (I-Block) ]jlsjs’ monokiona
( ) (AS 46-460) (113)

Tabelle 2: Ubersicht der Primarantikorper, die in der Western-Blot-Analyse eingesetzt
wurden
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Antikdrper  |Epitop Verdinnung Quelle
Anti- :
Z
Kaninchen- | Kaninchen IgG 1:10.000 (I-Block) '°9¢
(Promega)
HRP
Anti-Maus- Ziege
M lgG 1:10.000 (I-Block
HRP ais g (81999 | (Promega)
Anti-Ziege- : Ziege
Z lgG 1:10.000 (I-Block
HRP °9¢ 19 (81099 | (Promega)

Tabelle 3: Ubersicht der Sekundarantikorper, die inder Western-Blot-Analyse eingesetzt
wurden

Die Sekundarantikorper sind gegen das IgG (Immungio G) des Kaninchens, der Maus oder
der Ziege gerichtet und an HRP (,horseraddishpdesé”, Meerrettichperoxidase) gekoppelt.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden Tau-SY5Y-Zellestabil Tau-Protein exprimierende
SH-SY5Y-Zellen (humane Neuroblastomazellen), vedeeénUm gezielt p25 bzw. p35 in
den Zellen zu induzieren, bediente man sich eingsadyclinregulierten T-Rex-
Expressionssystems (Invitrogen). Dieses Systemhbetarauf, dass die Zellen zunéchst
stabil mit dem Expressionsvektor pcDNA6/TR (Invgem), der ein Blasticidin-
Resistenzgen besitzt, transfiziert werden. Daduralrd in den Zellen der
Tetracyclinrepressor exprimiert. AnschlieBend wdet Expressionsvektor pcDNA4/TO
(Invitrogen) (siehe Vektorkarte 1) stabil cotramiit. Dieser Expressionsvektor beinhaltet
neben dem Zeocinresistenzgen einen Hybridpromater, aus einem humanen CMV
(Cytomegalievirus)-immediate-early-Promotor und zwetracyclinoperator 2 (Tetp
Sequenzen besteht. Die Tet®equenzen dienen als Bindungsstellen des Tetradydt)-
Repressor-Homodimers. Zudem besitzt der pcONWKTO Vektor eine multiple
Klonierungsstelle, die es ermdglicht das gewlnséwa einzubringen. In Abwesenheit
von Tetracyclin wird die Expression des gewinscl@ms durch die Bindung des Tet-
Repressor-Homodimers an den Tg&quenzen unterdriickt. Fugt man jedoch
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Tetracyclin zu den Zellen, verliert der Tetracyodpressor seine Repressorfunktion und
der Hybrid-CMV/TetQ-Promotor ist in der Lage das gewiinschte Gen zuraigren.

FPme |
Hind 1
Asp718 |
Kpn |
BamH |
Bstx |
EcoR |
FPst |
EcoR WV
BsfX |
Mot |
Xhol
Xbal
Ecol109 1
Apa |
Fme |

Af

Vektorkarte 1: pcDNA™4/TO

Der Expressionsvektor pcDNA4/TO (Invitrogen) beinhaltet einen Hybridpromotater aus
einem humanen CMV (Cytomegalievirus)-immediateyeBriomotor und zwei Tetracyclinoperator
2 (TetQ)-Sequenzen besteht. Die Tet®equenzen dienen als Bindungsstellen des Tetiacycl
(Tet)-Repressor-Homodimers. Zudem besitzt der pcBNMATO Vektor eine multiple
Klonierungsstelleund ein Zeocinresistenzgen.

Smock-Zellen bezeichnen Tau-SY5Y-Zellen mit eineserén teracyclininduzierbaren
Expressionsvektor. Sp25-Zellen sind Tau-SY5Y-Zetldheinem tetracyclininduzierbaren
p25-Expressionsvektor und Sp35-Zellen bezeichneu-S¥bY-Zellen mit einem

tetracyclininduzierbaren p35-Expressionsvektor. [@mock-, Sp25- und Sp35-Zellen
wurden freundlicherweise von Luc Buée (Universig Idlle) zur Verfigung gestellt.
Zusatzlich  wurden mit Hilfe des T-Rex-Expressiomssegns  (Invitrogen)

tetracyclinregulierbare N2a-Zellen (murine Neurshdanazellen) generiert. NlacZ-Zellen
bezeichnen N2a-Zellen mit einem tetracyclininduzeen lacZ [{-Galactosidase)-
Expressionsvektor. Np25-Zellen sind N2a-Zellen enitem tetracyclininduzierbaren p25-
Expressionsvektor. Zudem wurden humane embryonaeshizellen (human embryonic
kidney cells, HEK 293) verwendet. HEK 269-ZellemdsipAPPwt BAPP-Wildtyp)

Uberexprimierende HEK 293-Zellen. BACE-1 Uberexpemrande HEK 293-Zellen bzw.
HEK 269-Zellen werden HEK 293 B1-Zellen bzw. HEKS2B1-Zellen genannt. HEK 293
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5'UTR B1-Zellen bezeichnen HEK 293-Zellen, die BACEwelches die 5"UTR enthélt,

Uberexprimieren.
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Name Zelllinie Resistenz
SH-SY5Y

SH-SY5Y (humane Keine Resistenz
Neuroblastomazelllinie)
Tau-SYS5Y

Smock leerer . Blasticidin + Zeocin
tetracyclininduzierbarer
Expressionsvektor
Tau-SYS5Y

Sp25 tetracyclininduzierbarer p25-Blasticidin + Zeocin
Expressionsvektor
Tau-SY5Y

Sp35 tetracyclininduzierbarer p3g-Blasticidin + Zeocin
Expressionsvektor
HEK 293

HEK 293 (humane embryona|e Keine Resistenz
Nierenzelllini

HEK 293 B1 HEK 293/ BACE-1 Zeocin

HEK 269 HEK 293BAPPwt Geneticin

HEK 269 B1 HEK 293BAPPwt/ BACE-1| Geneticin + Zeocin

HEK 293 5°UTR B1

HEK 293/ 5°UTR BACE-1

Zeocin

N2a

N2a

(murine
Neuroblastomazelllinie)

Keine Resistenz

NlacZ

N2a

tetracyclininduzierbarer lac
(B-Galactosidase)-
Expressionsvektor

ZBlasticidin + Zeocin

Np25

N2a

tetracyclininduzierbarer p2§
Expressionsvektor

- Blasticidin + Zeocin

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien und deren Antibioikaresistenzen
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2.2.2 Kulturmedien

Als Kulturmedium diente Dulbeco’s modified Eaglediuen (DMEM, mit Glukose, L-
Glutamin, ohne Na-Pyruvate; PAA), dem 1 % PEN/S{fenicillin/Streptomycin, 5000
U/ml/5 mg/ml; Gibco-Invitrogen Corporation) und ¥ FKS (fetales Kalberserum; PAA)
zugesetzt wurden. Zur Selektion wurden die Antik&tBlasticidin (5 ug/ml; Gibco-
Invitrogen Corporation), Zeocin (2Q@/ml; Gibco-Invitrogen Corporation) und Geneticin
(G418, 200ug/ml; Gibco-Invitrogen Corporation) zugesetzt. Ddadium fur die Smock-,
Sp25, Sp35-Zellen, NlacZ- und Np25-Zellen wurde zAuofrechterhaltung der
tetracyclinregulierbaren Genexpression mit Zeocind uzur Aufrechterhaltung der
Repressorexpression mit Blasticidin supplementiémt. die Expression von p25 bzw. p35
zu induzieren, wurde den Zellen Tetracyclin (tetg/inl; Gibco-Invitrogen Corporation)
zugesetzt. Dem Medium der HEK 269- und HEK 269 Rlleh wurde zur
Aufrechterhaltung dgBAPP-Expression Geneticin zugefligt. Die HEK 293 Belleh bzw.
HEK 269 B1-Zellen wurden zur Aufrechterhaltung dCE-1-Expression mit Zeocin

supplementiert.

2.2.3 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C, 5 @0, und Feuchtigkeitssattigung im
COx-Inkubator (Hera cell; Heraeus/Kendro). Es wurdéncin Zellkulturschalen (Nunc)
mit je 10 ml entsprechendem Kulturmedium (siehe22.®enutzt. Alle Arbeitsschritte
erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer Bterkbank (Hera Safe HS12; Heraeus/
Kendro). Wachstum und Konfluenz der Zellen wurdeh Hilfe eines Lichtmikroskopes
(Wiloverts 10x 4/10/20; Hund) kontrolliert.

Bei Konfluenz wurde das Medium abgesaugt und diee@enit 5 ml sterilem PBS-Puffer
(240 mM NaCl, 10 mM N#PO, und 1,75 mM KHPQO, in dH,O, pH 7,4 mit HCI
eingestellt, autoklaviert (120°C, 1,2 bar, 20 migg¢waschen. Um die adharenten Zellen
von den Zellkulturschalen abzulésen, wurde ihnenl Trypsin-EDTA (Gibco-Invitrogen
Corporation) zugeftigt. Nach 5 Minuten Inkubatiorrelidie Trypsinierung durch Zugabe
von 1ml Kulturmedium, das einen Trypsininhibitor FKS enthéalt, angehalten. Die Zellen
wurden mit Hilfe einer sterilen Einwegpipette (2; i8lrstedt) trituiert und in ein steriles
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Einweg-PP-Rohrchen (15 ml; Sarstedt) Uberfuhreillem Zentrifugationsschritt (1000 x
g, 5 Minuten, Raumtemperatur, Megafuge 1,0; Her&eunglro) wurden die Zellen
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Nach uiRpsnsierung der Zellen mit 1 ml
Zellmedium, wurden sie in entsprechender VerdunraufgZellkulturschalen mit je 10 mli

Kulturmedium aufgeteilt. Die Verdopplungsrate detl@n betragt ca. 24-36 Stunden.

Um die Zellen weiter verarbeiten zu kdnnen, wurdetipellets hergestellt. Dazu wurde
zuerst das Medium abgesaugt und die Zellen mit Stemllem PBS-Puffer gewaschen. Der
PBS-Puffer wurde abgesaugt und durch 1 ml gekuli4e@) sterilen PBS-Puffer ersetzt.
Mit einem sterilen Spatel |I0ste man die Zellen den Zellkulturschale ab und Uberfihrte
sie in ein steriles Reaktionsgefa3 (1,5 ml; SatsteDie Zellen wurden durch

Zentrifugation (1000 x g, 5 Minuten, 4°C, Kuhieefuge fir Eppendorfreaktionsgefalie
,Biofuge fresco“; Heraeus/Kendro) pelletiert. Debdsstand wurde verworfen und die
Zellpellets entweder sofort weiter verarbeitet odei -80°C (Gefrierschrank -80°C;

Elektrolux) gelagert.

Zum Anlegen einer Dauerkultur (Kryokonservierung)rde zuerst das Kulturmedium der
konfluenten Zellen abgesaugt. Die Zellen wurden5mitl sterilem PBS-Puffer gewaschen
und anschlielend mit 1 ml Trypsin versetzt. Nactereinkubation von 5 Minuten wurde
die Ablésung der Zellen durch Zugabe von 1 ml Kwuitadium gestoppt. Die Zellen

wurden trituiert und in ein steriles Einweg-PP-Riten Gberfuhrt. Nach Zentrifugation
(1000 x g, 5 min, Raumtemperatur, Megafuge 1,0aeles/Kendro) wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 1ml Einfriermediu@®0 % FKS (PAA), 10 % DMSO

(Dimethylsulfoxid; Roth)) resuspendiert. Die ge#ist Zellen wurden dann in drei
EinfriergefaRe (Qualifreeze; Qualilab) transferiemhd mit Hilfe von Einfrierboxen

(Starstedt) bei -80°C langsam herunter gekuhlt.Zziken wurden entweder bei -80°C bis

zur weiteren Verwendung oder langfristig in flissig Stickstoff gelagert.

40



Material und Methoden

2.2.4 Transfektion von DNA und Selektion stabilearisfektanten

Die zur Transfektion vorgesehenen Zellen wurderimer 10 cm Zellkulturschale bis zu
einer Konfluenz von ca. 70 % kultiviert. 5Q0 OptiMEM-Medium (Gibco-Invitrogen
Corporation) wurden mit 10l Transfektionsreagenz Lipofectamine (Lipofectam2@90;
Invitrogen) versetzt und 5 Minuten bei Raumtemperabkubiert. In einem weiteren
sterilen Reaktionsgefald wurden 5d00ptiMEM-Medium mit der gewiinschten Plasmid-
DNA versetzt. Die beiden Ansatze wurden zusammeéiggetind 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde diesulb gleichmaRig in die
Zellkulturschale der zu transfizierenden Zellen r@efielt. Wenn eine transiente
Transfektion gewinscht war, wurden die Zellen ihady 24-48 Stunden fir das
entsprechende Experiment eingesetzt. Im Falle estavilen Transfektion wurden die
Zellen nach 24 Stunden auf das entsprechende Belgktilturmedium gesetzt. Nachdem
untransfizierte Zellen abgestorben und ausreicl®#nzelzellklone herangewachsen waren
(ca. 2 Wochen), wurden die Einzelzellklone mit Eliginer 100ul Pipette auf eine 24-
well-Platte (Nunc) transferiert. Nach weiterer Kwikrung der Einzelzellklone unter
Selektionsdruck wurden sie in groRere Zellkultuedeh Ubertragen und anschlie3end mit

der Western-Blot-Analyse auf die gewiinschte Expoessberprift.

2.3 BACE-1-Aktivitditsmessung

Zur Messung der BACE-1-Aktivitat der Sp25-Zellendlemte man sich des ,BACE-
Activity-Assay” (100). Als Substrat der BACE-1-Aklttatsmessung (siehe Abb. 13) wurde
ein  Peptid mit der BAPPsw Sequenz (Doppelmutation imBAPP-Gen,
Lysin595—Asparagin und Methionin596Leucin) gewahlt. Durch diese Mutationen an
der BACE-1-Schnittstelle vopAPP erhoht sich die Affinitat von BACE AAPP und der
von BACE-1 prozessiertpAPP-Anteil erhdht sich auf das sechs- bis achtda@4,95).
Dieses Substrat wurde mit einer fluoreszierendef"&yund einer quenchenden Cy5Q-
Gruppe konjugiert, Cy3-SEVNLDAEFK-Cy5Q-NH(Amplify Fluorografie Reagenz;
Amersham Biosciences). Da das Absorptionsspektrengdenchenden Gruppe mit dem
Emissionsmaximum der fluoreszierenden Gruppe Uetjawird die Fluoreszenz des
Substratpeptids verhindert. Spaltet jedoch BACEa% Beptid, wird die fluoreszierende
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Gruppe von der quenchenden Gruppe getrennt und kaan die Fluoreszenzsignale

messen.

Doner . “ Quencher

Enzym

P oo g

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Entstemg des Fluoreszenzsignals

Die Fluoreszenz des Substratpeptids wird durclgdenquende Gruppe (blau) verhindert. Spaltet
BACE-1 das Peptid, wird die floureszierende Grupmt) von der quenchenden Gruppe (blau)
getrennt und die Fluoreszenz kann gemessen wejQeelle: modifiziert nach ,Homogeneous
Imaging Assay for Measuring Aspartic Proteinasavigt; Amersham Biosciences]

Das Experiment wurde in 96-well MikrotiterplattenlNunc) angesetzt und die
Floureszenzsignale mit Hilfe eines Fluorimeter @fscann Ascent FL, Exitation 530 nm,
Emission 570 nm, Messintervall 30s, Messzeit 30 ;nhiabsystems) gemessen. Der
Reaktionsansatz bestand aus je 1llOProbe (Membranpraparationen, siehe 2.1.3, der
entsprechenden Zellen mit je gleicher Membranpm&t®zentration, siehe 2.1.5) und 90
ul Substrat-Puffer-Losung (@ Amplify Fluorografie Reagenz, 50 mM NaAcetat ptby

Um die BACE-1-Spezifitdt der gemessenen Signalebarprifen, wurden die Anséatze der
BACE-1 exprimierenden Zellen mit einem BACE-Inhdit (500 nM GL189, H-
EVNstatineVAEF-NH; synthetisiert von K. Maskos und W. Bode) versetzt
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Isolation

Zur Isolation der Total-RNA wurde der peqGOLD RNAEWKIit (PeglLab, Erlangen)
verwendet. Zuerst wurden die konfluenten Zellereeicm Zellkulturschale (Nunc) mit 2
ml peqGOLD RNAPure durch mehrmaliges Aufziehen miiter Pipette homogenisiert
und in Polypropylen Zentrifugenréhrchen tberfiitNach Inkubation fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur fugte man 0,4 ml Chloroform (unemdAbzug!) zu und schittelte die
Losung kréftig fir 15 Minuten. Nachdem die Losur@ Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert wurde, wurde zur Phasentrennung zentiefig12.000 x g/ 5 min, 4°C; JA-20,
Beckmann). Die obere waéssrige Phase wurde in eischizs Polypropylen
Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt und 1 ml Isopropanajesetzt. Es erfolgte eine Inkubation
bei Raumtemperatur fir 15 Minuten und anschlief@nd Zentrifugation (12.000 x g/ 10
min, 4°C; JA-20, Beckmann). Die prazipitierte RNAgde nun zweimal mit 75 % Ethanol
gewaschen. Dann wurde das RNA-Pellet 60 Minutendan Luft getrocknet und in

RNAse-freiem Wasser gelost.

2.4.2 Northern-Blot-Analyse

10X MOPS: 200 mM MOPS pH 7,0, 20 mM NaAc, 10 mM EDTA

Probenpuffer: 100 ul 5X MOPS, 175ul Formaldehyd 37% (Sigma), 500 Formamide, 1ul
Ethidiumbromid

blue juice: 30 % Glycerin in DEPC-pD, 0,1 % Bromphenolblau (Fluka), 0,1 % Xylencyanol
(Merck)

20X SSC:3 M NacCl, 0,3 M NaCitrat, pH 7,0
Hybridisationspuffer: 250 mM NaHPQ,, 250 mM NaHPQ,, 1 mM EDTA, 1 % BSA, 7 % SDS

Die Total-RNA wurde in einem 1,2 % Agarosegel atrigent. Dazu wurde je 18y RNA
zusammen mit 73l Probenpuffer und @l blue juice fir 15 Minuten bei 65°C erhitzt und

auf das Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophoeefs#gte bei 90 V und 50 mA fir 5
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Stunden, wobei der Laufpuffer (1X MOPS) nach 2 8amlLaufzeit vollstandig erneuert
wurde. Nach beendeter Elektrophorese wurde dasz@ebkt 5 Minuten mit DEPC-®
und dann 2-mal 20 Minuten in 10X SSC bei Raumteatpergewaschen (200 upm, KM2
Schittler; Edmund Buhler). Daraufhin erfolgte Gbkercht der Transfer auf eine HyBond-
N-Membran (Amersham Biosciences) mittels Kapillafie. Die Membran wurde 5
Minuten bei Raumtemperatur in 5X SSC gewaschen (800, KM2 Schuttler; Edmund
Buhler) und anschlieBend 1 Stunde bei 80°C gebaokdnzur weiteren Vernetzung von
RNA und Membran mit UV-Licht (254 nm, 3 min) behaitd Die Membran wurde 2
Stunden bei 65 °C in dem Hybridisationspuffer inlkub Dann wurde di€?P-dCTP
(Random Primers DNA Labeling System, Invitrogen)kierte BACE-1-ORF-Sonde
zugefugt und die Hybridisation Gber Nacht bei 65d@chgefuhrt. Die Uberschissige
Sonde wurde durch Waschen mit 2X SSC und 0,1 % I835°C, gefolgt von Waschen
mit 0,1X SSC und 0,1 % SDS bei 65°C entfernt. Dgn&le wurden mit Super Rx (Fuji
X-ray medical) Filmen detektiert und im Filmentwigkgsgerat (Curix 60; Agfa) nach
Angaben des Herstellers entwickelt.

Gewicht
h Papierticher

Transfermembran

Gel
Geltransferfilterpapier

Laufpuffer

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Versuclaordung beim Northern-Blot
Dargestellt ist die Versuchsanordnung beim Nortiidot. Die im Gel aufgetrennte RNA wird
durch Kapillarkrafte in die Transfermembran tberfiih

[modifiziert nach www.biochem.arizona.edu/.../lee@ihtml]
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2.4.3 Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer: 0,04 M Tris-Acetat, 0,001 M EDTA

DNA-Ladepuffer (6X): 15 % Ficoll (Sigma), 0,25 % Bromphenolblau (Sigm&ylene Cyanol
(Merck)

Ethidiumbromid (50.000X): 10 mg/ ml in dHO (Sigma)

Zur elektrophoretischen Auftrennung der DNA wurdef®o Agarosegele verwendet. Die
Agarose wurde in TAE-Puffer geldst, indem die Lagwa. 2 min in der Mikrowelle
erwarmt wurde. Die Agarosegelldsung wurde in didk@eamer gegossen, mit il
Ethidiumbromid versetzt und anschlieRend der Pralsehenkamm eingesetzt. Als
Molekulargewichtsmarker wurde die 1 kb ,DNA ladderdn Gibco verwendet. Die
Elektrophorese wurde bei 120 V mit TAE-Puffer duefiihrt.

2.4.4 Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmentus Agarosegelen

Unter einem UV-Lichtschirm wurden die entsprechend@NA-Banden mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten. Anschii@f&rfolgte die Aufreinigung der
DNA-Fragmente unter Verwendung des Nucleo Spin dextiKits (Macherey-Nagel)

gemal den Angaben des Herstellers.

2.4.5 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonuklease

Zum Verdau der Vektoren inkubierte man bei 37 °@riacht 3ul Vektor mit je 1ul der
zwei bendétigten Restriktionsendonukleasen (NEB) 4indl 10X Reaktionspuffer (NEB).
Der Ansatz wurde bis zu einem Volumen von40nit destilliertem Wasser aufgefullt.
Zur Spaltung der cDNA-Fragmente verwendete mag DNA, 2 ul 10X Reaktionspuffer,
je 0,5ul Restriktionsendonuklease und (l6dH,0.
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2.4.6 Dephosphorylierung von DNA

Um zu verhindern, dass sich vor einer Ligation ldexarisierte Vektor von selbst wieder
schlie3t, wurden die 5"-Phosphatgruppen mit eineabken (shrimp) alkalischen
Phosphatase (SAP; Roche) entfernt. Hierfir wurdenl 4es Vektorplasmidverdaus mit 1
ul SAP, 6ul Reaktionspuffer (entspricht dem beim Verdau veweten Puffer) und 53l

destilliertem Wasser versetzt und fur 30 Minuten3¥e°C inkubiert.

2.4.7 Ligation von DNA

In den linearisierten und dephosphorylierten Pldsektor konnte nun das DNA-
Fragment, welches zuvor mit den entsprechendenrikResisenzymen verdaut wurde,
eingefugt werden. Dazu verwendete mapl Plasmidvektor, 8 DNA-Fragment, 2ul
Ligationspuffer (Fermentas), (I T4-DNA Ligase (Fermentas) und id dH,O. Dieser
Reaktionsansatz wurde fir 30 Minuten bei Raumteatpemkubiert.

2.4.8 Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien

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 é&#tien und bei 120°C/ 1,2 bar fur 20 min
autoklavieren, vor Benutzung wurde Selektionsaotike zugesetzt (Ampicillin 100ug/ml;
Sigma)

CaCl,-Puffer: 50 mM CaC} (Applichem), 15 % Glycerol (Roth), 10 mM PIPES feuf(Sigma),
pH 6,6

Eine E. coli DH@-Ubernachtkultur wurde 1:100 in 100 ml LB-Mediumrd@nnt und im
Schittelinkubator (200 upm) bei 37 °C bis zu el@8%po von 0,5 inkubiert. Dann wurden
die Zellen 5 Minuten zentrifugiert (Megafuge 1,0 Reraeus; 1.500 x g, 4 °C). Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in51Ml eiskaltem CaGiPuffer
resuspendiert. Nach 30 min auf Eis wurden die Bedleut zentrifugiert (5 min, 1.500 x
g, 4 °C) und in 1 ml eiskaltem Cag&Ruffer resuspendiert. Die Zellen wurden dann

entweder direkt fir die Transformation verwendetrdoki -80°C konserviert.
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2.4.9 Transformation von DNA-Konstrukten in kompg&eE. coli-Bakterien

Ampicillin-LB-Agarplatten: 1 % Trypton (BD), 0,5 % Yeast Extract (BD) und @& NacCl
(Roth) in dHO, pH 7,0 wurde mit NaOH (Merck) eingestellt, 15 Agar (BD) zugesetzt und die
Losung bei 120 °C, 1,2 bar fir 20 min autoklaviddach Abkuhlung auf ca. 50 °C wurde
Ampicillin (Sigma) in einer Endkonzentration vonQLQg/ml zugesetzt und die Ldsung in die
Platten (sterile Bakterienschalen, 10 cm Durchmesienc) gegossen

Zu den in 1 ml CaGiPuffer suspendierten kompetenten E. coli (siedeBpfligte man 1
ul Ligationsansatz hinzu und inkubierte fur 60 miri Bis. Darauf folgte bei 42 °C fur 90 s
ein Hitzeschock. Damit die Bakterien die DNA aufmsm konnten, erfolgte eine
Inkubation auf Eis fur 2 min. AnschlieRend wurden dBakterien 1 ml LB-Medium
zugefigt und fir 60 min bei 37 °C inkubiert. Danarden die Zellen fir 1 min/2.300 upm
bei Raumtemperatur abzentrifugiert und der Ubedstrob verworfen. Die verbleibenden
Bakterien wurden mit einer 100l Pipette aufgenommen und auf die Ampicillin-LB-
Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37rfkLibiert.

2.4.10 Praparation von Plasmidvektoren im kleinexf3stab (Mini-Prap)

Zur Praparation von Plasmidvektoren im kleinen Mal®svurde der NucleoSpin Plasmid

Kit von Macherey-Nagel verwendet.

Von der mit transformierten E. coli Did5eimpften Ampicillin-LB-Agar-Platte wurden
Klone mit einer Pipettenspitze aufgenommen unceieip autoklaviertes Reaktionsgefald
(15 ml) mit 3ml LB-Medium gegeben. Dieser Reaktmmsatz wurde tUber Nacht bei 37 °C
im Schiuttler inkubiert. Dann wurde 1,5 ml davon flirmin bei 12.000 upm (RT)
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es ward60pul P1-Puffer zugefuigt und das
Pellet gelost (10 s, Vortex). Anschliel3end gab ma@ul P2-Puffer hinzu und schuttelte
die Losung vorsichtig fir 1 min. Als nachstes wudde P3-Puffer zugefigt (3 s, Vortex).
Es erfolgte eine Zentrifugation fir 1 min bei 1200pm (RT). Der die DNA enthaltende
Uberstand wurde in 1 ml 100 %-iges Ethanol ubetfiis folgte ein Zentrifugationsschritt
(1 min, 12.000 upm, RT), der Uberstand wurde vefaworDas DNA-Pellet wurde mit 500
ul 70 %-igem Ethanol gewaschen und anschlieBenddetet. Dann wurde die DNA in
80 ul dH,0 resuspendiert.
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2.4.11 Praparation von Plasmidvektoren im gro3eRstab (Maxi-Prap)

Zur Praparation von Plasmidvektoren im groRen Mafisturde der QIAfilter Plasmid

Maxi Kit von Qiagen verwendet.

Von der mit transformierten E. coli Did5eimpften Ampicillin-LB-Agar-Platte wurden
Klone mit einer Pipettenspitze aufgenommen und & ¢inen autoklavierten
Erlenmeyerkolben mit 100 ml LB-Medium gegeben. BreReaktionsansatz wurde tber
Nacht bei 37 °C im Schuttler inkubiert. Dann wudie Losung auf zwei Reaktionsgefalie
(50 ml) verteilt. Nach Zentrifugation (15 min, 4G@pm, 4 °C) wurde der Uberstand
verworfen. Dann wurden die Zellen gemafll den AngatesiHerstellers behandelt und
somit die DNA eluiert. Die gewonnene DNA wurde m@ % Ethanol gewaschen und
anschlieBend getrocknet. Nun wurde die DNA fur 2 mit 400ul dH,O inkubiert und
danach vorsichtig mit einer Pipette aufgenommere DNA-Konzentration wurde mit
Hilfe eines Photometers bei einer Wellenlange v6@ 8m bestimmt. Alle hergestellten
DNA-Konstrukte wurden zur Verifizierung von der iiia GATC Biotech AG (Konstanz)

sequenziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von BACE-1 urfAPP im Gehirn von Down-Syndrom- und

Alzheimer-Demenz-Patienten

Die Analyse der Funktion ddi-Sekretase BACE-1 in der Plaquepathologie des Down-
Syndroms stellte die zentrale Aufgabe der vorligigenArbeit dar. Um eine mdgliche
Beteiligung von BACE-1 an der erhéhten Bildung v (150) aufzudecken, wurde die
Proteinexpression im humanen Gehirn genauer umiersdudem wurde die Expression

von BAPP, ein Chromosom 21-Gen und Substrafjd8ekretase, mitbestimmit.

Es standen drei Gehirne von Trisomie 21 (T21)-Rtdig vier Gehirne von Alzheimer-
Demenz (AD)-Patienten und funf Gehirne von Kongeoll(K), die weder Zeichen einer
T21 noch einer AD aufwiesen, zur Verfigung (sierebdlle 5). Die Zuordnung der
Gehirne zu den verschiedenen Krankheitsstufen geefotlurch die Braak & Braak-

Klassifikation (151). Diese Klassifikation richtesich nach der Lokalisation der
neurofibrillaren Bundel und unterscheidet zwiscBenhs Krankheitsstufen. Stufe | und Il
bezeichnen klinisch unauffallige Falle, Stufe IndulV die Progression der Erkrankung
und Stufe V und VI die voll entwickelte Demenz-Eakkung. Aulerdem wurde die
Einteilung der CERAD (Consortium to Establish a Reg for Alzheimer's Disease)

herangezogen. Ziel der CERAD-Studie ist es anhamdkiinischen, neuropathologischen
und neuropsychologischen Kriterien die DiagnoseAleheimer-Demenz mdglichst exakt
stellen zu konnen. In der CERAD-KIlassifikation walge Dichte der Amyloid-Plaques im
Neokortex semiquantitativ als gering, maRig oderchhobewertet. Aus einem

altersbezogenen Plaque-Score ergibt sich dannidteilang in CERAD 0, A, B oder C

(152).

Da die Uberexpression von BACE-1 in der Alzheimemiznz im Frontal- und
Temporallappen (107-112) beschrieben wurde, wurdaoh diese Bereiche in den

folgenden Untersuchungen verwendet.
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Braak
&

NummeDiagnos&eschlechlterBraakCERADRegionPMI
1 A48/00| T21 M 58 [V-VI| C fit |86h
2 S16/02] T21 W 23| 0 0 fit |34h
3 RZ236| T21 M 37| 0 flt |12h
4 RZ63 | AD M 73 |V-vl| C fit [>24n
5 RZ55| AD M 80| V C filt |12h
6 RZ171| AD W 73 |V-vI| C fit ?
7 RZ122| AD W 83 |V-Vl| C fit |14h
8 RZ77 K M 57| | 0 flt [>24nh
9 RZ85 K M 63| | 0 fit |18h
10 RZ99 K W 56| O 0 fit |14h
11 RZ104| K M 60 | I-1I 0 fit |11h
12 RZ143| K M 62| O 0 fit |24h

Tabelle 5: Humanes Hirngewebe

Die Tabelle listet die zur Verfligung gestanden Gmpeoben auf. Es wurden drei Gehirne von
Trisomie 21-Patienten (T21), vier Gehirne von Ainmer-Patienten (AD) und fiinf Kontrollgehirne
(K) verwendet. Der ersten Spalte kann man die Nuriemeigen der Proben entnehmen, wie sie in
der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Die Belmeung der Proben in der zweiten Spalte gibt
die Nomenklatur der Gehirnbank wieder. Die neuropl@igische und klinische Einordnung der
Alzheimer-Stadien erfolgte durch die Braak & Brg@kVI)- und CERAD (0/C)-Klassifikation.
Mannlich (M); weiblich (W); Frontallappen (F); Tem@llappen (T); post mortem Intervall (PMI),
Stunde [Zeitangabe] (h)

3.1.1 Analyse der Proteinexpression von BACE-1 &P im Gehirn von Down-

Syndrom- und Alzheimer-Demenz-Patienten

Da es sich sowohl bei BACE-1 als auch PAPP um Transmembranproteine handelt,
wurde das Expressionsverhalten zunachst mit HéfeMembranpréparation (siehe 2.1.3)
studiert. Mit dieser Technik lassen sich Protettie,in der Zellmembran verankert sind,
sehr gut anreichern. Bei der spateren AuftrennwergPdoteine lasst sich so unspezifischer
Hintergrund verringern. Die Darstellung d@APP-Banden in der Western-Blot-Analyse
bereitete zuerst Schwierigkeiten, da sich mit degB876Antikérper (153) gegen das C-

terminale Ende vonBAPP keine spezifischen Signale darstellen lieRentetd der
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Verwendung des 22C11-Antikdrpers (146) konnten ¢gadDoppelbanden nachgewiesen
werden. Bei 100 kDa zeigte sich die immature und14€® kDa die mature Bande von
BAPP. Zur Detektion von BACE-1 erwies sich der B1-NitikOrper am besten geeignet.
Mit ihm konnten spezifische BACE-1-Banden bei 65akbachgewiesen werden. Als
Ladekontrolle wurde das Transmembranprotein Nicgstin Bestandteil degSekretase-
Komplexes (154-157gusgewahlt, und mit dem N1660-Antikorper spezifessBlanden bei
ca. 100 kDa detektiert.

Die Abbildung 15 zeigt exemplarisch das Ergebnis Wéestern-Blot-Analyse. Das
untersuchte Material entstammte aus dem BereichFdm#allappens. In den ersten drei
Spalten sind die T21-Proben aufgetragen, gefolgh weer AD-Proben und funf
Kontrollproben (K). Man erkannte hier, dass die Tdhirne Nr. 1 und Nr. 3 im Vergleich
zu den Kontrollgehirnen eine deutlich héhere Prabepression arpAPP aufwiesen.
Zudem zeigten sich in den T21-Gehirnen Nr. 1 und3Nund in AD-Gehirnen ebenfalls
deutlich hohere BACE-1-Proteinexpressionen alsen Hontrollgehirnen. Jedoch waren
die Proteinmengen innerhalb der einzelnen Gewepegrunicht homogen. So fielen bei
der Darstellung vVoBAPP in dem T21-Gehirn Nr. 2 und in dem Kontrollgeh\r. 11 sehr
schwache Banden auf. Ein derartiger ,Ausrei3er” awarh bei der Detektion von BACE-1
im T21-Gehirn Nr. 2 zu verzeichnen.

Als Ladekontrolle der Membranproteine wurde ein INeeis flr Nicastrin gefuhrt. Hier
zeigte sich ebenfalls eine sehr hohe VariabiliMit den Membranpraparationen des
humanen Gehirngewebes konnten daher keine absehtieR Erkenntnisse demonstriert

werden. Die weiteren Arbeiten wurden mit RIPA-Lysat2.1.4) durchgefuhrt.

Zur Detektion deBAPP- bzw. BACE-1-Expression im RIPA-Lysat wurde refiadis der
22C11- bzw. der B1-NT-Antikérper verwendet. Als Ekadntrolle wurde B-Actin
verwendet. B-Actin liegt in den Zellen in Bindeln oder als Ne&k vor und ist
entscheidend an der Ausbildung von Zell-Zell-Kot¢ak und der Motilitat der Zelle
beteiligt (Loffler und Petrides, Biochemie und Rddlochemie, 1998). Wegen der
ubiquitdren Bedeutung vghActin ist davon auszugehen, dass es auch im mkctseh

Gehirn konstant exprimiert ist und daher eine &adbadekontrolle darstellt.
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Abbildung 15: Proteinexpression von BACE-1 undBAPP im humanen Gehirngewebe
(Frontallappen) in der Membranpraparation

Es wurden drei Membranpraparationen von Trisomie(PA1)-Patienten, vier von Alzheimer-
Demenz (AD)-Patienten und fiinf von Kontrollen (Kgrwendet. Je 5(g Proteinmasse wurde in
der SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot anatysMit dem 22C11-Antikdrper gegen
BAPP, dem B1-NT-Antikérper gegen BACE-1 und dem NI8@étikdrper gegen Nicastrin, als
Ladekontrolle, konnten spezifische Banden detakiverden. Molekulargewichtsstandards sind an
der linken Seite der Abbildung in [kDa] angezeigt.

Die Abbildung 16 zeigt exemplarisch die Ergebnisks Western-Blot-Analyse. Es
wurden Gewebeproben des Frontallappens von T21rGehi(1-3), AD-Gehirnen (4-7)
und Kontrollgehirnen (8-12) verwendet. Mit dem Aidtiper gegeBAPP konnten hier im
T21-Gehirn Nr. 3 htherAPP-Spiegel als in den Kontrollgehirnen dargestedtden. In
der Analyse der BACE-1-Expression erkannte manean @21- und den AD-Gehirnen
hohere Expressionen als in den Kontrollgehirnedodle zeigten sich auch im RIPA-Lysat
Schwankungen in der Proteinexpression innerhalbetiezelnen Gewebegruppen (T21,
AD und K). So wiesen die T21-Gehirne (1-3) mit dehwéacheren Bande bei Gehirn Nr. 2
keine einheitliche Expression an BACE1l auf. Dies é&benso in den AD- und
Kontrollgehirnen festzustellenB-Actin erwies sich im RIPA-Lysat als geeignete

Ladekontrolle, da man sehr gleichméRige Banderdeé0 kDa erhielt.
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Abbildung 16: Proteinexpression von BACE-1 undpAPP im RIPA-Lysat des humanen
Gehirngewebes (Frontallappen)

Es wurden RIPA-Lysate der drei Trisomie 21 (T21)idtaen, der vier Alzheimer-Demenz (AD)-
Patienten und der funf Kontrollen (K), die wederTdil noch an AD erkrankt waren, verwendet.
Es wurde je 3Qug Protein auf das Gel aufgetragen. Mit dem 22C1fikArper gegerBAPP, dem
B1-NT-Antikorper gegen BACE-1 und defAct-AntikOrper gegerp-Actin, als Ladekontrolle,
konnten spezifische Banden detektiert werden. Mdégewichtsstandards sind an der linken
Seite der Abbildung in [kDa] angezeigt.

Die Abbildung 17 zeigt ein RIPA-Lysat von den Gelkin (1-12), die auch fur die
Abbildung 16 verwendet worden sind, jedoch handsdt sich hierbei um regional
unterschiedliche Gewebeproben der jeweiligen Fhapen. Mit diesen Proben wurde
wie in Abbildung 16 verfahren und die gleichen Abtper verwendet. Bezlglich der
BAPP-Expression zeigten sich hier besonders die Gé&dkne Nr. 1 und Nr. 3 im
Vergleich zu den AD- und Kontrollgehirnen promineks ist aber zu vermerken, dass
auch die AD-Proben Nr. 4 und Nr. 5 eine hohgA&P-Expression aufwiesen. Die T21-
und AD-Gehirne stellten sich auch hier im Verglemh den Kontrollgehirnen mit einer
erhohten BACE-1-Proteinexpresssion dar. Jedoch teomm T21-Gehirn Nr. 2 nur eine
niedrige BACE-1-Proteinexpression dargestellt werde Alzheimer-Gehirn Nr. 7 fiel im
Gegensatz zu den restlichen AD-Gehirnen eine sdimv@&ACE-1-Bande auf. Di§-
Actin-Banden sprachen fur eine jeweils gleich atriggene Proteinmenge.
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Abbildung 17: Proteinexpression von BACE-1 undpAPP im RIPA-Lysat des humanen
Gehirngewebes (Frontallappen)

Es wurden RIPA-Lysate der drei Trisomie 21 (T21)idtden, der vier Alzheimer-Demenz (AD)-
Patienten und der funf Kontrollen (K) verwendetdare Gewebeproben der gleichen Gehirne im
Vergleich zu Abb. 16). Je 3Qig Protein wurden auf das Gel aufgetragen. Mit d&2@12-
Antikérper gegenBAPP, dem B1-NT-Antikorper gegen BACE-1 und d@nf\ctin-Antikdrper
gegen pB-Actin, als Ladekontrolle, konnten spezifische Bamd detektiert werden.
Molekulargewichtsstandards sind an der linken S#steAbbildung in [kDa] angezeigt.

Neben Proben der Frontallappen wurden auch Pro&emeiporallappen der Gehirne (1-
12) im RIPA-Lysat analysiert. Abbildung 18 zeigteexplarisch eine Western-Blot-
Analyse. Hier konnte in den T21-Gehirnen eine em6BAPP-Proteinexpression
nachgewiesen werden. Jedoch lie3en sich auch inARf@ehirnen Nr. 7 und den K-
Gehirnen Nr. 8, 9 und 10 erh6ht&PP-Proteinexpressionen detektieren. Die BACE-1-
Proteinexpression zeigte sich in diesem Experinmedén AD- und K-Gehirnen variabel.
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Abbildung 18: Proteinexpression von BACE-1 undpAPP im RIPA-Lysat des humanen
Gehirngewebes (Temporallappen)

Es wurden RIPA-Lysate der drei Trisomie 21 (T21)idtaen, der vier Alzheimer-Demenz (AD)-
Patienten und der funf Kontrollen (K) verwendet30gg Protein wurden auf das Gel aufgetragen.
Mit dem 22C11-Antikorper gegefAPP, dem B1-NT-Antikérper gegen BACE-1 und dém
Actin-Antikorper gegerg-Actin, als Ladekontrolle, konnten spezifische Bamdletektiert werden.
Molekulargewichtsstandards sind an der linken SiteAbbildung in [kDa] angezeigt.

3.1.2 Quantifizierung der Proteinexpression von BACundpBAPP im Gehirn von

Down-Syndrom- und Alzheimer-Demenz-Patienten imARLEsat

Die Ergebnisse von sieben Wiederholungen des RIPFat-Experimentes (vier
Experimente aus Material des Frontallappens und Experimente aus Material des
Temporallappens) wurden ausgewertet, indem die Qemneszenzsignale
aufgenommen wurden (siehe 2.1.7). Zuerst wurdemeleessenen Signale der BACE-1-
und BAPP-Proteinexpressionen der einzelnen Proben &wrperimentes in Relation zur
Ladekontrollep-Actin gesetzt. Aus diesen Werten wurde der Mitetwfiir die BACE-1
bzw. BAPP-Expression fur die jeweilige Gewebegruppe (TA&R,und K) bestimmt. Dann
wurden die Mittelwerte der BACE-1- bz\BAPP-Expressionen der Trisomie-Gehirne zu
den Mittelwerten der BACE-1- bzwBAPP-Expressionen der Kontrollgehirne ins

Verhéltnis gesetzt. Dementsprechend wurden auchMiielwerte der BACE-1- bzw.
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BAPP-Expressionen der Alzheimer-Demenz-Gehirne zau Médtelwerten der BACE-1-
bzw. BAPP-Expressionen der Kontroll-Gehirne ins Verh&ltgesetzt. Diese Berechnung
wurde fur jedes Experiment durchgefihrt und ane@ahnd wurden die Ergebnisse in
einem Diagramm zusammengefasst (siehe Abbildungi8)BACE-1-Proteinmengen in
der T21 waren im Vergleich zu den Kontrollprobed-fach nichtsignifikant (TT-Test;
p=0,76) erhoht. DieBAPP-Proteinmengen zeigten in der T21 im Vergleich den
Kontrollen eine 1,4-fache nichtsignifikante (TT-T,esp=0,53) Erhohung. In den
Gehirnproben der Alzheimer-Demenz-Patienten kordiee BACE-1-Proteinexpression
1,5-fach nichtsignifikant (TT-Test; p=0,95) und dBAPP-Proteinexpression 1,1-fach
nichtsignifikant (TT-Test; p=0,97) erhoht berechnewverden. Aufgrund der
Expressionsschwankungen (siehe Standardabweichuegéviittelwerte in Abbildung 19)
erreichten die Ergebnisse keine Signifikanz (TTtTps0,05), stellten jedoch Trends im

Expressionsverhalten dar.
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Abbildung 19: Quantifizierung der Proteinexpressionvon BACE-1 und BAPP im humanen
Gehirn

Das Diagramm zeigt die Ergebnisse der Quantifinigrder Proteinexpression von BACE-1 (B1)
und BAPP im RIPA-Lysat des humanen Gehirngewebes (rn3ié).y-Achse gibt das x-fache der
Proteinerhéhung im Vergleich zu den Kontrollgehirngieder. Die linke Hélfte des Diagramms
zeigte die Ergebnisse fir die Trisomie 21 (T21)dero Die Mittelwerte der B1-Proteinmengen
waren in der T21 im Vergleich zu den Kontrollprokked-fach (p=0,76) erhoht. Die Mittelwerte
der BAPP-Proteinmengen in der T21 waren im Vergleichdem Kontrollen ebenfalls 1,4-fach
(p=0,53) erhoht. In der rechten Hélfte des Diagransind die Verhéaltnisse fir die Gehirnproben
der Alzheimer-Demenz-Patienten (AD) dargestellte Mittelwerte der Bl-Proteinexpressionen
zeigten sich in der AD 1,5-fach (p=0,95) und die Ri&PP-Proteinexpressionen 1,1-fach (p=0,97)
im Vergleich zu den Kontrollgehirnen erhdht. Dieg&bnisse erreichten keine Signifikanz. Die
vertikalen Balken geben die Standardabweichungen an

3.2 Auswirkungen von p25 auf die BACE-1-ExpressmrZellmodell

BACE-1 scheint sowohl in der Alzheimer-Demenz alghaim Down-Syndrom eine
zentrale Rolle einzunehmen, daher ist es sehresgant die Regulation von BACE-1
besser zu verstehen. Da in p25-tUberexprimierende@iusbh erhohte BACE-1
Proteinexpressionen festgestellt wurden (149)tstalich die Frage, ob p25 mit der
Regulation derm3-Sekretase BACE-1 in Verbindung steht. Damit wusiieh ein neuer

Regulationsmechanismus in der Pathogenese des MaAtbleimer erschliel3en.
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3.2.1 Erh6éhte BACE-1-Proteinkonzentrationen in Sga8en

Zur Analyse der Auswirkungen von p25 auf die Expi@s von BACE-1 wurden humane

Neuroblastomazellen, SH-SY5Y-Zellen, verwendet.sPieZellen verfligten Uber einen
tetracyclin  (tet)-induzierbaren p25-Expressionswekt Dieses tetracyclinregulierte

Expressions-T-Rex-System*” von Invitrogen stellteeeMethode dar, die Transskription
bestimmter Gene spezifisch durch Zugabe des Aildoims Tetracyclin zu induzieren

(siehe 2.2.1). Um die Wirkung des stark zytotoxéstip25 abzuschwéachen, wurden die
Zellen zusétzlich stabil mit dem Mikrotubulus-assarem Protein Tau transfiziert. Das

Uberexprimierte Tau-Protein sollte als ,Phospheryngs-Auffangbecken® fungieren

(158). Diese Zellen wurden Tau-SY5Y-Zellen genabm. Tau-SY5Y-Zellen, die den tet-

induzierbaren p25-Expressionsvektor besitzen, wugig25-Zellen genannt. Als Smock-
Zellen wurden tau-SY5Y-Zellen bezeichnet, die einégeren tet-induzierbaren

Expressionsvektor besitzen. Die Sp25- und SmocleZelurden freundlicherweise von

Prof. Dr. Luc Buée (Université de Lille) zur Veriiing gestellt.

Aus den Smock- und Sp25-Zellen wurden RIPA-P-Lysgsiche 2.1.4) gewonnen. Durch
die Zugabe von Phosphatase-Inhibitoren wurde dighbBsphorylierung der Kinase p-cdk5
(p-cdk5 stellt die phosphorylierte und aktivierterfa der Kinase cdk5 dar) verhindert. In
den ersten beiden Spalten der Abbildung 20 wurden kontrolle Smock-Zellen
untersucht, die mit tetracyclinhaltigem Serum *Jjtdbehandelt wurden. Wie erwartet
konnte man in den Smock-Zellen kein endogenes pabhweisen, jedoch die
Proteinkinase cdk5 und schwacher deren aktiviedemFp-cdk5. Endogenes BACE-1
konnte im RIPA-P-Lysat nicht aufgezeigt werdendém nachsten beiden Spalten wurden
tet'Sp25-Zellen und in den darauf folgenden Sp25-Zeltéa mit tetracyclinfreiem (tot
Serum behandelt worden sind, aufgetragen. In déhSp25-Zellen konnte stark
exprimiertes p25 detektiert werden. Jedoch wurad @auden tetSp25-Zellen, wenn auch
geringer als in den teSp25-Zellen, p25 nachgewiesen. Daraus ist zuefdhti, dass der
tet-induzierbare p25-Expressionsvektor auch in Adembeit von Tetracyclin in geringen
Mengen p25 produziert und daher in den Sp25-Zedtabil p25 exprimiert wurde. Die
aktivierte Form der Proteinkinase cdk5, p-cdk5, rkenin den tétSp25-Zellen im
Vergleich zu den Smock-Zellen leicht erhéht dargiéistverden. In den t&Sp25-Zellen
konnte ebenfalls im Vergleich zu den’#8p25-Zellen eine leichte Erh6hung der cdk5-p
Proteinmengen gezeigt werden. cdk5 konnte sowobem Smock- als auch in den‘tet

Sp25-Zellen mit gleicher Proteinexpression nachgsen werden. Der Nachweis mit dem
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BINT-Antikorper deckte in den feBp25- und in den teBp25-Zellen, also unabhangig
von der zusatzlichen p25-Induktion, gleich statktéte Proteinmengen an BACE-1 auf.

tet” tet

kDa Smock Sp25

29 — * +— P25

. <«— p-cdk5
e SN G G A — cdk5

32 —

U
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Abbildung 20: Hochregulation von BACE-1 in Sp25-Zden im RIPA-P-Lysat

Gezeigt ist eine Western-Blot-Analyse der RIPA-FB&te der Zellen. In den ersten beiden Spalten
wurden Tau-SY5Y-Zellen (tau-Uberexprimierende huenddeuroblastoma Zellen), die einen
leeren tetracyclin (tet)-induzierbaren Expressieksar besitzen, die sog. Smock-Zellen, geladen.
In den letzten vier Spalten wurden Sp25-Zellen etuégen. Die Sp25-Zellen sind ebenfalls Tau-
SY5Y-Zellen, die jedoch einen tet-induzierbaren -E2pressionsvektor besitzen. Mit dem p35-
Antikérper gegen p25, dem cdk5-Antikérper gegenbScdind p-cdk5 und mit dem BINT-
Antikbrper gegen BACE-1 konnten spezifische Bandemetektiert werden. Die
Molekulargewichtsstandards sind an der linken Sédte Abbildung in [kDa] angegeben. Zellen,
die mit tetracyclinhaltigem Serum behandelt wurdgind mit ,tet“ bezeichnet. Zellen, die mit
tetracyclinfreiem Serum behandelt wurden, sind, tait* bezeichnet.
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3.2.2 Erh6hte BACE-1-Aktivitaten in Sp25-Zellen

Nachdem in der Western-Blot-Analyse in den Sp23efel hohe BACE-1-
Proteinexpressionen gemessen wurden, folgte didysaaler enzymatischen BACE-1-
Aktivitat in den Sp25-Zellen. Hierzu verwendete madie BACE-1-Aktivitditsmessung
(BACE-Activity-Assay (100), siehe 2.3) mit der e®gtich war, spezifisch die Aktivitat
der B-Sekretase zu bestimmen. Die Abbildung 21 zeigt Hegebnis der BACE-1-
Aktivitatsmessung. Als Negativkontrolle wurden HEX9-Zellen, humane embryonale
Nierenzellen mit Uberexprimiertem Wildtyp-APP, uBdnock-Zellen benutzt. In diesen
Zellen konnte nur eine sehr niedrige BACE-1-Ak#ti{A) nachgewiesen werden. In den
Sp25-Zellen konnte im Verlauf von 30 min (t) im gezich zu den HEK 269- und Smock-
Zellen eine ca. 6-fach erhohte Aktivitat aufgezamhwerden. Eine ebenfalls etwa gleich
hohe BACE-1-Aktivitat erzielten die HEK 269 B1-Zail, HEK 269-Zellen, die stabil mit
BACE-1 transfiziert wurden. Nach Zugabe des BACHiitors GL 189 zu den
Membranpraparationen der Sp25- und HEK 269 B1-Aekennten nur noch geringe
Fluoreszenzsignale nachgewiesen werden, womit siieh gemessene Aktivitat als
spezifische BACE-1-Aktivitat identifizieren liel3.
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Abbildung 21: BACE-1-Aktivitdtsmessung

In der BACE-1-Aktivitatsmessung (siehe 2.3) wurde Aktivitdt von BACE-1 in verschiedenen
Zelllinien untersucht. Es wurden Membranpraparatioder entsprechenden Zellen verwendet. Zur
Hemmung der BACE-1-Aktivitdt benutzte man einen HASpezifischen Inhibitor (GL 189).
Untersucht wurden BACE-1 transfizierte HEK 269-2all(HEK 269 B1; blau), Sp25-Zellen
(Sp25; rosa), BACE-1 transfizierte HEK 269-Zellamsammen mit GL 189 (HEK 269 B1 + GL
189; gelb), Sp25-Zellen zusammen mit GL 189 (Sp25L489; tirkis), HEK 269-Zellen (HEK
269; lila) und Smock-Zellen (Smock; braun). Die k&t (A [relative Skalierung]; y-Achse)
wurde gegen die Zeit (T [min]; x-Achse) aufgetragen

3.2.3 Unveranderte BACE-1-Proteinexpression in Spalten

Die Hochregulation von BACE-1 in Sp25-Zellen konsi@wvohl in Form von erhdhten
Proteinmengen in der Western-Blot-Analyse (siel213). als auch in der gesteigertén
Sekretase-Aktivitat in der BACE-Aktivitatsmessurglepe 3.2.2) verifiziert werden. Im
nachsten Schritt wurde der Einfluss von p35 aufldia-SY5Y-Zellen untersucht. Damit
konnte Uberprift werden, ob nicht nur p25, sondamsh dessen membrangebundene
Vorstufe p35, in der Lage ist die BACE-1-Proteineegsion zu beeinflussen. Die Sp35-
Zellen, Tau-SY5Y-Zellen mit einem tetracyclinindemaren p35-Expressionsvektor,
wurden ebenfalls von Prof. Dr. Luc Buée (Universi€Lille) bereitgestellt. Abbildung 22
zeigt eine Western-Blot-Analyse der RIPA-Zelllysafgie als Kontrolle verwendeten
Smock-Zellen zeigten mit dem p35-Antikérper, dewsbl p35 als auch p25 detektiert,
schwache Banden bei 35 kDa, die als endogene p8BHexpressionen zu deuten sind.
p25-spezifische Banden konnten in den Smock-Zefl@ht gezeigt werden. Zudem
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konnten mit dem BLNT-Antikérper keine spezifischBACE-1-Banden nachgewiesen
werden. Die An- oder Abwesenheit von Tetracyclid@an Seren der verwendeten Smock-
Zellen zeigte, wie erwartet, keine Unterschiede den p35-, p25- oder BACE-1-
Expressionen auf. Die teBp25-Zellen zeigten eine starke p25-Expression Jedloch
wiesen auch die teBp25-Zellen eine geringe Bildung von p25 auf. Skl den tet- als
auch in den tétSp25-Zellen konnte eine gleich hohe BACE-1-Praepression detektiert
werden. Somit reproduzierte diese Analyse der Sf#len die Ergebnisse, die in 3.2.1

erlautert wurden.

In den Sp35-Zellen konnte durch die Zugabe vonatgtlin, und die damit verbundene
Induktion des p35-Expressionsvektors, die p35-Esgiom, im Vergleich zu der
endogenen Expression in den-&p35-Zellen, erhdht werden. Eine p25-Expressiordeu
weder in den téiSp35-Zellen noch in den teBp35-Zellen detektiert. In den t&p35-
Zellen wurde keine BACE-1-Proteinexpression nachgsen. Auch in den p35-
Uberexprimierenden teBp35-Zellen konnte, im Gegensatz zu den p25-
Uberexprimierenden Zellen, keine erhéhte BACE-ltdétn@xpression gezeigt werden.

62



Ergebnisse

+

tett tet tet" tet tet’ tet
kDa Smock  Sp25 Sp35
36 — —— - <+— P35
- < p25
22 —
64 — e e <+— BACE-1

Abbildung 22: Hochregulation von BACE-1 in den Sp3-Zellen, im Gegensatz zu den Sp35-
Zellen

Gezeigt ist eine Western-Blot-Analyse der RIPA-Ltgsder Zellen. In den ersten beiden Spalten
wurden Smock-Zellen, in der dritten und vierten I&p&p25-Zellen geladen. Zusatzlich wurden
Sp35-Zellen, tau-SY5Y-Zellen, die einen tetracyidkiiuzierbaren Expressionsvektor besitzen,
aufgetragen. Mit dem p35-Antikdrper gegen p35 u@d pnd dem BINT-Antikdrper gegen
BACE-1 konnten spezifische Banden detektiert wer@ge Molekularstandards sind an der linken
Seite der Abbildung in [kDa] angegeben. jteteichnet Zellen aus, die mit tetracyclinhaltigem
Serum behandelt wurden, und ;tdiezeichnet Zellen, die mit tetracyclinfreiem Sarbehandelt
wurden.

3.2.4 Northern-Blot-Analyse der BACE-1-mRNA in $pZellen

Nachdem man in den Sp25-Zellen eine erhthte BAGHEeteinexpression feststellen
konnte, stellte sich die Frage, ob die erhdhteridiimmengen auf transkriptionellen oder
posttranskriptionellen Regulationsmechanismen herulDazu wurde zusammen mit Dr.
Sven Lammich die Expression der BACE-1-mRNA in defi-Sp25-Zellen untersucht.
Zuerst wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen iso{gehe 2.4.1) und anschlieRend eine
Northern-Blot-Analyse (siehe 2.4.2) durchgefuhrul3rdem wurden Smock-, HEK 293
B1- und HEK 293 5°'UTR B1-Zellen verwendet. HEK 293JTR B1-Zellen sind HEK
293-Zellen, denen die BACE-1-cDNA mit der 5"UTRupfranslated region) von BACE-1
transfiziert wurden. BACE-1 gehohrt zu den 10%rakene, die eine lange GC-reiche
5’untranslatierte Region besitzen. Der 5’UTR windrcth die Bildung von stabilen

Sekundarstrukturen eine Hemmung der Translatiomdesfolgenden Gens zugeschrieben
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(159). Abbildung 23 zeigt das Ergebnis der NorthBlot-Analyse. In der ersten Spur
wurde die RNA der HEK 293 5'UTR B1-, in der zweit8pur die der HEK 293 B1-, in
der dritten Spur die der teBp25- und in der vierten Spur die RNA der Smockefe
aufgetragen. Mit einer BACE-1-ORF (open readingniegSonde konnte bei den HEK
293 B1- und bei den Sp25-Zellen eine Bande bel @kb detektiert werden. Die BACE-1
Bande der Sp25-Zellen zeigte eine héhere Signakitéd. Bei den HEK 293 5°"UTR B1-
und den Smock-Zellen konnten bei ca. 1,9 kb keinad®@n nachgewiesen werden. Die
HEK 293 5"UTR B1-Zellen zeigten bei ca. 2,3 kb egné3ere Form der BACE-1 mRNA.
Auch bei den tétSp25-Zellen hatte man eine gréRere Form der BA@ERNA erwartet
(siehe Diskussion 4.2.3), da endogene BACE-1-Trgoisite mit einer Grol3e von ca. 2,6
kb, 4,4 kb und 7,0 kb beschrieben werden (35).

HEK

293 HEK

5'UTR 293 tet”

Bl Bl Sp25 Smock

< Transkript mit 5’UTR

20kb ——
—-— - <« Transkript ohne 5’'UTR

Abbildung 23: Northern-Blot-Analyse der Sp25-Zellen

Gezeigt ist eine Northern-Blot-Analyse bei der jésvd0 pl Gesamt-RNA auf das Gel geladen
wurden. Es wurde (von links nach rechts) RNA vonkKHE3 5'UTR B1-, HEK 293 B1-, tét
Sp25- und Smock-Zellen aufgetragen. In den HEK Ba3Zellen und in den t&Sp25-Zellen
wurden mit einer BACE-ORF-Sonde bei ca. 1,9 kb Bandetektiert. Die HEK 293 5’UTR B1-
Zellen zeigten bei ca. 2,3 kb ein B1-Bande aufdém Smock-Zellen konnten keine spezifischen
Banden detektiert werden.

3.2.5 p25-Uberexpression in murinen NeuroblastottfeazéN2a-Zellen)

Die oben beschriebenen Versuche zur Analyse deitUJs2Sexpression in Bezug auf die
BACE-1-Regulation wurden an SH-SY5Y-Zellen (humaréeuroblastomazellen)
durchgefuhrt. Um zu Uberprufen, ob die Ergebnisgd auf andere Zelllinien Gbertragbar

sind, verwendete man N2a-Zellen (murine Neurobfaatellen). Diese wurden ebenfalls
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mit einem tetracyclininduzierbaren p25-Expressieksarsystem (siehe 2.2.1) transfiziert.
Es wurden die Np25-Zellklone Np25 2, Np25 3 und BlgR analysiert. Als Kontrolle
diente der Zellklon NlacZ 1. Dieser besal3 einematgclininduzierbaren lacZp{
Galaktosidase)-Expressionsvektor. In der Westeat-Bhalyse der RIPA-Lysate (siehe
Abbildung 24) der Np25-Zellen, die mit teracycleigm Serum (tét behandelt wurden,
konnte in den drei verschiedenen Zellklonen kei@B-Banden detektiert werden. Fugte
man jedoch Tetracyclin dem Serum der Zellen hinat)( zeigte sich ein deutlicher
Anstieg der p25-Expression. Zur Detektion der eedeg murinen BACE-1-Expression
wurde ein neuer, hochspezifischer Antikdrper, BAC&1 (113), verwendet. BACE-Catl
detektierte bei 65 kDa ein BACE-1 spezifisches 8ign Form einer Doppelbande. Die
Expression von BACE-1 zeigte sich in den verschmedeNp25-Zellklonen relativ gleich
stark. Hervorzuheben ist, dass die p25-uberexprémigen Np25-Zellen (teNp25-
Zellen), im Vergleich zu den nicht p25-Uberexpririeen Zellen (teNp25-Zellen),
keine erhthten BACE-1-Expressionen zeigten. In identrolizellen NlacZ (tetund tef)
konnten keine spezifischen p25-Banden nachgewwseden. In Bezug auf die BACE-1-
Expression zeigten die NlacZ-Zellen das gleicherEsgionsmuster wie die Np25-Zellen
(tet und tet). Die gleichmaRigerB-Actin-Banden sprachen fiir eine jeweils gleich

aufgetragene Proteinmasse.
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Abbildung 24: p25-Uberexpression in N2a-Zellen (mune Neuroblastomazellen)

Die Abbildung zeigt die Western-Blot-Analyse deiPRFLysate der p25-tberexprimierenden N2a-
Zellen (murine Neuroblastomazellen). In den erdieiden Spalten wurde der NlacZ-Zellklon 1
geladen. Die NlacZ-Zellen sind N2a-Zellen, die airtet-induzierbaren lacZB{Galactosidase)-
Expressionsvektor besitzen. Gefolgt von den Np2&%ibeen 2, 3 und 4. Die Np25-Zellen sind
N2a-Zellen, die einen tet-induzierbaren p25-Expoesvektor besitzen. Zellen, die mit
tetracyclinfreiem Serum behandelt wurden, sind mrtigt™ bezeichnet. Zellen, die mit
tetracyclinhaltigem Serum behandelt wurden, sind ftét™ gekennzeichnet. Mit dem p25-
Antikdrper gegen p25, dem BACE-Catl Antikdrper ge@ACE-1 und deng-Actin-Antikdrper
gegenp-Actin konnten spezifische Banden detektiert werd2ie Molekularstandards sind an der
linken Seite der Abbildung in [kDa] angegeben.
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4 Diskussion

Menschen mit dem Down-Syndrom zeigen ab einem Alber40 Jahren fast ausnahmslos
die fur die Alzheimer-Erkrankung typischen neurtypéagischen Veranderungen. In ihren
Gehirnen sind sowol-Amyloid-Plaques als auch neurofibrillare Blundetmzauweisen
(134). Bereits in fetalen DS-Geweben sind hoheradéa an |6slichem R als in fetalen
Kontroll-Geweben zu verzeichnen (136). Die Ursafilrediese frihe Akkumulation von

Ap ist jedoch noch nicht endgultig geklart.

Ein Erklarungsversuch beruht darauf, dass sichGaasfur das Amyloid-Vorlaufer-Protein
BAPP auf dem Chromosom 21 befindet. Eine Schlussfolgy wéare nun, dass durch das
zusatzliche Chromosom 21 im DS m@#&PP gebildet wird und daher auch m@#PP
zur Bildung von A zur Verfugung steht. Diese Aussage wird unterstdtach eine
familiare Form der Alzheimer-Erkrankung, bei der eine Duplikation des Genortes fur
BAPP und vier weiteren Genen vorliegt (141). Die rB#&nen erkranken bereits im
Durchschnitt mit 52 Jahren und zeigen die typideathologie mi-Amyloid-Plaques und
neurofibrillaren Bundeln. Man weil3 jedoch nicht,leteen Einfluss die vier weiteren Gene
oder weitere Faktoren ausuben und kann daher diehfExtrakopie“ desBAPP-Gens
alleine fur die frihe Plaquepathologie verantwohtli machen. Zumal in
UberexprimierendenpAPP-Mausen kein derartiger Anstieg in de-8ynthese zu
verzeichnen ist (142). Zudem gibt es zur ExpressamBAPP im Down-Syndrom sehr
kontrovers publizierte Daten, was mitunter auf deewendeten Materialien (fetal/ adult,
Fibroblasten/ Gehirngewebe) und die Methoden (leysAntikorper) zurickzufuhren ist.
In einer Veroffentlichung wurde beispielsweise ggizelass sich weder auf mMRNA- noch
auf Proteinebene erhohte Werte fAPP im adulten DS-Gehirn im Vergleich zu
Kontrollgehirnen nachweisen lieRen (160). DieseeBrgsse basierten jedoch lediglich auf
der zweimaligen Analyse von zwei DS-Gehirnen uneizontroligehirnen. Eine andere
Arbeitsgruppe zeigte anhand von sieben humanetefe@S-Gehirnen im Vergleich zu
sieben Kontrollgehirnen, dass idPP-mRNA-Expression zwar ca. 1,4-fach erhoht ist,
die BAPP-Proteinexpression jedoch nicht signifikant &éthét (161).

Ein weiteres Chromosom 21-Gen, das haufig in Vellong mit der Demenz im Down-
Syndrom genannt wird, ist BACE-2. Jedoch wurde leritteile klar dargestellt, dass die
Sekretase BACE-2, obwohl sie in der Kodierungssegue 71 % dep-Sekretase BACE-
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1 homolog ist (58), hauptsachlich innerhalb d¢-BomanepAPP schneidet und somit
nicht zur erhéhten Bildung vonplbeitragt (42,162). Uber die Expression von BACEA2
Down-Syndrom ist bekannt, dass die mMRNA-Levelstalem humanen Gehirngewebe ca.
1,5-fach im Vergleich zu Kontrollgewebe erhdht singhrend die Proteinexpression
unveranderte Werte zeigt (112). Jedoch auch zurdsgsmpn von BACE-2 sind in der
Literatur (163,164) unterschiedliche Angaben zddim.

BACE-1 konnte durch Uberexpressions- und KnockfExperimente eindeutig als
alleinige B-Sekretase identifiziert werden (143-148). In Gedir von Alzheimer-Demenz-
Patienten konnten im Vergleich zu Kontrollgehirreshohte BACE-1-Proteinmengen und
Aktivitaten nachgewiesen werden (78-83). Es wahdkisinteressant zu untersuchen, ob
auch im Down-Syndrom die BACE-1-Proteinexpressiorhobt ist. Durch eine
Hochregulation von BACE-1 im Down-Syndrom konnteraehrt BAPP prozessiert und
somit A3 gebildet werden. BACE-1 kénnte damit eine Funkiiorder Plaquepathologie
des Down-Syndroms zugeschrieben werden.

4.1 Expression von BACE-1 urgAPP im Gehirn von Down-Syndrom- und

Alzheimer-Demenz-Patienten

4.1.1 Analyse der Proteinexpression von BACE-1 gABP im Gehirn von Down-

Syndrom- und Alzheimer-Demenz-Patienten

Zur Analyse der Proteinexpression von BACE-1 yiAPP wurde adultes humanes

kortikales Hirngewebe verwendet.

In der Membranpraparation (siehe Abb. 15) zeigteh sim Durchschnitt die
Proteinexpression vopAPP in den T21-Gewebeproben im Vergleich zu dentibdien
erhoht. Zudem prasentierte sich eine Erhéhung &€& B 1-Proteinexpression in den T21-
und AD-Proben im Vergleich zu den Kontrollprobeeddch konnte die BACE-1- und
BAPP-Proteinexpression in den verschiedenen Geweppgn (T21, AD und K) nicht
homogen nachgewiesen werden. So lieRen sich bisispise in der T21-Gehirnprobe
Nr. 2 im Vergleich zu den anderen T21-Gehirnprobere schwéchere Proteinexpression
fur BAPP und BACE-1 detektieren. Dies kdnnte dadurchinggdsein, dass die Qualitat
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dieser frontalen kortikalen Gehirnprobe beeintri@thist. Rein von den post-mortem
Zeiten, also dem Intervall zwischen Tod und Sekti@f} sich diese Begebenheit nicht
erklaren, da das T21-Gehirn Nr. 2 im Vergleich 2andT21-Gehirn Nr. 1 sogar ein kurzes
post-mortem Intervall aufweist (siehe Tabelle Nr.[Ze Beeintrachtigung der Qualitat des
Materials kénnte jedoch auch auf andere Faktoreickgefuhrt werden, wie zum Beispiel
Sektionsdurchfihrung, Transport der Proben und éwéhrung der Proben. Die
beobachteten Schwankungen der BACE-1- @#dPP-Proteinexpression innerhalb der
einzelnen Gewebegruppen (T21, AD und K) kénntenedalon einer Vielzahl von

Faktoren, welche die Qualitdt der Proben beeinflussesultieren. Wie bereits im
Ergebnisteil beschrieben, zeigten die Nicastrinkanddie als Ladekontrolle gedacht
waren, keine gleiche Expression an. Dies konntawdazuriickzufihren sein, dass die
geladenen Proteinmengen, obwohl sie durch eineeiRkainzentrationsbestimmung
angeglichen wurden, differierten. Ein anderer Biki@gsversuch ist, dass Nicastrin unter
den Versuchsbedingungen, die fur die Membranpréiparangewandt wurden, nicht
korrekt detektiert werden konnte.

Da aus den Ergebnissen der Membranpraparationem leischlieRenden Erkenntnisse
gewonnen werden konnten, wurde eine andere MetlladeRIPA-Lysat, angewandt. Mit
dieser Methode konnen nicht nur speziell die Memprateine, sondern alle Proteine
nachgewiesen werden. Dieses Verfahren wurde somittden frontalen als auch mit den
temporalen Gewebeproben mehrfach wiederholt. Mit féAct-Antikdrper gegerg-Actin
konnten gleichstarke Banden detektiert werden.einAbbildung 16 zeigte sich das T21-
Gehirn Nr. 3 im Vergleich zu den AD- und Kontrolyppen mit einer erhbhteBAPP-
Expression. Im Durchschnitt erschien die BACE-1t&irexpression der T21- und AD-
Gewebeproben im Vergleich zu den Kontrollen ebénfarhoht. In der néachsten
aufgezeigten Western-Blot-Analyse (siehe Abb. 17)rdw deutlich, dass die
Proteinexpression von BACE-1 ufihPP in verschiedenen Proben der gleichen Gehirne
auch Schwankungen unterlagen. Dies konnte daratiickgefihrt werden, dass zur
Analyse zwar jeweils das gleiche Gehirnpraparat Yerfigung stand, man aber zur
Gewinnung der Probe jeweils ein Stlick des Prapaetswahlte, ohne den histologischen
Aufbau zu kennen. So zeigte sich zum Beispiel dasGehirn Nr. 5 in der Abbildung 16
mit einer schwacheren BACE-1-Proteinexpressionimlsler Abbildung 17. Auch die

Analyse des Temporallappens (siehe Abb. 18) zelgteExpressionsschwankungen der
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ProteineBAPP und BACE-1 in den T21-, AD- und K-Gehirnen daimunhistochemische
Analysen von Gehirnschnitten wirden eine Optiorsidien, um die BACE-1- un@APP-
Proteinexpressionen genauer zu studieren. Mit diethode kann man mit Hilfe von
Antikdrpern in Gehirnschnitten gezielt die Verteiguder Proteinexpressionen aufzeigen.
Zudem waére es sehr interessant zu untersucheniclobns Gehirn der Down-Syndrom-
Patienten ebenso eine BACE-1-Hochregulation im iBeréer Amyloid-Plaques zeigt, wie
sie in Gehirnen von Alzheimer-Demenz-Patienten imdMausmodell nachgewiesen
wurde (113). Eine lokale Hochregulation von BACEHOnnte die schlechte
Nachweisbarkeit der BACE-1-Hochregulation im Gelysat erklaren.

4.1.2 Quantifizierung der Proteinexpression von BEACundBAPP im RIPA-Lysat

Im nachsten Schritt wurden die Ergebnisse von siableederholungen des RIPA-Lysat-
Experimentes (vier Versuchsdurchfihrungen mit Gepeiben des Frontallappens und
drei Versuchsdurchfihrungen mit Gewebeproben desipdeallappens) quantifiziert,
berechnet und in einem Diagramm zusammengefastie(#ibb. 19) dargestellt. Beztglich
der Trisomie 21-Gehirne war zu erkennen, dass Ai€EB 1-Proteinmengen im Vergleich
zu den Kontrollgehirnen 1,4-fach nichtsignifikaitT¢Test; p=0,76) erhéht waren. Die
Proteinexpression vofiAPP zeigte sich in den T21-Gehirnen im Vergleich den
Kontrollen 1,4-fach nichtsignifikant (TT-Test; p&3) erhdht. Die Ergebnisse fur die AD-
Gehirne liel3en sich in einer 1,5-fachen nichtsigaiften (TT-Test; p=0,95) BACE-1- und
einer 1,1-fachen nichtsignifikanten (TT-Test; p=0,8APP-Proteinexpressionserhéhung
zusammenfassen. In Bezug auf die AD-Gehirne stimrdie Ergebnisse sehr gut mit den
bereits publizierten Daten Uberein (107-112). Maghtgdavon aus, dasBAPP in
Alzheimer-Gehirnen nicht erhoht ist und auch dier lermittelten Ergebnisse zeigten, dass
keine signifikante Erhohung depAPP-Proteinexpression in den AD-Gehirnen im
Vergleich zu den Kontrollgehirnen vorlag. AulRerdestimmte die in der Literatur
angegebene Uberexpression von BACE-1 im AD-Gehitrdem hier gezeigten Trend zur

Erh6hung tberein.

Die nicht erreichte Signifikanz der Ergebnisse kéneinerseits auf die Qualitat der
Gehirnproben und andererseits auf eine lokale Hgelation im Gehirngewebe
zurtckzufiihren sein. AulRerdem wére es notwendig giifRere Anzahl an Gehirnen, vor

allem an Down-Syndrom-Gehirnen, zu untersuchen.
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Die Ergebnisse zeigen aber einen Trend zu eineotdoWwdheren BACE-1- als auch
hoéherenpAPP-Proteinexpression im Gehirn der Down-SyndromeRgen im Vergleich
zur Normalbevdlkerung an. Es ergibt sich somitiéiimweis darauf, dass das ProtBiPP
im Down-Syndrom, vermutlich durch die zusatzlicheplie despAPP-Gens, erhoht ist.
Zudem deutet der Trend zur Uberexpression von BACEH eine Hochregulation von
BACE-1 im Gehirn von Down-Syndrom-Patienten und damuf eine mogliche
Beteiligung der Protease an der erhohtep-Bdung und der damit verbundenen

Plaquepathologie der Trisomie 21 hin.

Im Verlauf dieser Arbeit konnte die These der BACHochregulation im Down-
Syndrom von einer anderen Arbeitsgruppe unterswigrden. Diese zeigte in der Trisomie
21 im Vergleich zu Kontrollen eine ca. 2-fache #igante Erhohung der BACE-1-
Proteinexpression (161). In dieser Studie wurdednan fetales Gehirngewebe verwendet.
Durch die schnelle Praparataufbereitung des Abdetnads ist hier mit einer besseren
Qualitat der Proben zu rechnen. Jedoch ist beneiRetus die Gehirnentwicklung noch
nicht komplett ausgereift, weswegen ein verandeResteinexpressionsmuster nicht
ausgeschlossen werden kann. Daher wurde in dervbrbegenden Arbeit nicht-fetales
Material zur Analyse gewahlt, obwohl dieses denhtist der unterschiedlichen Qualitat

aufweist.

4.2 Sp25 — Ein Zellmodell zur BACE-1-Regulation

Wenn man nun von einer Uberexpression pk8ekretase BACE-1 im Down-Syndrom
ausgeht, stellt sich die Frage, welcher Regulat@mthanismus sich hinter dieser
Proteiniberexpression verbirgt. Die nicht erh 6 BACE-1-mRNA-Pegel in Gehirnen von
Down-Syndrom-Feten (161) deuten auf einen posttrgtonalen Mechanismus hin.
Denkbar ware ein verminderter Abbau von BACE-1 Huemnen veradnderten Transport
von Proteinen in den Endosomen und Lysosomen. lhirG von Down-Syndrom-
Patienten konnte gezeigt werden, dass die Endosderadeuronen vergrol3ert sind (165).
Dies konnte zum Teil darauf zurtickgefuhrt werdeagsdeinige Gene auf dem Chromosom
21, wie Synaptojanin oder Intersectin (140), amadblder Endocytose beteiligt sind. So

spielt Intersectin mit seiner ,Gerustfunktion“ eieatscheidende Rolle bei der korrekten
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Interaktion der zur Endocytose benétigten Prote{fi®é6). Eine unphysiologische
Endocytose konnte daher an der Regulation von BA®Eteiligt sein. Diese Theorie wird
durch Studien bestarkt, die zeigen konnten, dasSefmrn von Down-Syndrom-Patienten
im Golgiapparat vermehrt reifes BACE-1-Protein zZandén ist (161). Durch einen
veranderten Proteintransport im DS kénnte BACE-XGalgiapparat akkumulieren und so

dem normalen Abbau entgehen.

AulRerdem wird der cyclinabhangigen Kinase 5 (cydependent kinase 5, cdk5) und
deren Aktivator p25 in der Pathogenese der Alzheiarkrankung eine Bedeutung
zugeschrieben (siehe 1.2.4). Die Tatsache, dap25riberexprimierenden Mausen eine
ca. 2-fach erhohte BACE-1-Proteinexpression gezeigtde (149), gab Anlass zur
weiteren Analyse der Auswirkungen von p25 auf dieCE-1-Expression.

4.2.1 Erhohte BACE-1-Proteinexpression in Sp25efeilm Gegensatz zu Sp35-

Zellen

Zur Analyse der Auswirkungen von p25 auf die BAGEXpression wurden Tau-SY5Y-
Zellen, humane Neuroblastomazellen mit Uberexprieme Tau-Protein, gewahlt. Diese
Zellen enthalten das T-Rex-Expressionssystem (fehé), welches es ermoglicht gezielt
p25 durch die Zugabe von Tetracyclin zu exprimiergn der Abbildung 20 ist zu
erkennen, dass die Zellen mit dem leeren Expresgsktor (Smock-Zellen) selbst kein
nachweisbares p25 bildeten. Auch das endogene BAQ@#erschritt die Nachweisgrenze.
Sie erflllten jedoch die notwendige Voraussetzuegedk5-Expression. Ware cdk5 in den
Zellen nicht exprimiert, kénnte p25 cdk5 nicht &ldren und so auch keine weiteren
Veranderungen hervorrufen. Die Funktionsfahigkests dnduzierbaren Vektorsystems
wurde dadurch gezeigt, dass die"®p25-Zellen groRe Mengen an p25 exprimierten.
Jedoch produzierten die Sp25-Zellen auch ohne Z&ugain Tetracyclin p25. Der
Expressionsvektor war also auch ohne den Indukb&te Tetracyclin aktiviert. Eine
maogliche Kontamination des verwendeten Serums miitatyclin konnte ausgeschlossen
werden. p25 war in der Lage seine Funktion, diesphorylierung und damit Aktivierung
der Proteinkinase cdk5, in den Tau-SY5Y-Zellen dilien. Dies konnte dadurch gezeigt
werden, dass die p25-exprimierenden Sp25-Zellewengleich zu den Smock-Zellen eine
erhohte p-cdk5-Proteinexpression aufwiesen. Zudengte sich die cdk5-Expression

unabhangig von der p25-Expression. Diese Tatsathat& darauf zurtckzufiihren sein,
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dass cdk5 in der Zelle aufgrund der p25-Induktibergalls hochreguliert wurde und so,
trotz der erhohten Umwandlung zu p-cdk5, cdk5 aiaylen Spiegeln vorlag. In den Sp25-
Zellen wurde eine deutliche Erhdhung der BACE-1télnexpression nachgewiesen. Die
Erhéhung der BACE-1-Proteinexpression zeigte sicklén tet-Sp25-Zellen und in den
tet-Sp25-Zellen  gleich  stark. Dies konnte darauf beryh dass die
Regulationsmechanismen bereits bei der Menge &il st@primierendem p25 in den tet
Sp25-Zellen gesattigt waren und sich eine weitenesiente Erhéhung von p25, wie sie in
den tet-Sp25-Zellen zu finden war, nicht mehr auf die Egsion von BACE-1 auswirkte.
In der BACE-Aktivitatsuntersuchung (siehe Abb. 28igten die tétSp25-Zellen im
Vergleich zu den Smock-Zellen eine ca. sechsfasbleep-Sekretase-Aktivitat. Die HEK
269 B1-Zellen stellten sich im Vergleich zu den HEB9-Zellen mit einer ebenfalls ca.
sechsfachen Erhéhung der Aktivitat deSekretase dar. Somit konnte gezeigt werden,
dass die tétSp25-Zellen uber eine ebenso hohe BACE-Aktivitétfilgten, wie Zellen,
denen stabil BACE-1-cDNA transfiziert wurde.

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss einer erbibRroteinexpression von p35 auf die
Regulation derp-Sekretase untersucht. Hierfir wurden Tau-SY5Yefelmit einem
tetracyclininduzierbaren p35-Expressionvektor (gigkbb. 22) verwendet. In den p35-
tiberexprimierenden feBp35-Zellen lieR sich keine erhohte BACE-1-Pratgpression
nachweisen. Der p35-cdk5-Komplex scheint also niclder Lage zu sein, die BACE-1-
Proteinexpression in den Tau-SY5Y-Zellen zu beegsén. Dies konnte damit in
Verbindung stehen, dass p35 an der Zellmembranngieouist, wahrend p25 sich frei im
Cytosol befindet. Die Lokalisation der cdk5-Aktiig konnte eine entscheidende Rolle
in der Regulation von BACE-1 spielen.

4.2.2 Analyse der mRNA-Expression in Sp25-Zellen

Erhohte Proteinmengen koénnen auf verschiedenenchksaberuhen. So kann zum
Beispiel das Protein verlangsamt abgebaut werdesr abler es wird aufgrund einer
gesteigerten Transkription oder Translation vermgébildet. Um den zugrunde liegenden
Mechanismus der erhéhten BACE-1-Proteinmengen m3j#25-Zellen zu identifizieren,

wurden die RNA-Mengen in den teéBp25-Zellen im Vergleich zu den Smock-Zellen mit
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Hilfe der Northern-Blot-Analyse (siehe Abb. 23) tisnt. Zusatzlich wurden die tet
Sp25-Zellen mit BACE-1-exprimierenden HEK 293-ZnliHEK 293 B1 und HEK 293
5'UTR B1-Zellen) verglichen. Mit einer BACE-1-ORFx&le konnte in den Smock-Zellen
keine fur BACE-1-mRNA spezifische Bande nachgewiegerden. In den Sp25-Zellen
konnte ein starkes Signal bei ca. 1,9 kb detekiverden. Daraus ist zu schlie3en, dass die
erhohte BACE-1-Proteinexpression in derd-&p25-Zellen auf eine erhohte Transkription
des Gens fur BACE-1 zurickzufuhren ist. Mittlengellonnte eine andere Arbeitsgruppe
ebenfalls eine p25-induzierte Hochregulation vonCEAL auf mMRNA- und Proteinebene
in SH-SY5Y-Zellen und Mausen nachweisen (149). Weal. legten dar, dass das cdk5-
Substrat STAT3 an der BACE-1-Promotor-DNA bindeduso die Transkriptionsrate
erhoht. Dies steht jedoch nicht in Einklang mit 8&CE-1-Regulation in der Alzheimer
Erkrankung. Da man bei der Demenz von gleich bfeleea Mengen an BACE-1-mRNA
und somit von einer post-transkriptionalen Regatatiaus (114,115,161). Weitere
Diskussionspunkte ergeben sich aufgrund der Grdeddtektierten BACE-1-mRNA.
Endogene BACE-1-Transkripte werden in der Literatitreiner Grél3e von ca. 2,6 kb, 4,4
kb und 7,0 kb beschrieben (35). In deri-®p25-Zellen konnten jedoch keine Banden mit
diesen GroRen nachgewiesen werden. In dérSgE25-Zellen konnte man, wie in den
HEK 293-Zellen, die mit BACE-1-cDNA transfiziert wden, nur bei ca. 1,9 kb ein Signal
detektieren. Die HEK 293 5°"UTR B1-Zellen zeigteneeBande bei ca. 2,3 kb.

Eine mdgliche Erklarung wére, dass es sich in deg2b&Zellen nicht um eine endogene
BACE-1-Proteinexpression handelt. Um der Mdglichkleir Kontamination der Zellen mit
BACE-1-cDNA nachzuforschen, wurden von Prof. Dr.cLBuée neue Sp25-Zellen
angefordert. Diese neuen Zellen wurden ohne weiglpassage im RIPA-Lysat
analysiert. Obwohl man bei allen Reaktionsschritsargsam auf eine Vermeidung
maoglicher Kontaminationen achtete, wurden bei diegellen ebenfalls die gleichen
Ergebnisse bezuglich der BACE-1-Proteinexpressi@nb&i den oben diskutierten Sp25-
Zellen (siehe Abb. 20) erzielt. Prof. Dr. Luc Buédte auf Anfrage mit, dass in seinem
Institut keine BACE-1-cDNA verwendet wurde und soie dKontamination

unwahrscheinlich sei. Abschliel3end lasst sich giedargestellte Diskrepanz nicht klaren.
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4.2.3 Keine BACE-1-Hochregulation in p25-tberexperanden N2a-Zellen

Als nachstes wurde untersucht, ob die p25-Uberssgjme auch in anderen Zelllinien eine
erhohte BACE-1-Expression bewirkt. N2a-Zellen sindrine Neuroblastomazellen. Um
gezielt p25 in den N2a-Zellen (murine Neuroblastpefian) zu induzieren, bediente man
sich des tetracyclinregulierten T-Rex-Expressiostesys (siehe 2.2.1), welches bereits bei
den SH-SY5Y (humane Neuroblastoma)-Zellen Verwegdtand. Np25-Zellen (siehe
Abb. 24), die mit Tetracyclin behandelt wurden, rxerten p25. Im Gegensatz dazu ist
in den tetNp25-Zellen und in den als Kontrolle verwendetdad¥ (tef und tet) keine
p25-Proteinexpression nachweisbar. Damit wurde di@nktionsfahigkeit des
Expressionssystems gezeigt. Jedoch konnte in d&rex@imierenden t&tNp25-Zellen,
entgegen der Erwartung, keinen Anstieg der BACExfir&ssion nachgewiesen werden.
Das in den Sp25-Zellen beobachtete Ergebnis der-imu2&ierten BACE-1-
Hochregulation konnte also in den Np25-Zellen nigyroduziert werden. Dies kdnnte
darauf zurickzufuhren sein, dass der Regulationsamemus auf einer bestimmten
Genexpression beruht, welche die N2a-Zellen im My zu den SH-SY5Y-Zellen nicht
aufweisen. Jedoch besteht auch die Mdglichkeits dés in den Sp25-Zellen beobachtete
BACE-1-Hochregulation eine Ausnahme darstellte uesl sich nicht um einen

reproduzierbaren Regulationsmechanismus handelte.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Alzheimer-Krankheit (AD), die haufigste Formrd2emenz, manifestiert sich klinisch
meist ab dem 65. Lebensjahr mit langsam progregle@edachtnis-, Orientierungs- und
Aufmerksamkeitsstérungen. Neuropathologische Kateesind die Amyloid-Plaques, die
hauptsachlich aus extrazellularen  Aggregaten d@sAmyloid-Proteins  (/B)
zusammengesetzt sind, und intrazellulare neurdéibei Bundel, die aus Aggregaten des
mikrotubulus-assoziierten Proteins Tau bestehen, Besloser* der Alzheimer-Krankheit
ist dasp-Amyloid-Protein (Amyloid-Kaskaden-Hypothese), weds durch proteolytische
Prozessierung vVoAPP (-Amyloid-Vorlaufer-Protein) entsteht. Dies gesclijeindem
zuerst BACE-1 [{-site APP cleaving enzyme 1) und anschlielend yd8ekretase-
Komplex BAPP schneiden. Menschen mit Down-Syndrom (DS), medcdie haufigste
autosomale Chromosomenaberration darstellt, enénckereits ab einem Alter von 40
Jahren die typischen neuropathologischen Kennzeiader Alzheimer-Krankheit und
zeigen mit einem Durchschnittsalter von 56 Jahierklinischen Symptome der Demenz.
Die Grunde fur das frihe Auftreten der Amyloid-Rlag sind noch nicht vollstandig
geklart. Das Gen fUBAPP befindet sich auf dem Chromosom 21, welcheB8rdreifach
vorhanden ist, und wird daher mit der frihen Plagathologie im Down-Syndrom in
Zusammenhang gebracht. BACE-1 konnte durch Ubeessfms- und Knock-out-
Experimente eindeutig als alleinigeSekretase identifiziert werden. In Gehirnen von
Alzheimer-Demenz-Patienten konnten im VergleiclKontrollgehirnen erhéhte BACE-1-
Proteinmengen und BACE-1-Aktivitdten nachgewiesenden. Es war deshalb interessant
zu untersuchen, ob auch im Gehirn von Down-SyndrRatienten die BACE-1-
Proteinexpression erhoht ist. Durch eine Hochreégudaszon BACE-1 im Down-Syndrom
konnte vermehrBAPP prozessiert und somitBAgebildet werden. Daher war es das Ziel
der vorliegenden Arbeit die Expression von BACE+l Gehirnen (Temporal- und
Frontallappen) von DS-Patienten im Vergleich zu Kaligehirnen zu analysieren. In der
Western-Blot-Analyse der Gewebeproben konnte gezergyden, dass die BACE-1-
Proteinmengen im Down-Syndrom im Vergleich zu demtfllen (K) 1,4-fach erhdht
waren. Die Proteinexpressionen v@APP zeigten sich im DS im Vergleich zu den
Kontrollen 1,4-fach erhoht. Diese Ergebnisse etamelkeine Signifikanz, zeigten aber
deutliche Trends im Expressionsverhalten. Dies t@mauf die Anzahl der untersuchten
Gehirne (Temporal- und Frontallappen je 3 DS, 4 &l 5 K), Qualitatsmangel der
Gehirnproben oder einer ungleichen Verteilung deotdhexpression im Gewebe
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zurtckzufiihren sein. Es ist daher notwendig melnir@e zu untersuchen. Zudem ware es
interessant in Gehirnschnitten das Verteilungsmuder BACE-1-Expression im DS
genauer zu studieren. Die Ergebnisse deuten jealoichine Hochregulation von BACE-1
im DS-Gehirn und somit auf eine Beteiligung dertPase an der Plaguepathologie des

Down-Syndroms hin.

BACE-1 scheint also sowohl in der Pathogenese denefmer-Demenz als auch in der
des Down-Syndroms eine zentrale Rolle einzunehraher ist es sehr interessant die
Regulation von BACE-1 weiter zu analysieren. DapRb-iUberexprimierenden Mausen
erhohte BACE-1-Proteinexpressionen gezeigt werdennten, vermutete man eine
Beteiligung von p25 an der Regulation defekretase. p25, das im Gehirn der AD-
Patienten vermehrt gebildet wird und aus der Phpdeovon p35 entsteht, bindet und
aktiviert die Kinase cdk5. cdk5 phosphoryliert unémderem das Tau-Protein und wird
daher mit der Bildung der neurofibrillaren Bindeldusammenhang gebracht. Durch die
Hochregulation von BACE-1 konnte p25 in der Patmege der Alzheimer-Erkrankung
eine neue Bedeutung zugeschrieben werden. Zur #A@malgler p25 induzierten
Verdnderungen in den Neuronen wurden humane Nestobhazellen mit einem
induzierbaren p25-Expressionsvektor, Sp25-Zellengrwendet. In diesen p25-
Uberexprimierenden Zellen konnten sowohl in der dfesBlot-Analyse als auch in der
BACE-1-Aktivitatsmessung erhohte BACE-1-Proteineegsionen bzw. BACE-1-
Aktivitaten gezeigt werden. Die Northern-Blot-Anséy der Sp25-Zellen ergab erhdhte
BACE-1-mRNA-Spiegel, die sich jedoch in einer findegene BACE-1-mRNA
untypische Groélie detektieren lieRen. p35, das nmemgbkbundene Vorlaufer-Protein von
p25, war indes nicht in der Lage die BACE-1-Praggpression in humanen
Neuroblastomazellen zu erhdhen. Die Ergebnisse Sjt5-Zellen konnten in p25-
Uberexprimierenden murinen Neuroblastomazellen, SNp&len, nicht reproduziert
werden. Daher ist es notwendig, den p25-induzieBAKCE-1-Regulationsmechanismus
auf seine Reproduzierbarkeit, z.B. in weiterenike¥Modellen, zu Gberprufen.
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