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Abstract 4

Abstract

Alzheimer’s disease is characterized by brain deposition of extracellular
amyloid B-peptide containing plaques. The cellular site of y-secretase activity,
which releases amyloid B-peptide and the corresponding APP intracellular
domain (AICD) remains controversial. Proposed cleavage sites range from the
endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus, the cell surface to endosomal
compartments. We now used C99-GFP, a fluorescent reporter substrate for y-
secretase activity and monitored AICD production in living cells. C99-GFP is
efficiently cleaved by y-secretase and AICD-GFP is released into the cytosol.
Inhibiting y-secretase results in accumulation of C99-GFP in early endosomes.
By blocking selective transport steps along the secretory pathway we
demonstrate that y-secretase does not cleave its substrates in the endoplasmic
reticulum, the Golgi/trans-Golgi network or in secretory vesicles. In contrast,
inhibition of endocytosis did not inhibit cleavage of C99-GFP. Similar results
were obtained for another y-secretase substrate, NotchAE. Our results suggest
that intracellular domains are generated by y-secretase at the plasma

membrane and/or early endosomes.

Zitat Quelle: [52] Kaether C, Schmitt S, Willem M, Haass C; Amyloid precursor
protein and Notch intracellular domain are generated after transport of their
precursors to the cell surface. Traffic 2006; 7: 408-415

Keywords: Alzheimer’s disease, Amyloid precursor protein, AICD, C99, GFP, y-

Secretase
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1 Einleitung

1.1 Morbus Alzheimer

1.1.1 Geschichte

"Wie heil3en Sie?"

"Auguste."

"Familienname?"

"Auguste."

"Wie heil3t ihr Mann?" - Auguste Deter zbgert, antwortet schlie3lich:
"Ich glaube... Auguste."

"Ilhr Mann?"

"Ach so."

"Wie alt sind Sie?"

"51."

"Wo wohnen Sie?"

"Ach, Sie waren doch schon bei uns."

"Sind Sie verheiratet?"

"Ach, ich bin doch so verwirrt."

"Wo sind Sie hier?"

"Hier und Uberall, hier und jetzt, Sie durfen mir nichts Gbel nehmen."
"Wo sind Sie hier?"

"Da werden wir noch wohnen."

"Wo ist lhr Bett?"

"Wo soll es sein?" Interview mit Auguste Deter

Der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer (geboren 1864 in
Marktbreit) fihrte am 25.11.1901 dieses Interview mit der Patientin Auguste
Deter durch, die zu diesem Zeitpunkt erst 51 Jahre alt war und im vergangenen
Jahr rasant und zunehmend ihre kognitiven Fahigkeiten verloren hatte
[Krankenblatt Auguste Deter, 1901].

Ende des Jahres 1906 stellte er die Krankheit der Patientin erstmals als
eigenstandiges Krankheitsbild dar, inklusive der von ihm bei der Obduktion des
Gehirns der Patientin gefundenen Eiweil3ablagerungen (,Plaques®) sowie
neurofibrillarer BlUndel und dem Befund flachenweise abgestorbener
Nervenzellen. Er unterscheidet die spater nach ihm benannte Krankheit

erstmals von der senilen Demenz.
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Beim Morbus Alzheimer kommt es zu einem fortschreitenden Verlust aller
héheren Gehirnleistungen, betroffen sind vor allem das Ged&achtnis und alle
kognitiven Funktionen. So fuhrt die Erkrankung zu einer schweren Demenz mit
nach und nach zunehmender Invaliditat und Pflegebedurftigkeit, ist jedoch nicht
an sich lebensbedrohlich. Ausnahme sind seltene, durch die Krankheit
verursachte Hirnblutungen. Die Patienten sterben fast immer an

Sekundarkomplikationen wie zum Beispiel Pneumonien oder Lungenembolien.

1.1.2 Epidemiologie

In Deutschland leiden etwa 750000 Menschen unter der Alzheimer-Demenz,
weltweit sind tber 20 Millionen Menschen betroffen [1]. Unter den 60-65jahrigen
ist die Pravalenz mit ca. 1,2% noch gering, nimmt aber mit steigendem Alter
rasant zu, bis unter den 85jahrigen mehr als 20% Symptome der Erkrankung
zeigen. Manner und Frauen sind in etwa gleich haufig betroffen. Die Alzheimer-
Demenz ist damit die haufigste Demenzerkrankung weltweit und wird mit dem

zunehmenden Alterwerden der Bevolkerung noch an Bedeutung gewinnen.

1.1.3 Genetik

Bei einer durchschnittich angenommenen Lebenserwartung von 72 Jahren fir
Manner und 78 Jahren fir Frauen liegt die Wahrscheinlichkeit bei ca. 5%
irgendwann im Leben an Alzheimer-Demenz zu erkranken [1]. Der Grol3teil der
Erkrankungen tritt sporadisch auf und ist somit eine multifaktorielle Erkrankung.
Es existieren verschiedene Risikofaktoren, die fur die Erkrankung préadis-

positionieren.

Fir Menschen mit einem an Alzheimer erkrankten nahen Verwandten steigt die
Erkrankungswahrscheinlichkeit auf das bis zu Vierfache. Zugrunde liegend sind
genetische Faktoren, die die Entstehung der Erkrankung beglnstigen, jedoch
nicht verursachen. Ein Beispiel ist das gehaufte Vorliegen von €4-Allelen bei
Polymorphismus des Gens fur das Apolipoprotein E (ApoE). ApoE erflllt
wichtige Funktionen im Lipidstoffwechsel, wird aber auch als Bestandteil von

Amyloidablagerungen im Gehirn gefunden [2]. Es kommen die Allele €2, €3 und



1  Einleitung 15

€4 vor, liegen jedoch ein oder zwei Allele €4 vor, erhoht dies die
Wahrscheinlichkeit an Alzheimer zu erkranken erheblich, da Apog4 die

Aggregation von B-Amyloid fordert [3].

Auch ein Polymorphismus des Gens fir a2-Makroglobulin, ein vor allem im
Plasma vorkommendes, multifunktionales Protein, geht aufgrund eines bisher
nicht eindeutig geklarten Mechanismus mit einem erhohten Alzheimerrisiko
einher [4]. Ebenso fanden sich in groflen Genom-Studien bestimmte
Genvarianten der Gene fir Clusterin (Clu), fur den Complement Receptor 1

(CR1) und PICALM eng mit einem erhohten Erkrankungsrisiko assoziiert [5,6].

AulRRerdem erkranken Menschen mit einer Trisomie des Chromosoms 21 (Down
Syndrom) - und damit einem dreifach vorliegenden Allel des auf dem
Chromosom 21 liegenden Gens fur das Alzheimer Vorlaufer Protein (APP) — mit
einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit bereits in der 4. und 5. Lebensdekade an

Alzheimer.

Fur einen geringen Prozentsatz der Erkrankungen (unter 2%) sind autosomal-
dominant vererbte Formen, die so genannten familiaren Alzheimer
Erkrankungen (FAD), verantwortlich. Es handelt sich um Missense-Mutationen
in den Genen fur Presenilin 1 und 2 (PS1 auf Chromosom 14 und PS2 auf
Chromosom 1) oder APP. Trager dieser Mutationen erkranken meist bereits
deutlich friiher als bei der sporadisch auftretenden Alzheimer-Erkrankung. Der
Krankheitsbeginn liegt meist zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr, wobei die
Erkrankung bei den APP-Mutationen im Schnitt etwas friiher beginnt als bei den
Presenilin-Mutationen [1]. Ansonsten sind in Auspragung, klinischem Verlauf

und Prognose keine wesentlichen Unterschiede bekannt.

1.1.4 Morphologie und Histopathologie

In friheren Stadien zeigen sich makroskopisch haufig keine Veranderungen,
mit Fortschreiten der Erkrankung kommt es jedoch zu einer ausgepragten

kortikalen Atrophie des Gehirns, die die gesamte Grol3hirnrinde betreffen kann

[7].
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Mikroskopisch findet sich die fur den Morbus Alzheimer typische Trias aus
neuritischen Plaques im Neuropil, Amyloidablagerungen in kortikalen und
kleinen leptomeningealen GefalBen und Alzheimer-Fibrillen-Bindeln, so

genannten neurofibrillaren ,tangles” [8].

Bei diesen neurofibrillaren Blindeln handelt es sich um Zytoskelettaggregate im
Perikaryon von Neuronen. Hauptbestandteil sind periodisch gedrehte
Neurofilamente, die hauptséachlich aus Ubermafig phosphoryliertem Tau-
Protein bestehen. Sie kommen auch bei anderen neurodegenerativen

Erkrankungen vor, in geringer Zahl auch bei gesunden alteren Menschen.

Unabhangig davon treten neuritische Plaques auf, welche extrazellulare
Ablagerungen von [B-Amyloid (AB) mit einem umgebenden Kranz aus
degenerierten dystrophen Neuriten und Astrozytenfortsatzen darstellen. A liegt
hauptsachlich in der an Aminosaure 42 endenden Form (AB42) vor, begleitet
von der regular haufiger produzierten, nun aber in der Minderheit
vorkommenden Form AB40. AB42 neigt wesentlich starker zur Aggregation.
Auch diese Plaques finden sich in geringer Zahl beim Gesunden und lassen

sich mit Versilberungstechniken gut darstellen.

Zusatzlich zu den AB-Ablagerungen in Form von Plaques zeigt sich eine
mikrovaskulare Angiopathie, die durch Amyloidablagerungen in der
Basalmembran der Gefal3e charakterisiert ist. Sie wird auch als kongophile
Angiopathie bezeichnet. Amyloidablagerungen kénnen Nekrosen der
GefaBRwand hervorrufen, was zu den oben bereits beschriebenen Hirnblutungen
fuhren kann [2,7].

1.1.5 Die Amyloidhypothese

Im Gehirn Alzheimerkranker kénnen gehauft AB-Ablagerungen in Form von
neuritischen Plaques festgestellt werden. Auch in der zerebrospinalen
Flassigkeit und im Plasma Gesunder ist AB in kleinen Mengen nachweisbar. Die
geringfugige Sekretion von AR durch APP-exprimierende Zellen ist somit sicher

auch Teil des physiologischen Metabolismus. Sowohl bei den FAD als auch bei
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den sporadischen Alzheimerformen kommt es zur vermehrten Ablagerung von
AB-Plaques, die vor allem AB42 enthalten. FAD verursachende Genmutationen
fuhren zu einer deutlichen Uberproduktion von AB, vor allem der starker

aggregierenden Form AB42.

Die Amyloidhypothese geht davon aus, dass diese Amyloidablagerungen uber
die Induktion einer Entztindungsreaktion und von moglicherweise noch anderen
subtileren Effekten auf die Synapsen der umliegenden Neurone zu einer
zunehmenden Nervenschadigung fihren. Ein gestortes intrazellulares
lonenmilieu konnte zusammen mit oxidativen Sch&den zu veré&nderten
Enzymaktivitaten innerhalb  der  Nervenzellen sowie zu  einer
Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen mit Bildung von neurofibrillaren
JLangles® fihren und damit ursachlich flr neuronale Fehlfunktionen oder gar fir
den Untergang von Neuronen sein. Neuronale Fehlfunktion und Tod von
Nervenzellen korrelieren gut mit dem Kklinischen Bild einer fortschreitenden

Demenz [9].

1.2 Molekularbiologische Grundlagen

1.2.1 APP und B-Amyloid

Das Alzheimer Vorlaufer Protein (Amyloid precursor protein, APP) ist ein Typl
Transmembranprotein mit einer langen, N-terminalen Extrazellular- und einer
kurzen, C-terminalen Intrazellulardoméne. Als Typl bezeichnet man
Transmembranproteine, die die Phospholipiddoppelschicht von Membranen
einmal ganz durchqueren und deren N-Terminus dabei extrazellular liegt. APP
wird in vielen verschiedenen Zelltypen und in orthologen Formen bei fast allen
Wirbeltieren exprimiert. Es existieren verschiedene Spleissisoformen, in
Neuronen wird hauptséchlich die 695 Aminosauren (AS) lange Form APP695
gebildet. Nach einem Maturierungs-Prozess in endoplasmatischem Retikulum
(ER) und Golgi wird APP an die Plasmamembran (PM) transportiert. Dort
durchlauft es den endosomalen Recycling Pathway — das bedeutet, APP wird in
endozytotische Vesikel aufgenommen und danach erneut in die PM eingebaut
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oder abgebaut [10]. Die postulierten physiologischen Funktionen von APP und
seinen Spaltprodukten reichen von einer Beteiligung am axonalen Transport
Uber eine Rolle in der Transkriptions-Kontrolle bis hin zu einer Funktion im

Rahmen der Apoptose [11].

APP wird durch verschiedene Proteasen prozessiert, den Sekretasen. Im ersten
Schritt wird APP entweder von der a- oder wahlweise von der B-Sekretase
geschnitten, wobei die lange, wasserlosliche, extrazellulare Doméane entfernt
wird (,ectodomain shedding“). Nach Schnitt durch die a-Sekretase verbleibt das
83 AS lange Transmembranprotein C83, welches im Anschluss von der y-
Sekretase in das P3-Peptid und die APP-intrazellulare-C-terminale-Doméne
(AICD) geschnitten wird. Nach Schnitt durch die B-Sekretase entsteht analog zu
C83 (C99, welches durch die y-Sekretase ebenfalls in AICD und ein
extrazellulares Produkt geschnitten wird. Dieses extrazellulare Produkt ist das
Amyloid-B-Peptid (AB), welches in verschiedenen Formen vorkommt. Die
beiden wichtigsten Formen sind AB40 oder ABR42. Die extrazellulare

Aggregation von AR fuhrt zu den bekannten Alzheimer-Plaques [12,13].

Da a- und B-Sekretase um APP als Substrat konkurrieren, verhindert das
Schneiden der a-Sekretase die Entstehung von AR [15].

Der Schnitt von APP durch B- und y-Sekretase mit Freisetzung von AICD ins
Cytosol verlauft analog zum Schnitt des Notch-Rezeptorproteins. Notch ist ein
bekanntes Substrat der y-Sekretase. Das cytosolische Produkt NICD hat eine
Signalfunktion inne, so dass auch fir AICD eine Signalwirkung postuliert wurde
[14].

Die verschiedenen Missense-Mutationen des APP-Gens auf Chromosom 21,
eine Ursache familidrer Alzheimer-Erkrankungen, fihren zu Veranderungen
nahe der Schnittstellen der verschiedenen Proteasen und beeinflussen so die

Prozessierung [2].
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1.2.2 y-Sekretase

Die y-Sekretase gehort zur Familie der Aspartat-Proteasen und schneidet eine
ganze Liste an Typl-Membranproteinen, wie zum Beispiel das Notch-
Rezeptorprotein oder APP, die beiden bekanntesten und am meisten studierten

Substrate der y-Sekretase.

Der aktive y-Sekretase-Komplex besteht aus einem vierteiligen Herzstick: Den
Proteinen Presenilin (PS), Nicastrin (Nct), Aph-1 und Pen-2 [16].

PS1 und PS2 sind 467AS- bzw. 448AS-lange homologe Membranproteine, in
deren Genen allein Uber 150 zu FAD fuhrende Mutationen bekannt sind. Die
Transmembran-Topologie ist nicht unumstritten, Modelle mit 9
Transmembrandoméanen (TMD) sind am weitesten verbreitet. Unabhangig von
der genauen Topologie befindet sich die katalytisch aktive Stelle in den TMD 6
und 7. Damit stellt Presenilin die aktive Aspartat-Protease des y-Sekretase-
Komplexes dar. Nach Synthese durchlaufen PS1 und 2 einen
endoproteolytischen Prozess, sodass im Anschluss N- und C-terminale PS-
Fragmente vorliegen (PS-NTF und PS-CTF). Holoprotein, das nicht in den
Komplex eingebaut wird, wird schnell denaturiert. PS im aktiven y-Sekretase-
Komplex besteht aus einem Heterodimer aus PS-CTF und PS-NTF. [15]

Nicastrin (Nct) dagegen, an den C-Terminus von PS gebunden, fungiert als
Substrat-Rezeptor. Die grol3e extrazellulare Doméane von Nct bindet spezifisch
an Substrat C99, das nach Schnitt von APP durch die B-Sekretase entsteht,
nicht jedoch an ungeschnittenes APP [17].

Die Funktion von Aph-1 besteht in der Stabilisierung des PS Holoproteins und
der Regulation des Zusammenbaus bzw. der Maturierung des y-Sekretase-
Komplexes. Pen-2 beeinflusst die PS-Endoproteolyse und reguliert somit auch
die y-Sekretase-Aktivitat. Alle vier Komponenten sind notwendig und

zusammen ausreichend fur eine Funktion der Protease [18].
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1.2.3 Das ,,Spatial Paradox*“

Frihe Studien zeigten bereits, dass sich Presenilin in groRen Mengen im ER
und Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) findet, wahrend sich y-Sekretase-Aktivitat vor
allem an der Plasmamembran nachweisen lasst. Diese Diskrepanz wurde als
,Spatial paradox” im Sinne einer nicht zusammenpassenden raumlichen
Verteilung der y-Sekretase-Komponenten und deren Wirkungsort bezeichnet
[19]. In den folgenden Jahren wurden viele Arbeiten zur Lokalisation von y-
Sekretase, APP und Ort der AB-Produktion durchgefiihrt (siehe 1.3), jedoch mit

kontroversen Ergebnissen.

1.3 Ansatz und Fragestellung dieser Arbeit

Die Produktion von AP wurde nach und nach in allen moglichen
Zellkompartimenten des Sekretorischen Wegs vom ER [18,20,21], TGN [21,22]
bis hin zu sekretorischen post-Golgi-Vesikeln [23], Endosomen [24-27],
Lysosomen und Autophagosomen [28] und an der Plasma Membran [29-31]
nachgewiesen. Andere Studien wiederum schlossen eine AB-Produktion im ER
[32-34] und TGN [23] aus. Auch in Neuronen wurde eine APB-Produktion in
axonalen Transportvesikeln kontrovers diskutiert [35,36]. Auf subzellularer
Ebene wurde auch das ER als Ort der AICD-Entstehung vermutet [37].

In einigen Fallen beruhen die Schlussfolgerungen der letzten Jahre auf Arbeiten
an subzellularen Fraktionen, bei denen es aufgrund schlechter Trennung von

Kompartimenten immer wieder leicht zu Kontaminationen kommen kann [38].

Zusammengefasst ist nach wie vor der Ort der AB-Entstehung in der Zelle nicht
eindeutig geklart, weshalb eine erneute Untersuchung zur intrazellularen
Lokalisation des aktiven y-Sekretase-Komplexes, und somit der A3-Produktion,
Inhalt dieser Arbeit ist. Ziel war es, einen Reporter herzustellen, der es mit
mikroskopischen Methoden erlaubt, y-Sekretaseaktivitat subzellular zu

lokalisieren und somit den Ort der AB-Entstehung genauer zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Zelllinien und Transfektion

2.1.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

e HEK 293: Human Embryonic Kidney Cells

e HEK 293/ APP Swe: HEK 293 Zellen, die APP Swe stabil exprimieren,
auch nur als Swe bezeichnet. APP Swe zeichnet sich durch eine
K595N/M596L Doppelmutation in APP aus, die bei einer schwedischen
Familie mit erblicher Alzheimer-Erkrankung (FAD) gefunden wurde.
Hierdurch kommt es zu einer stark erhéhten AB-Produktion und damit
vereinfachter biochemischer Nachweisbarkeit [39].

e NT2-D1: Linie humaner, pluripotenter Teratokarzinom-Zellen (ICLC,
Genova)

e SH-SY5Y: Linie humaner, dopaminerger Neuroblastomzellen (ICLC,
Genova)

Alle Zelllinien wurden in DMEM high Glucose (PAA) mit 2mM L-Glutamin
(Invitrogen) und 10% fetalem Kaélberserum (FCS) (PAA) kultiviert. Zum
Umsetzen wurde Trypsin (PAA) und zum Einfrieren ein Medium aus FCS und
10% DMSO (Roth) verwendet. Selektionsmedien wurden zusatzlich mit
entsprechenden Antibiotika (Invitrogen) angereichert, z.B. Hygromycin
200pg/ml.

2.1.2 Transfektion

Sowohl stabile als auch transiente Transfektionen mit GFP-C99 wurden nach
Anweisung des Herstellers mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen) oder Fugene
(Roche) durchgefuhrt. Die darin enthaltenen liposomalen Vesikel kdnnen mit

der Plasmamembran (PM) der Empfangerzellen verschmelzen und dienen so
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als Trager der zu transfizierenden DNA. Fur transiente Transfektionen wurden
die behandelten Zellen nach 24h weiterverwendet, fur stabile Transfektionen
einzelne Zellklone 24h nach Transfektion ausgewéhlt und in verschiedenen

Verdiinnungen in entsprechenden Selektionsmedien weiter kultiviert.

2.2 Konstrukte

2.2.1 Vektoren

e pEGFP-N1 (Clontech), enthalt grin fluoreszierendes Protein (GFP), das
eine einfache fluoreszenzmikroskopische Darstellung ermoglicht
(Abbildung 22)

¢ mMRFP-N1, Vektor mit rot fluoreszierendem Protein (RFP), analog zu
GFP

e pPCDNA3.1(+) Hygro (Invitrogen), enthalt Resistenz-Sequenz gegen das
Antibiotikum Hygromycin (Abbildung 23)

e pPCDNA3.1(+) Zeo (Invitrogen), mit Zeomycin-Resistenz (Abbildung 24)

e pCR2.1 TOPO (Invitrogen), linearisiert vorliegender Vektor, der
3'Thymidiniberhange an den Enden aufweist sowie kovalent gebundene
Topoisomerase tragt und daher zur einfachen Ligation mit Produkten der
Tag-Polymerase-PCR verwendet werden kann (Abbildung 25)

2.2.2 Verwendete fertige Konstrukte

2221 SP-C99/Peak12

Die DNA-Sequenz SP-C99 stellt die letzten 100 Aminosauren des C-terminalen
APP-Endes dar. Sie enthalt die gesamte AB-Sequenz, die Transmembran-
Domanen (TMD) und zytosolischen Doméanen des Transmembran-APP und die

APP-Signalsequenz [40]. Zur Verfiigung gestellt von S. Lichtenthaler.
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2.2.2.2 NotchAE-ARAM Myc-tag

Dieses Konstrukt enthalt das etwas modifizierte Protein Notch [41]. Notch ist ein
Transmembranprotein, das analog zu APP ebenfalls von der y-Sekretase in
eine extrazellulare Doméane und eine intrazellulare C-terminale Doméane (NICD,
analog zu AICD) geschnitten wird [42]. Zur vereinfachten Detektion wurde das
Konstrukt am C-Terminus mit einem 6-fachen Myc-tag versehen. Zur Verfigung

gestellt von R. Kopan.

2.2.2.3 VSVG3-GFP

VSVG3-GFP ist ein Fusionsprotein aus Vesicular-Stomatitis-Virus G-Protein mit
der t045-Mutation und GFP, das bei einer Inkubation transfizierter Zellen bei
39,5°C nicht korrekt gefaltet werden kann und daher im ER verbleibt. Bei
geringeren Temperaturen <31°C verlauft die Prozessierung korrekt und
VSVG3-GFP wird normal Uber den Golgi-Apparat an die PM transportiert [43].
Zur Verfugung gestellt von J. White.

2224 Dynamin K44A HA-tag

Dynamin K44A HA-tag ist eine Mutation der Dynamin-GTPase, die transient
transfiziert spezifisch die Endozytose an der PM blockiert, ohne den Transport
innerhalb der Zelle (z.B. von ER zum Golgi) zu stéren [44]. Zur vereinfachten
Nachweisbarkeit ist ein HA-tag angefugt. Zur Verfigung gestellt von S.
Schobel. Wir benutzten dieses Konstrukt zur transienten (Co-)Transfektion

verschiedener Zelllinien.

2.2.3 Eigene Konstrukte

2.2.3.1 SP-C99-pcDNA3.1(+) Hygro

1. Ausschneiden der Sequenz C99 aus SP-C99/PEAK 12 mittels der
Schnittstellen Hindlll/Notl

2. Umklonierung in pcDNA3.1(+) Hygro mit Hindlll/Notl
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Erfolgreiche Transfektion von HEK 293 Zellen mit stabiler Exprimierung.

2.2.3.2 FlasH-C99 -pCDNA3.1(+) Hygro

1. Klonierung von C99 mittels PCR aus SP-C99/Peak12 mit den passenden
Primern FlasH-F und C99-Stop-R

2. Klonierung eines Stuckes von Vektor pcDNA3.1(+) Hygro mit den
Primern pcDNA3.1(+)-F und FlasH-R

3. Erneute PCR der Produkte aus 1.) und 2.) mit den Primern pcDNA3.1(+)-
F und C99-R und damit Einflgen einer Tetracystein-Sequenz (C4) fur die
Lumio® Technik (uber die Primer FlasH-F und -R kodiert) an den N-
Terminus der C99-Sequenz

4. Nach Subklonierung in pCR2.1 TOPO Umklonierung mittels der
Schnittstellen  Hindlll/Notl in  Vektor pcDNA3.1(+) Hygro, die
nachfolgende Sequenzierung zeigte eine korrekte Nukleotid-Folge

Erfolgreiche Transfektion mit stabiler Exprimierung in HEK 293 Zellen.

2.2.3.3 C99-pEGFP-N1

1. Klonierung von C99 mittels PCR mit den Primern C99-F und C99-R aus
SP-C99/Peak12 und damit Einfligen der endstandigen Schnittstelle Sall

2. Subklonierung in TOPO, Ausschneiden mit Hilfe der Schnittstellen
Hindlll/Sall, dann Klonierung mit Hindlll/Sall in Vektor pEGFP-N1

2.2.3.4 C99-EGFP-pcDNA3.1(+) Hygro

1. Ausschneiden von C99-GFP aus dem Konstrukt C99-pEGFP-N1 an den
Schnittstellen HindllI/Notl

2. Umklonierung mit Hindlll/Notl in Vektor pcDNA3.1(+) Hygro,
anschlieBende Sequenzierung korrekt

Stabile Exprimierung in HEK 293 und NT2-Zellen erfolgreich.

2.2.3.5 SP-C99-RFP-pcDNA3.1(+) Zeo

1. Ausschneiden der Sequenz C99 aus C99-EGFP-pcDNA3.1(+) Hygro
mittels der Restriktionsenzyme Hindlll/BamHI
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2. Umklonierung in Vektor mRFP-N1 mittels Hindlll/BamHI
3. Ausschneiden von C99-mRFP aus 2.) mit Hindlll/EcoRI

4. Umklonierung von C99-mRFP in Vektor pcDNA3.1(+) Zeomycin mittels

Hindlll/EcoRlI, anschlielRende Sequenzierung korrekt

C99-mRFP konnte erfolgreich in HEK 293 Zellen transfiziert und stabil

exprimiert werden.

2.2.4 Liste der stabil transfizierten Zelllinien

NotchAE: HEK 293 Zellen mit NotchAE-ARAM Myc-tag

VSVG-GFP: HEK 293 Zellen mit VSVG3-GFP

C99: HEK 293 Zellen mit SP-C99-pcDNA3.1(+) Hygro
(Hygromycinresistenz)

F-C99 bzw. C4-C99: HEK 293 Zellen mit FlasH-C99 -pCDNA3.1(+)
Hygro (Hygromycinresistenz)

C99-GFP: HEK 293 Zellen mit C99-EGFP-pcDNA3.1(+) Hygro
(Hygromycinresistenz)

NT2-C99-GFP: Linie NT2-Zellen mit C99-EGFP-pcDNA3.1(+) Hygro
(Hygromycinresistenz)

C99-mRFP: HEK 293 Zellen mit SP-C99-RFP-pcDNA3.1(+) Zeo. Es
konnte eine erfolgreiche Transfektion sowie eine stabile Expression
erreicht werden, jedoch zeigten alle Klone, auch nach mehrfachen
Klonierungs-, Transfektions- und Selektionierungsversuchen (Resistenz
gegen Zeomycin), eine starke Uberexprimierung von C99-RFP mit
ausgepragter Akkumulation von C99-RFP. Auch Zellklone mit geringerer
Exprimierung zeigten weder fluoreszenzmikroskopisch noch in
proteinbiochemischen Untersuchungen eine typische
Proteinprozessierung.

2.2.5 Primer

Flash-R: 5-GCAACCGGGACAACAGTCCCATTCTGCATCCTCCAG
CGCCCG-3’

Flash-F: 5-GACTGTTGTCCCGGTTGCTGTAAACATCATCAAAAA
TTGGTGTTC-3
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e C99-F: 5-AAGCTTCCACCATGCTGCCCC-3

e C99-R: 5-GTCGACGCGTTCTGCATCTGCTC-3’
e pcDNA3.1(+)-F: 5-GATTTCCAAGTCTCCACC-3’
e (C99-Stop-R: 5-GCGGCCGCTTAGTTCTGC-3

2.26 PCR

Durchfiihrung der Polymerase Chain Reaction (PCR) nach Standardprotokollen
bzw. Herstellerangaben des PCR-Kits mit Hilfe der PCR Maschine Master
Cycler Gradient (Eppendorf). Die verwendeten Primer wurden bei Invitrogen
bzw. Metabion bestellt, als Reaktionsenzym diente eine Tag-DNA Polymerase
mit dazugehérigem Puffer (PEQ Lab), ein dNTP Mix (Invitrogen) wurde
zugesetzt. Einige wenige PCRs wurden entsprechend mit PWO statt mit Tag-
Polymerase durchgefihrt.

2.2.7 Klonierungen

Subklonierungen in pCR2.1-TOPO nach Herstelleranweisung des TOPO TA
Cloning Kit (Invitrogen). Hierbei kdonnen mit Hilfe der Taqg-Polymerase
hergestellte PCR-Produkte direkt mit dem pCR2.1-TOPO-Vektor, der kovalent
gebundene Topoisomerase an beiden Enden tragt, ligiert werden.

Bei mit PWO hergestellten PCR-Produkten muissen vor Ligation in pCR2.1
TOPO 3’ Desoxyadenosin-Uberhange mit Hilfe einer ca. 8minutigen Inkubation

bei 72°C mit Tag-Polymerase und dNTP angefiigt werden.

2.2.8 Gelelektrophorese

Gemaln Standardprotokollen [45] wurden die DNA-Molekile
gelelektrophoretisch in 1% Agarosegel der Grof3e nach aufgetrennt, dabei mit

Ethidiumbromid gefarbt, die entsprechenden DNA-Banden (als GrolRenstandard
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diente 1kb DNA Ladder) ausgeschnitten und mit Hilfe eines handelsiblichen
Extract-Kits nach Herstellerangaben extrahiert.

2.2.9 Restriktion und Ligation

Zur Durchfihrung von Restriktionsverdaus wurden die entsprechenden
Restriktionsenzyme (z.B. Hindlll, Sall, Notl) mit dem je nach Kombination der
Enzyme passenden Puffer verwendet. Vorher wurden die (Vektor-) DNA-
Konzentrationen photometrisch bestimmt, um eine gute Abstimmung von DNA-

und Enzymmenge zu gewahrleisten.

Nach dem Verdau wurden die Produkte auf Agarosegel der Gr6RRe nach
aufgetrennt, die entsprechende Bande ausgeschnitten und aus dem Gel
extrahiert. Daraufhin erfolgte die Ligation der Produkte des Restriktionsverdaus
mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kit (Roche).

Alle Schritte wurden nach Standardverfahren [45] durchgefuhrt.

2.2.10 Transformation

Die bei der Ligation entstandene Vektor-DNA wurde in einen kompetenten
E.coli-Stamm transformiert, dieser dann Uber Nacht auf entsprechenden
Selektions-Nahrbdden (mit 50pg/ml Kanamycin bzw. 100pug/ml Ampicillin, beide
von Sigma) kultiviert und dann resistente, also mit dem gewuinschten Vektor
transformierte Klone, selektioniert und erneut Uber Nacht in Selektions-
Flissigmedium vermehrt (je nach gewinschter Menge als ,Mini-Prep“ 5ml oder
,Maxi-Prep“ 200ml). Im nachsten Schritt konnten mit entsprechenden Plasmid

Extract Kits die gewtinschten Plasmide (Vektoren) prapariert werden.

Zur Kontrolle wurde jeweils eine kleine Menge der gewonnenen Plasmide
erneut einem Restriktionsverdau unterzogen und die geschnittene DNA
gelelektrophoretisch auf passende Grole der Schnittstiicke hin untersucht.

Korrekt erscheinende Klone wurden dann transient in HEK293 bzw. Swe Zellen
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transfiziert, um diese dann auf die gewinschte Gen-Expression hin

untersuchen zu kénnen.

Bei Klonen, bei denen die Gen-Expression nach transienter Transfizierung
guantitativ.  und qualitativ geeignet erschien, wurde zusatzlich eine
Gensequenzierung zum Ausschluss von Mutationen oder

Rasterverschiebungen durchgefuhrt.

2.3 Antikorper

2.3.1 Priméare Antikorper

Folgende primare Antikorper (AK) wurden, unterschiedlich in Blockldsung

verdunnt, zur Immunfluoreszenz (IF) bzw. zum Blotten verwendet:

e AK 6687: bindet an den C-Terminus von APP [52], IF/Blot 1:100

e AK 6E10 (Sigma): monoklonaler Antikorper, der AR erkennt [46], Blot
1:1000

e AK 5313: polyklonaler Antikorper gegen die APP Ektodomane [47], Blot

e AK anti-GFP (Clonetech): monoklonaler Antikorper, der zur Detektion
von GFP ( bzw. C99-GFP in Western Blots) dient, Blot 1:500

e AK EEA1l (Sigma-Aldrich): monoklonaler Antikbrper zur Markierung
friher Endosomen und Lysosomen, IF 1:500

e AK lamp 1 (clone H4A4, Developmental Hybridoma Bank, Univ. of lowa):
monoklonaler Antikorper, bindet an das in spaten Endosomen bzw.
Lysosomen enthaltene Protein lampl, IF 1:100

e AK lamp 2 (clone H4B4, Developmental Hybridoma Bank, Univ. of lowa):
wie lampl, IF 1:100

e AK Giantin (Santa Cruz Biotechnology): Markierung des Golgi-
Apparates, IF 1:100
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e AK 9E10 (Santa Cruz Biotechnology): monoklonaler Antikoérper zur
Erkennung von Myc-tags, Blot 1:500

e AK HA-7 (Sigma-Aldrich): monoklonaler Antikdrper zur Markierung von
HA-tags, IF 1:500

e AK NCT (Sigma): polyklonaler Antikorper, der an Nicastrin bindet, Blot
1:2000

e AK anti-VSV-G (Santa Cruz Biotechnology): monoklonaler Antikorper
gegen VSV, IF 1:500

2.3.2 Sekundéare Antikdrper

Als sekundare Antikorper bei der Immunfluoreszenz dienten Anti-Mouse bzw.
Anti-Rabbit Antikérper in einer Verdinnung von 1:500, die mit rot bzw. grin

fluoreszierendem Farbstoff versehen waren:

¢ Alexa Flour 488 bzw. 555 goat anti-Mouse 1gG (Molecular Probes)
e Alexa Flour 555 bzw. 594 goat anti-Rabbit IgG (Molecular Probes)

Zum Blotten wurden an HRP gekoppelte anti-Mouse bzw. anti-Rabbit IgG AK

(Promega) als sekundére Antikérper verwendet.

Beim Endocytose-Essay wurde Alexa Fluor 568 conjugate (Molecular Probes)

benutzt.

2.4 Mikroskopie und Herstellung der Praparate zur

Immunfluoreszenz

Fixierung der Zellprparate und Durchfihrung der Immunfluoreszenz (IF)-
Markierungen erfolgte nach Standard-Protokoll [48], als primare bzw.

sekundare AK wurden die unter 2.3 aufgeftihrten Antikdrper verwendet.

Zur Auswertung und Fotografie der Praparate benutzten wir ein mit einem
63x1,4NA Objektiv ausgestattetes konfokales Zeiss Mikroskop LSM 510 Meta
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(Carl Zeiss, Jena). Die entstandenen Bilder wurden zum Teil mit Photoshop 7.0
nachbearbeitet. Einige Bildpaare werden sowohl in unterschiedlich
nachbearbeiteten Versionen, als auch in einer Version, in der die primaren
Bildeinstellungen und die Nachbearbeitung zum besseren Vergleich identisch

sind, gezeigt.

2.5 Lumio Technik

Die Lumio Technik beruht darauf, dass FlasH (= Lumio-Reagenz, Invitrogen),
ein primér nicht fluoreszierendes Biarsen-Fluoreszin-Derivat, sich an eine (an-
oder eingefligte) Tetracystein-Sequenz (C4) eines Proteins bindet und damit
einen rot bzw. grun fluoreszierenden Komplex bildet [53]. Dieser
fluoreszierende Komplex bietet damit sowohl die Mdéglichkeit eines einfachen,
fluoreszenzmikroskopischen Nachweises entsprechend fluoreszenzmarkierter
Proteine in lebenden S&ugetierzellen als auch einer unkomplizierten

guantitativen Proteinmengenbestimmung in vitro.

Wir fagten mit eigens angefertigten Primern die C4-Sequenz in den N-
terminalen Anteil von C99 (vergleiche Kapitel 2.2.3.2) ein. Mit diesem Konstrukt

konnte eine nachweislich stabil exprimierende Zelllinie erstellt werden.

Nach Anweisung des Herstellers (Invitrogen) wurden in abgedunkelter
Umgebung verschiedene Konzentrationen des Lumio Reagenz (die vom
Hersteller angegebene Verdiunnung 1:800 entspricht 2,5uM Lumio Reagenz in
Optimem, wir versuchten zusatzlich Verdinnungen von 1:100 bis 1:2000) bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten (wir modifizierten die Empfehlung von
30min und probierten Inkubationszeiten von 10-90min) verwendet. Auch das
nachfolgend anzuwendende Reagenz Dispers Blue (empfohlene Konzentration
20uM entspricht einer Verdinnung von 1:1000 in Optimem) wurde in

verschiedenen Verdiinnungen 1:200-1:5000 verwendet.
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2.6 Spezifische Hemmung der y- und a- Sekretase

APP wird in mehreren Schritten von den Enzymen a-, B- und y-Sekretase
geschnitten, das verwendete Substrat C99 entspricht im Wesentlichen dem
APP-Rest (also die C-terminalen 99AS), der nach Schnitt durch die B-Sekretase
ubrig bleibt. Daher sind fur diese Arbeit vor allem die y-Sekretase, geringfugig

auch die a-Sekretase, und ihre spezifischen Inhibitoren interessant.

2.6.1 Hemmung der y-Sekretase mit DAPT

Eine konzentrationsabhangige, reversible Inhibition der y-Sekretase kann mit
DAPT (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-I-alanyl]-S-phenylglycine-t-butylester)

erreicht werden [49].

Wir fugten DAPT (Elan Pharmaceuticals Inc.) dem normalen Kulturmedium in
einer Endkonzentration von 100nM zu und inkubierten 2-12h, danach erfolgte

ein Waschgang mit Kulturmedium.
Stock-Loésung: DAPT 1mM in DMSO
2.6.2 Hemmung der a-Sekretase mit TAPI

Der Tumor-Nekrose-Faktor-alpha-Protease-Inhibitor (TAPI) ist ein
Metaloprotease-Inhibitor, der auch die Aktivitdt der a-Sekretase hemmt, und

dadurch die Entstehung von Schnittprodukten der a-Sekretase verhindert [50].

Wir setzten TAPI in einer Konzentration von 2uM in Kulturmedium und einer

Wirkzeit von mindestens 4h ein.

Stock-Lésung: TAPI 1mM in DMSO
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2.7 Untersuchung der einzelnen Abschnitte des

Sekretorischen Wegs

Um die Bildung von AICD und B-Amyloid aus APP und damit die Aktivitat der y-
Sekretase in den verschiedenen Kompartimenten des Sekretorischen Wegs zu
untersuchen, wurde mit den im Folgenden beschriebenen Methoden in die

normalen Stoffwechseltransportwege der Zelle eingegriffen.
2.7.1 Brefeldin A (BFA)

Behandlung von Zellen mit BFA fiuhrt zu einer Fusion von Endoplasmatischem
Retikulum (ER) und Golgi-Apparat, wobei der anterograde Export von Proteinen

inhibiert wird, wéahrend gleichzeitig ein retrograder Transport moglich bleibt [51].

Wir verwendeten BFA (Sigma-Aldrich) in einer Lésung von 10pg/ml in
normalem Kulturmedium und mit einer Inkubationszeit von 2-4h. Danach
wurden die Zellen standardmaRig fixiert bzw. zur IF weiterverwendet. Fir den

y-Sekretase-Assay wurde bei gleicher Konzentration 24h inkubiert.
Stock-Lésung: BFA 10mg/ml in DMSO.
2.7.2 Monensin

Eine Inkubation von Zellen mit Monensin filhrt zu einer Blockade des

Transportes von Proteinen im Golgi-Apparat [52].

Wir inkubierten unsere Zellen 2-4h mit einer Konzentration von 5uM Monensin
(Sigma-Aldrich) in Optimem und 1%FCS, bzw. normalem Kulturmedium,
danach wurden sie nach Standardverfahren zur IF weiterbehandelt. Eine
Inkubationszeit von 24h bei einer Konzentration 5mM wurde fur die

Verwendung von Monensin beim y-Sekretase-Assay bendtigt.

Stock-LOésung: Monensin 10mM in Ethanol
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2.7.3 Tanninsaure (TA)

Tanninsaure (TA) verhindert die Exozytose von sekretorischen Vesikeln an der
Plasmamembran (PM) und damit den Transport des Inhaltes dieser Vesikel an
die Zelloberflache [54].

Wir behandelten unsere Zellen im Versuch 1-2h mit einer stets frisch
zubereiteten Losung von TA 0,5%-1% in Kulturmedium ohne FCS oder in PBS
(pH7.4 + Ca, Mg). Danach wuschen wir 2x mit PBS (pH7.4) bzw. Kulturmedium,
bevor die behandelten Zellen standardmalig weiter verarbeitet werden

konnten.

2.8 20°C Block

Eine Aufbewahrung der Zellen fiir eine gewisse Zeit bei 20°C fuhrt zu einer
vorubergehenden Hemmung des Exports aus dem Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN), wobei die Glykosilierung von Proteinen nicht gestort wird [55].

Eine Blockierung des TGN-Exportes wurde mittels Inkubation Uber 2h in einem
20°C warmen Wasserbad, platziert in einem auf 4°C-temperierten Raum, in

Hepes-gepuffertem Kulturmedium erreicht.

2.9 Transferrin-Aufnahme-Experiment

Nach Inkubation von Zellen in Serum-freiem Medium kann man anschlieRend
eine verstarkte Aufnahme von Transferrin Uber frihe Endosome beobachten.
Diesen Effekt kann man nutzen, um friilhe Endosome mit Hilfe von Fluoreszenz-

markiertem Transferrin sichtbar zu machen.

Im Versuch wurden die Zellen 30min lang in Serum-freien Medium
ausgehungert (Starving) und danach Alexa 568-konjugiertem Transferrin
(Molecular Probes) in einer Konzentration von 25ul/ml in Zellkulturmedium

ausgesetzt, woraufhin nach 5-30min die Fixierung erfolgte.
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2.10 Pulse-Chase-Analyse

In der Pulse-Chase-Analyse kdnnen neu gebildete Proteine markiert und ihr

Weg durch den Stoffwechsel der Zelle weiter verfolgt werden.

Hierfir miussen die zu untersuchenden Zellen zuerst ,ausgehungert® werden,
das heilt, es erfolgt eine Prainkubation fir 30min in Methionin- und Cystein-
freiem Medium (Starving). In unserem Fall wurden HEK 293/APP Swe Zellen
anschlieBend dber 15min der radioaktiv markierten Aminosaure [(35)S]-
Methionin ausgesetzt (Pulse) [56]. Auf diese Weise wurden alle in dieser Zeit
neu synthetisierten Proteine markiert. Nachfolgend wurden die Zellen Uber 1,5-
4h in Kulturmedium mit einem Uberschuss an Methionin und Cystein gehalten
(Chase), so dass nachfolgend produzierte Proteine keine radioaktive
Markierung mehr aufwiesen. So konnte eine bestimmte, in diesen 15min
synthetisierte Menge an Proteinen (und damit auch das in dieser Zeit
produzierte APP), singular untersucht werden. Zusatzlich wurde einigen
Anséatzen TA bzw. BFA zugesetzt, um den Einfluss dieser Chemikalien
darstellen zu kénnen. Nach 1,5-4h wurden Zelllysate und gesammeltes Medium
mit Hilfe der Antikérper 5313 (Zelllysate) und 6687 (Medium) immunprazipitiert

und die ausgefallten Proteine mit Phosphoimaging sichtbar gemacht.

2.11 In vitro y-Sekretase-Assay

Beim in vitro y-Sekretase-Assay kann die Bildung von Schnittprodukten der y-

Sekretase in vitro unter verschiedenen Bedingungen nachvollzogen werden.

Wir fUhrten den in vitro y-Sekretase-Assay mit rekombinantem C99-Hisg leicht
modifiziert (CHAPSO-lysierte Membranen von HEK293 Zellen wurden direkt
ohne vorherige Immunprazipitation (IP) der y-Sekretase verwendet) nach
Standardprotokoll durch [57]. In einigen Versuchsreihnen wurden dem
Reaktions-Mix BFA 10ug/ml bzw. Monensin 5nM zugeflgt und 24h bei 37°C
(Kontrollreihe bei 0°C) inkubiert.
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Reaktions-Mix fur in vitro y-Sekretase-Assay: 150mM NaCitrat pH6.4,
0,25%CHAPSO, 0,5mg/ml Phosphatidylcholin, 10mM DTT, 0,1mg/ml BSA,
1l C99-His, PI-Mix complete

2.12 Proteinbiochemische Verfahren

2.12.1 Proteinextrakte

Zur Herstellung eines Gesamtproteinextraktes verwendeten wir STEN-
Lysispuffer, der nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS (pH7.4)
aufgetragen wurde. Dann wurden die Zellen abgeschabt und 30min auf Eis
inkubiert, zentrifugiert und danach der proteinhaltige Uberstand (STEN-Lysat)

zur weiteren Verwendung mit einer Pipette abgezogen.

Fur Membranproteinextrakte wurde CHAPSO-Lysis-Puffer benutzt. Nachdem
Zellpellets mit Hilfe von PBS (pH7.4) hergestellt worden waren, wurden diese
mit Hypotonpuffer resuspendiert und auf Eis fur 10min inkubiert. Nach
Homogenisation mittels mehrfachem Aufziehen in eine Spritze und erneutem
Abzentrifugieren wurde der proteinhaltige Uberstand 1h ultrazentrifugiert, das
neu entstandene Pellet in CHAPSO-Lysis-Puffer geldst, erneut 1h auf Eis
inkubiert und nochmals 1h ultrazentrifugiert, bevor das dabei als Uberstand

entstandene CHAPSO-Lysat weiterverwendet werden konnte.

2.12.2 Immunprazipitation

Um mit Proteinen aus entsprechenden Lysaten eine Immunprazipitation
durchzufihren, wurden diesen zuerst die entsprechenden Antikdrper zugesetzt,
dann die AK-Lysat-Mischung fur mind. 2h (bis 12h) bei 4°C geschdittelt,
woraufhin Protein-G-Sepharose-L6sung (bei monoklonalem AK) bzw. Protein-
A-Sepharose-Losung (bei polyklonalem AK) zugegeben und erneut 2h
geschuttelt wurde. Das abzentrifugierte Pellet wurde nochmals mit Waschpuffer
(STEN-Lysate nacheinander mit STEN-NaCl, STEN-SDS und STEN-Puffer;
CHAPSO-Lysate 4x mit CHAPSO-Puffer) gewaschen und dann mit zweifach
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Laemmli Puffer versehen und bei 95°C 10min inkubiert. Im letzten Schritt wurde

eine elektrophoretische Auftrennung mittels Polyacrylamidgel durchgefuhrt.
2.12.3 Western Blot und Proteinnachweis

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach Inkubation mit Laemmli Puffer far
10min bei 95°C mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Standard-
protokoll [45] mit Tris-Glycin-SDS-Puffer tGber 60-90min bei 130V. Fur sehr
kleine Proteine verwendeten wir 10-20%ige Tris-Tricine-Gele mit Tris-Tricine-

SDS-Puffer. Es wurde jeweils ein passender GroRenstandard mit aufgetragen.

Nach Auftrennung der Proteine in der Gelelektrophorese erfolgte ein Western
Blot mit Tris-Glycin-Puffer Gber 60min bei 400mA nach Standardprotokoll [58].

Nach dem Blotten der Proteine auf Membranen wurde erst ein Block der
Membranen mit I-Block-Lésung durchgefihrt, bevor mit den entsprechenden
primaren Antikdrpern fiur ca. 2h inkubiert werden konnte. Danach erfolgten
mehrere Waschgange mit TBS und eine Inkubation von 1h mit sekundaren,
HRP-gekoppelten anti-Mouse-AK  bzw. anti-Rabbit-AK, der erneute
Waschgange folgten.

Die von den HRP-gekoppelten, sekundaren AK Uber die primaren AK erkannten
Proteinbanden konnten dann mit Hilfe der Enhanced Chemoluminescence
Technik (ECT) nach Herstelleranweisung sichtbar gemacht bzw. fotografiert
werden. Danach wurden die Filme (Fuji) entwickelt, eingescannt und die Bilder

ggf. mit Photoshop 7.0 nachbearbeitet.

2.13 Liste verwendeter Losungen und Puffer

e Ammoniumchloridlésung: PBS pH7.4, 50mM NH,CL
e Blocklésung: PBS pH7.4, 1% FCS, 1% BSA, 0,1%Fischgelantine

e |-Block-L6sung: PBS pH7.4, 0,59/I I-Block, 0,1% Tween
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e CHAPSO-Lysis-Puffer: 150mM NaCitrat pH6.4, 2% CHAPS, 1:500
verdunnter PI-Mix

e CHAPSO-Puffer: 150mM NacCitrat pH6.4, 2% CHAPS
e Fixierungslosung: PBS pH7.4, 4% Paraformaldehyd, 4% Saccharose
e Hypotonpuffer: 10mM Tris, 1ImM EDTA, 1mM EGTA

e Laemmli-Puffer: 50mM Tris, 20%Glycerol, 10% Mercaptoethanol, 4%
SDS, pH7.2

e Moviollésung: 15% Moviol, 50mg/ml DABCO

e PBS pH7.4: 140mM NaCl, 10mM Na,HPO4, 1,75mM KH,;PO4, pH
Einstellung mit HCL

. PBS pH7.4 + Ca, Mg: PBS pH7.4, 1mM CacCl,, 0,5mM MgCl,

e STEN-Lysis-Puffer: 50mM Tris pH7.6, 150mM NaCl, 20mM ETDA, 1%
NP-40 (USB), 1:500 verdunnter Protease-Inhibitor-Mix (PI) (Sigma)

e STEN-Puffer: 0,05M Tris pH7.6, 20mM EDTA, 0,2% NP-40, 0,15M NacCl

e STEN-NaCI-Puffer: 0,05M Tris pH7.6, 20mM EDTA, 0,2% NP-40, 0,5M
NacCl

e STEN-SDS-Puffer: 0,05M Tris pH7.6, 20mM EDTA, 0,2% NP-40, 0,15M
NacCl, 0,1% SDS

e TBS: 25mM Tris pH7.6, 140mM NacCl, 2,7mM KClI
e Tris-Glycin-Puffer: 25mM Tris, 0,2M Glycin, H20
e Tris-Glycin-SDS-Puffer: 25mM Tris, 0,2M Glycin, 0,01% SDS, H20

e Tris-Tricine-SDS-Puffer: 0,1M Tris, 0,1M Tricine, 3mM SDS
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3 Ergebnisse

3.1 Konstrukt C99-GFP ist ein Reporter fur y-Sekretase-
Aktivitat

Ein Ziel dieser Dissertation war in vivo darzustellen, in welchem Kompartment
APP durch die y-Sekretase geschnitten wird und somit B-Amyloid und AICD
gebildet werden. Hierzu wurde ein Konstrukt bendétigt, das aufgrund seiner
Zusammensetzung und Gro3e als Substrat fur die y-Sekretase geeignet sein
wirde. AufBerdem erschien eine einfache in-vitro-Nachweisbarkeit fur

biochemische Kontrolluntersuchungen sinnvoll.
Hierfar wahlten wir folgenden Ansatz:

Zunachst wurde das Konstrukt C99 ausgewahlt, da es ein bekanntes direktes
Substrat der y-Sekretase ist und die gleichen Schnittstellen enthalt wie APP,
weshalb von einer gleichartigen Prozessierung ausgegangen werden kann. C99
enthélt die gesamte AB-Sequenz, die transmembrantsen und zytosolischen
Doménen des Transmembran-APP und die APP-Signalsequenz. Bei
identischen C-Termini von APP und dem Konstrukt C99 ist ein vergleichbares
Trafficking anzunehmen. Als Template verwendeten wir SP-C99 (siehe Kapitel
2.2.2.1, [40]), hieraus erfolgte eine Klonierung in pcDNA3.1(+) Hygro sowie eine
stabile Exprimierung in HEK 293 Zellen. Zur Visualisierung fugten wir ein grin
fluoreszierendes Protein (GFP) an den C-Terminus an, indem wir aus dem
Template SP-C99 zunachst in den Vektor pEGFP-N1 klonierten und das
Konstrukt C99-GFP anschlieend in pcDNA3.1(+) Hygro umklonierten. Auch
hier erfolgte die stabile Expression in HEK 293 Zellen.

Bei Konstrukt C99-GFP wird nun nach Schnitt durch die y-Sekretase AR in den
Extrazellularraum und fluoreszierendes AICD-GFP ins Zytoplasma entlassen
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schnitt von C99-GFP durch die y-Sekretase

Der Versuch - analog zu C99-GFP - eine HEK293-Zellreihe mit C99-mRFP
(siehe auch Kapitel 2.2.3.5), einem rot fluoreszierendem Protein, zu installieren
schlug fehl. C99-mRFP liel3 sich zwar zun&chst gut stabil exprimieren, zeigte
aber eine ausgepragte Aggregationsneigung, so dass das Konstrukt fur weitere

Untersuchungen ungeeignet erschien.

Zusatzlich wurde versucht auch den N-terminalen Anteil von C99 direkt visuell
zu markieren. Da das Anfligen eines zusatzlichen fluoreszierenden Proteins an
den N-Terminus von C99 die Prozessierung durch die y-Sekretase beeinflusst,
entschieden wir uns fur die Verwendung der Lumio Technologie (siehe Kapitel
2.5). Hierfir wurde mit speziellen Primern eine Tetracystein-Sequenz in C99
(C4-C99) eingefugt, die in Verbindung mit einem Biarsen-Fluoreszin-Derivat,
genannt FlasH, einen fluoreszierenden Komplex bildet. In multiplen
Versuchsreihen mit nachweisbar stabil exprimiertem C4-C99 (Sequenzierung
korrekt) wurde vergeblich versucht, mit rot-fluoreszierendem ,FlasH* in
lebenden HEK 293 Zellen spezifische Fluoreszenz mit der Lumio-Technik
nachzuweisen. So musste von einer weiteren Verfolgung dieses Ansatzes mit
dem Ziel einer visuellen Doppelmarkierung von C99 — GFP am C-terminalen

und rot fluoreszierenden FlasH am N-terminalen Ende - abgesehen werden.
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3.1.1 Korrekte Prozessierung von C99-GFP

Um die Eignung von C99-GFP als y-Sekretase-Reporter zu untersuchen,
inkubierten wir stabil transfizierte HEK C99-GFP Zellen Gber Nacht mit dem y-
Sekretase-Inhibitor DAPT [49]. Zum Vergleich fihrten wir die selben Schritte mit
HEK C99-GFP Zellen ohne Inkubation mit DAPT durch. Nach Lysierung
markierten wir GFP mit AK GFP. Nach Auftrennen der Lysate konnten mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterschiedliche Banden detektiert
werden (Abbildung 2). Die erste und gréf3te Bande, die sich sowohl mit als auch
ohne Inkubation mit DAPT darstellte, entspricht am ehesten C99-GFP. Die
nachst kleinere Bande, die sich nur nach Inhibition der y-Sekretase nachweisen
lie3, wirde der GrolRe nach zu alternativ gebildetem C83-GFP passen. Die
dritte Bande fand sich nur in Abwesenheit von DAPT und ist daher AICD-GFP
zuzuordnen. Die weiteren kleineren Banden entsprechen vermutlich

Abbauprodukten, da AICD nur Uber eine kurze Halbwertszeit verfiigt.

Zur Uberpriifung unserer Annahmen wurden Zelllysate wie bereits beschrieben
aufgetrennt und Western Blots mit AK 6687 (markiert den APP C-Terminus)
und AK 6E10 (erkennt AB) statt mit AK GFP durchgefihrt. Eine zusatzliche
Versuchsreihe wurde auf3er mit DAPT auch noch mit TAPI [50], einem Inhibitor
der a-Sekretase, inkubiert und anschlieend analog zu den anderen lysiert, mit
AK 6687 bzw. AK 6E10 markiert und geblottet (Abbildung 3). Die oberste Bande
konnte in allen Lysaten und mit allen AK nachgewiesen werden. Es kann davon
ausgegangen werden, dass es sich wie angenommen um C99-GFP handelt.
Auch die vermutete C83-GFP-Bande liel3 sich in diesem Aufbau bestatigen, da
ein Nachweis dieser Bande nur mit AK 6687 und nicht mit AK 6E10 erfolgen
konnte. Auf3erdem konnte bei zuséatzlicher Inhibition der a-Sekretase mit TAPI
keine entsprechende Bande detektiert werden. Die im ersten Versuchsaufbau
gefundene AICD-GFP-Bande konnte erwartungsgemafl mit AK 6687 und AK
GFP, nicht jedoch mit AK 6E10, nachgewiesen werden. Passend zu den AK-
Nachweisen zeigte sich nach Inkubation der Zellen mit DAPT Uber Nacht eine
entsprechende Verminderung von AICD-GFP, was auf die y-Sekretase-
abhangige Bildung von AICD-GFP zuriickzufiihren ist. AuRerdem fand sich eine
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Produktion von C83-GFP aus sich ansammelndem C99-GFP ohne wesentliche
Akkumulation von C99-GFP (Abbildung 2). Dies lasst vermuten, dass C99-GFP
bei Inhibition der y-Sekretase vermehrt durch die a-Sekretase geschnitten wird.
Eine gleichzeitige Inhibition von y- und a-Sekretase durch DAPT und TAPI fuhrt
zu einer deutlichen Akkumulation von C99-GFP ohne Bildung von C83-GFP
oder AICD-GFP (Abbildung 3).

DAPT -
C99-GFP~,

C83-GFP—
AICD-GFP/;‘

+
— w—
—
-—

-
- —

blot anti-GFP

Abbildung 2: Prozessierung von C99-GFP: Western Blot von ,C99-GFP* Zell-Lysaten
mit AK anti-GFP. Deutliche Banden C99-GFP und AICD-GFP. Nach Inkubation mit
DAPT AICD-GFP deutlich vermindert, C99-GFP und C83-GFP-Bande deutlich sichtbar
(Bei Inhibition der y-Sekretase Abbau von C99-GFP durch a-Sekretase zu C83-GFP). *
unspezifische Banden, bzw. Degradationsprodukte

TAPL - -+ - o4
DAPT - + + - + ¥
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Abbildung 3: Prozessierung von C99-GFP zu C83-GFP: Im Western-Blot Nachweis
von C99-GFP und C83-GFP mit AK 6687 gegen den APP C-Terminus. Inhibition der y-
Sekretase (+DAPT) mit nachfolgender C83-GFP Produktion, dann Inhibition von y- und
a-Sekretase (+DAPT/+TAPI), dadurch Akkumulation von C99-GFP ohne Nachweis
einer Bildung von C83-GFP. Nachweis der Bande C99-GFP mit AK 6E10. Aul3erdem
Detektion von unspezifischen Banden bzw. Degradationsprodukten.
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3.1.2 C99-GFP wird zu AB prozessiert

In einem weiteren Schritt wurde die korrekte Bildung und Sekretion von AR der
stabil transfizierten HEK C99-GFP Zellen untersucht. Dazu wurde
Kulturmedium untransfizierter HEK 293 Zellen und von C99-GFP Zellen nach

24stundiger Inkubation auf enthaltenes AR hin untersucht.

Dabei lag die AB-Sekretion der untransfizierten Zellen unter der
Nachweisgrenze, wahrend das Medium der C99-GFP Zellen gut nachweisbare
Mengen an AR enthielt (Abbildung 4) was auf eine effiziente Produktion und
Sekretion von AB nach Schnitt von C99-GFP hinweist.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass das Konstrukt C99-GFP nach stabiler
Transfektion ausreichend exprimiert wird, durch die y-Sekretase korrekt in
AICD-GFP und AB geschnitten wird, wobei AB erwartungsgemafl} in den

Extrazellularraum sezerniert wird.

293
’ C99-GFP

Abbildung 4: Nachweis von AB im Kulturmedium von ,,C99-GFP* Zellen

3.2 (C99-GFP akkumuliert bei Inhibition der y-Sekretase in

frithen Endosomen

Im nachsten Schritt analysierten wir die stabil C99-GFP exprimierende HEK

293- Zelllinie mikroskopisch.
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Es zeigte sich erwartungsgemald eine diffuse, schwache Fluoreszenz des
gesamten Zytoplasmas (Abbildung 5). Diese diffuse Verteilung im Zytoplasma
lasst sich auf effizientes Schneiden von C99-GFP durch die y-Sekretase und
folglich Freisetzung des Schnittproduktes AICD-GFP ins Zytoplasma
zurUckfuhren. In einigen Zellen konnte eine geringflgige erhéhte Fluoreszenz
des Golgi-Apparates festgestellt werden, es zeigte sich jedoch keine
signifikante Anfarbung anderer Zellorganellen wie etwa des Nukleus, weshalb
von einer freien Diffusion von AICD-GFP ohne besonderes Ziel oder

Eingeschlossenwerden ausgegangen werden kann.

Abbildung 5: C99-GFP Zellen zeigen nach PFA-Fixierung und mikroskopischer
Analyse eine diffuse zytoplasmatische Lokalisation von AICD

Wahrend unbehandelte C99-GFP Zellen eine diffuse zytoplasmatische
Fluoreszenz zeigten, ergab sich nach Inkubation der Zellen mit dem y-
Sekretase Hemmstoff DAPT ein vollig anderes Bild. Nachdem C99-GFP nicht
mehr geschnitten werden konnte, kam es insgesamt zu einem starken Anstieg
der allgemeinen Fluoreszenz und es konnten zahlreiche kleine Vesikel
beobachtet werden. AufRerdem liel3 sich die PM abgrenzen, wahrend das
Zytosol keine Fluoreszenz mehr zeigte (Abbildung 6). Dies weist auf eine
Akkumulation von ungeschnittenem C99-GFP an PM und in sekretorischen
Vesikeln hin. Das nun nicht mehr geféarbte Zytosol bestatigt die effektive
Inhibition der y-Sekretase mit somit weitestgehend gehemmter AICD-GFP

Produktion.
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Abbildung 6: Nach Inhibition der y-Sekretase mit DAPT akkumuliert C99-GFP in
Vesikeln. Vergleich von C99-GFP Zellen unbehandelt mit diskreter zytoplasmatischer
Fluoreszenz (links, -DAPT) und mit Inhibitor behandelt (rechts, +DAPT)mit deutlichem
Anstieg der Gesamtfluoreszenz. Im kleinen Bild links bei gleichen Einstellungen wie
rechts kaum Fluoreszenz nachzuweisen; nach Inhibition der y-Sekretase mit DAPT
Abgrenzbarkeit von PM und multipler kleiner Vesikel ohne Farbung des Zytoplasmas

3.2.1 Akkumulation in frihen, Transferrin-positiven Endosomen

Zur genaueren Identifizierung der unter der Behandlung mit DAPT sichtbar
werdenden Vesikel fuhrten wir ein Transferrin-Aufnahme-Experiment sowie Co-
Immunfluoreszenzen mit AK gegen Marker verschiedener bekannter
sekretorischer Vesikel durch, um dann eventuelle Ubereinstimmungen in der

Lokalisation feststellen zu kdnnen.

Nach Aushungern der mit DAPT behandelten ,C99-GFP“ Zellen in Serum-
freiem Medium fur 30min wurde mit einem fluoreszierenden Alexa-Farbstoff
versehenes Transferrin zugesetzt und die Zellen nach 30min fixiert. Hierbei
fanden sich multiple Ubereinstimmungen von C99-GFP markierten Vesikeln

und Alexa555-Transferrin-markierten frihen Endosomen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: C99-GFP Vesikel co-lokalisieren mit Transferrin. Co-Lokalisierung (Pfeile)
von bei Inhibition der y-Sekretase mit DAPT sichtbar werdenden Vesikeln (links) mit
frihen Endosomen im Transferrin Aufnahme Experiment (Tf, rechts)

Zur weiteren Bestimmung der unter DAPT entstehenden Vesikel wurden die mit
DAPT behandelten ,C99-GFP* Zellen fixiert und Immunfluoreszenzen mit den
Antikdrpern EEAL gegen frihe Endosome (Abbildung 8) und lampl (Abbildung
9) und lamp2 (nicht gezeigt) gegen spate Endosome bzw. Lysosome
durchgefiihrt. Hierbei fanden sich Ubereinstimmungen mit friilhen Endosomen,
jedoch deutlich weniger Co-Lokalisation mit Lysosomen.

Zusammengenommen weisen diese Daten darauf hin, dass C99-GFP unter
Behandlung mit dem y-Sekretase Inhibitor DAPT hauptsachlich in einem

Transferrin-positiven frihen endosomalen Kompartiment akkumuliert.

Abbildung 8: Co-Lokalisation von C99-GFP Vesikeln und frihen Endosomen. Co-
Lokalisation (Pfeile) von bei Inhibition der y-Sekretase mit DAPT sichtbar werdenden
Vesikeln (links) mit frihen Endosomen, markiert mit AK EEA1
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+ C99-GFP

Abbildung 9: Marginale Co-Lokalisation von C99-GFP Vesikeln und Lysosomen.
Geringfugige Co-Lokalisation (Pfeile) von bei Inhibition der y-Sekretase mit DAPT
sichtbar werdenden C99-GFP enthaltenden Vesikeln mit AK lampl markierten spaten
Endosomen bzw. Lysosomen

3.3 Keine AICD Bildung in friihen Kompartimenten des

Sekretorischen Wegs

C99-GFP akkumulierte nach Inkubation mit dem y-Sekretase Inhibitor DAPT in

Transferrin-positiven, friih-endosomalen Vesikeln.

Dies konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass diese Vesikel das Kompartiment
sind, in dem C99 normalerweise geschnitten wird, und es daher bei Hemmung

der y-Sekretase zu Akkumulation des Substrates in diesem Bereich kommt.

Alternativ. kame es zu einem Transport von C99 mit nachfolgender
Akkumulation in diesen Vesikeln, wenn durch Inhibition der y-Sekretaseaktivitat
in friheren Kompartments des Sekretorischen Wegs nicht geschnittenes C99
weiterhin ein Transportsignal fur dieses endosomale Kompartment am C-
terminalen Ende tragen wirde. Daraus wirde sich bei Unterbrechung der
Prozessierung durch die y-Sekretase ein entsprechender Transport in frihe

Endosome ergeben.

Um zwischen diesen beiden Méglichkeiten differenzieren zu kdnnen, hemmten
wir einzelne Schritte des sekretorischen Transportsystems und beobachteten,
ob eine Bildung von AICD stattfand oder sich C99-GFP anreicherte:
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Sollte in einem Kompartiment, von dem aus der Weitertransport blockiert
wurde, eine angemessene Aktivitat der y-Sekretase vorhanden sein, wirde
effektiv AICD-GFP gebildet und ins Zytosol sezerniert werden. Folglich ware die
entsprechende Organelle nicht sichtbar. Dagegen wéare eine Akkumulation von
C99-GFP bei nur geringfugiger oder nicht vorhandener Aktivitat der y-Sekretase
durch einen deutlichen Fluoreszenzanstieg im entsprechenden Bereich einfach

zu detektieren.

Im letzten Schritt wurde eine gleichzeitige Hemmung der y-Sekretase durch die
verwendeten Techniken zur Hemmung der einzelnen intrazellularen

Transportschritte ausgeschlossen.

3.3.1 AICD entsteht nichtim ER

Inkubation von lebenden Zellen mit Brefeldin A (BFA) flhrt zur Bildung eines
Fusionskompartiments von ER und Golgi, da der anterograde Transport von
Proteinen reversibel blockiert wird, wahrend der retrograde Transport weiterhin
stattfinden kann [51].

Wir behandelten C99-GFP Zellen tber 4h mit BFA in normalem Kulturmedium,
um einen Weitertransport von neu gebildetem C99-GFP aus dem ER zu
verhindern. Dann erfolgte die Fixierung. Dabei beobachteten wir einen
deutlichen Fluoreszenzanstieg in dem neu gebildeten ER-/Golgi-Fusions-
Kompartiment, was auf mangelnde Aktivitat der y-Sekretase in diesem Bereich
schlieBen lasst (Abbildung 10).

Derselbe Effekt zeigte sich auch in NT2-C99-GFP Zellen, war also nicht
spezifisch fur die primar verwendeten HEK 293 Zellen (Abbildung 11).
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HEK 293-ctrl HEK 293-BFA

Abbildung 10: C99-GFP wird nicht im ER von HEK293 Zellen prozessiert. C99-GFP
HEK293 Zellen links unbehandelt (ctrl) und rechts nach 4stiindiger Inkubation mit BFA.
BFA flhrt zu einer deutlichen Fluoreszenzanhebung mit Anféarbung der ER-/Golgi-
Fusionsorganelle; beide Seiten bei gleichen mikroskopischen Einstellungen
aufgenommen (kleines Kéastchen mit verlangerter Expositionszeit)

NT2-ctrl NT2-BFA

Abbildung 11: C99-GFP wird nicht im ER von NT2 Zellen prozessiert. Wie
Abbildung10; Zelllinie NT2-C99-GFP links unbehandelt (ctrl) und rechts nach
4stiindiger Inkubation mit BFA deutliche Fluoreszenzanhebung mit Anfarbung der ER-
/Golgi-Fusionsorganelle; beide Seiten bei gleichen mikroskopischen Einstellungen
aufgenommen (kleines Késtchen mit verlangerter Expositionszeit)

3.3.2 AICD entsteht nicht im Golgi-Apparat

Monensin blockiert den Transportweg der Zelle auf Hohe des Golgi-Apparates,
indem es den Transport von Proteinen innerhalb des Golgi hemmt, ohne dabei

andere Stoffwechselvorgénge zu inhibieren [52].

C99-GFP Zellen wurden Uber 4h mit Monensin in normalem Kulturmedium
inkubiert bevor sie fixiert wurden. Dabei unterbrachen wir den Sekretorischen

Weg auf Hohe des Golgi-Apparates und auch hier zeigte sich ein erheblicher
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Anstieg der Fluoreszenz, vor allem im Golgi-Apparat (Abbildung 12). Auch hier
scheint keine ausreichende Aktivitat der y-Sekretase vorhanden zu sein, um

akkumulierendes C99-GFP effektiv zu schneiden.

Diese Ergebnisse lieRen sich ebenfalls an der neuronalen NT2-C99-GFP

Zelllinie erfolgreich wiederholen (ebenfalls Abbildung 12).

HEK293-ctrl HEK293-mon

NT2-ctrl NT2-mon

Abbildung 12: AICD entsteht nicht im Golgi-Apparat. C99-GFP HEK293 Zellen und
NT2-C99-GFP Zellen zeigen nach 4stiindiger Inkubation mit Monensin eine deutliche
Fluoreszenzanhebung mit Anfarbung des Golgi-Apparates (links unbehandelt ctrl und
rechts 4h Monensin); beide Seiten bei gleichen mikroskopischen Einstellungen
aufgenommen (kleines Kastchen mit verlangerter Expositionszeit)

3.3.3 Keine Inhibition der y-Sekretase durch BFA oder Monensin

Insgesamt weisen unsere Daten darauf hin, dass C99-GFP weder im ER noch
im Golgi (siehe auch 3.3.4) geschnitten wird. Dieses kdnnte jedoch auch durch
eine direkte Hemmung der y-Sekretase durch BFA oder Monensin verursacht

sein.
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Um dies auszuschlielen, wurde ein in vitro y-Sekretase-Assay durchgefihrt,
wobei Membranen von HEK 293 Zellen, die endogene y-Sekretase enthalten,
und rekombinantes C99 verwendet wurden. Gleichzeitig wurde Monensin bzw.
BFA in den ublichen Dosierungen zugegeben. Nach dem Western Blot konnte
AICD mit AK 6687 in allen Proben erfolgreich detektiert werden, was zeigt, dass
weder Monensin noch BFA die Funktion der y-Sekretase nennenswert
beeintrachtigen (Abbildung 13). Zu dem gleichen Ergebnis gelangten wir bei
Verwendung von Zellmembranen von Monensin bzw. BFA inkubierter Zellen

(Daten nicht gezeigt).

293 293/C99-GFP
BFA Mon

C9 — - — .. —— — -
AICD — | w

| e
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37° 0° 37° 0° 37° 0° 37° 0O°

Abbildung 13: BFA und Monensin beeintrachtigen die Funktion der y-Sekretase nicht.
Western Blot mit AK 6687 nach in vitro y-Sekretase Assay mit Membranen von HEK
293 Zellen ohne und mit Zusatz von BFA bzw. Monensin zeigt aquivalente AICD
Produktion bei 37°C unter allen Bedingungen. Nct dient als Ladekontrolle.

3.3.4 AICD entsteht nicht im TGN

Es konnte gezeigt werden [37], dass eine Kihlung von Zellen auf 20°C fur 2h
den Weitertransport von Proteinen aus dem TGN an die PM verhindert.
Gleichzeitig wird die Glykosilierung und Prozessierung der Proteine nicht
gestort. Durch Wiedererwarmung auf 37°C kann diese Blockade vollstadndig

aufgehoben werden.

Diesen Effekt nutzten wir um zu untersuchen, ob C99-GFP im TGN effektiv
geschnitten werden kann. Dazu wurden C99-GFP Zellen vor Fixierung fur 2h im
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Wasserbad auf 20°C gehalten. Unter dem Mikroskop konnte eine deutliche
Farbung des TGN beobachtet werden (Abbildung 14), was darauf schlie3en
lasst, dass hier keine ausreichende y-Sekretase Aktivitat vorliegt, um sich
aufstauendes C99-GFP ausreichend zu AICD-GFP und AB zu schneiden.

Damit konnte in keinem der frihen Kompartimente des Sekretorischen Wegs,
also weder im ER noch im Golgi-Apparat, eine nennenswerte Aktivitat der y-

Sekretase nachgewiesen werden.

Abbildung 14: AICD entsteht nicht im TGN. C99-GFP Zellen links unbehandelt (ctrl)
und rechts nach Aufbewahrung fir 2h bei 20°C; beide Seiten bei gleichen
mikroskopischen Einstellungen aufgenommen (kleines Kastchen mit verlangerter
Expositionszeit)

3.4 AICD entsteht nicht in sekretorischen Vesikeln

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob ein effektiver Schnitt von C99-
GFP in den Kompartimenten der Exozytose stattfindet, da bei Inhibition der y-
Sekretase die Bildung vieler kleiner Vesikel beobachtet werden konnte. Dazu
verwendeten wird Tanninsdure (TA), die innerhalb von wenigen Sekunden die
Fusion von Transportvesikeln mit der PM hemmt [54]. So wird der Transport
von Proteinen zur PM inhibiert und diese Proteine verbleiben folglich in

exozytotischen Transportvesikeln.

3.4.1 Tanninséaure (TA) hemmt die Exozytose

Zunachst aber wurde noch einmal Uberprift, ob TA tatséachlich die Exozytose
effektiv hemmt. Dazu verwendeten wir HEK 293 Zellen, die stabil VSVG-GFP
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(siehe Kapitel 2.2.2.3) exprimieren. Diese wurden entweder bei 40°C inkubiert,
um eine Anreicherung von VSVG-GFP im ER zu erreichen, oder es fand eine
Inkubation bei 19°C statt, um VSVG-GFP im Golgi-Apparat anzureichern [43].
Anschliel3end wurde der Transport von VSVG-GFP an die PM bei 30°C mit und
ohne Zusatz von 1% TA beobachtet [54]. Hierbei konnte eine effektive
Hemmung der Exozytose von VSVG-GFP mit fehlender Anfarbung der PM und
Bildung multipler VSVG-GFP enthaltender Vesikel unter Zusatz von TA
beobachtet werden, wahrend unbehandelte Zellen einen ungestdrten Transport
von VSVG-GFP an die PM innerhalb von 45min zeigten (Abbildung 15).

Abbildung 15: Tanninsaure (TA) hemmt die Exozytose bei VSVG-GFP stabil
exprimierenden HEK 293 Zellen. Im linken Bild Inkubation bei 40°C mit Anreicherung
von VSVG-GFP im ER. Bei anschlieRender Inkubation bei 30°C korrekter Transport
von VSVG an die PM (Mitte). Bei Zusatz von 1%TA kann kein Transport an die PM
stattfinden, VSVG-GFP verbleibt in multiplen Vesikeln.

3.4.2 TA beeinflusst den intrazellularen Transport nicht

Um auszuschlieBen, dass TA nicht auch andere Bereiche des intrazellularen
Transports blockiert, fuhrten wir ein Pulse-Chase-Experiment durch. Bei diesem
wurde die Bildung von APP bzw. die Sekretion von APPs (sekretorisches APP)
ins Medium von Swe Zellen, deren Stoffwechsel von APPswe im Detail bekannt
ist [58], getestet. Die Zellen wurden mit und ohne TA-Inkubation 15min
gepulsed und 90min spater Zelllysate bzw. gesammeltes Kulturmedium auf
APP bzw. APPs untersucht. Nach der 15min pulse zeigte sich hauptsachlich
neu synthetisiertes N-glykosyliertes APP. Bei unbehandelten ,SWE*“ Zellen
lieBen sich nach 90min davon nur noch geringe Mengen im Zelllysat

nachweisen, dafur aber reichlich markiertes APPs im gesammelten Medium.
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Die Lysate der mit TA inkubierten Zellen hingegen enthielten deutliche Mengen
an markiertem vollglykosiliertem, also maturem, APP und N’-APP, was auf
einen deutlich verlangsamten Turnover, aber korrekte Maturierung und damit
auf einen intakten intrazellularen Transport schlieRen lasst. Zudem zeigte sich
die effektive Hemmung der Exozytose mit Verschluss der PM darin, dass sich
kein markiertes APPs im Medium nachweisen liel3. Medium wurde mit AK 5313,
Zelllysate mit AK 6687 immunprazipitiert (Abbildung 16).

TA

p CCCZC
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APP "y == -
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Abbildung 16: Prozessierung von APP nach Behandlung mit TA. Pulse-Chase-
Experiment. SWE Zellen ohne und mit (TA) Inkubation mit 1% TA. Untersuchung der
Zelllysate (ly) nach IP mit AK 6687 und des Kulturmediums (m) nach IP mit AK 5313
auf markiertes APP bzw. APPs nach 15min pulse (p) und 90min chase (c). S*
entspricht  sekretorischem APPs, N-APP N-glykosiliertem APP und NO’
vollmaturiertem APP.

3.4.3 C99-GFP wird nicht in exozytotischen Vesikeln prozessiert

Es lasst sich also zusammenfassend sagen, dass TA zwar die PM effektiv
versiegelt, indem eine Verschmelzung von exozytotischen Vesikeln mit der PM
verhindert wird, aber den intrazellularen Transport und damit die Protein-

Maturierung nicht behindert.

Daher wurde TA benutzt, um zu untersuchen, ob C99-GFP bei Hemmung der
Exozytose weiterhin durch die y-Sekretase geschnitten werden wirde. Dazu
wurden C99-GFP Zellen 90min lang mit 1% TA inkubiert, worauf sich nach
Fixierung eine Ansammlung multipler kleiner Vesikel nahe der PM zeigte
(vergleichbar mit den Ergebnissen der Inkubation von VSVG-GFP Zellen mit

TA), wahrend das Zytoplasma sich schwarz darstellte (Abbildung 17).
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Hieraus lasst sich schlieRen, dass C99-GFP mittels seketorischer Vesikel an
die PM transportiert wird. In diesen besteht jedoch keine ausreichende y-
Sekretase Aktivitdt, um C99-GFP effektiv zu schneiden, was in der deutlichen

Anfarbung dieser Vesikel unter Inkubation mit TA deutlich wird.

Abbildung 17: C99-GFP wird nicht in exozytotischen Vesikeln prozessiert. C99-GFP
Zellen links unbehandelt mit schwacher zytoplasmatischer Anfarbung und nach 90min
Inkubation mit TA (rechts) mit Akkumulation sekretorischer Vesikel nahe der PM; beide
Seiten bei gleichen mikroskopischen Einstellungen aufgenommen (kleines Kastchen
mit verlangerter Expositionszeit)

3.4.4 Auch in neuronalen Zellen entsteht AICD-GFP nicht in

Sekretorischen Vesikeln

Um zu zeigen, dass C99-GFP nicht nur in HEK 293 Zellen nicht in
Sekretorischen Vesikeln prozessiert wird, wurde die Neuroblastom-Zelllinie SH-
SY5Y transient mit unserem C99-GFP Konstrukt transfiziert. Dabei zeigte sich
erwartungsgeman das gleiche Ergebnis wie bei stabil transfizierten HEK 293
Zellen: eine schwache zytoplasmatische Anfarbung bei unbehandelten Zellen
und eine deutliche Akkumulation sekretorischer Vesikel nahe der PM unter
Behandlung der Zellen mit TA (Abbildung 18).



3  Ergebnisse 55

Abbildung 18: C99-GFP wird nicht in sekretorischen Vesikeln neuronaler Zellen
prozessiert. Transient mit C99-GFP transfizierte SH-SY5Y Zellen unbehandelt (links)
mit erwartungsgemal schwacher, zytoplasmatischer Anfarbung und nach 90min
Inkubation mit TA (rechts) mit Akkumulation sekretorischer Vesikel nahe der PM; beide
Seiten bei gleichen mikroskopischen Einstellungen aufgenommen (kleines Késtchen
mit verlangerter Expositionszeit)

3.4.5 Effekt von TA nicht selektiv fir Prozessierung von C99-GFP

Um zu untersuchen, ob der beobachtete Effekt eine Besonderheit des C99-GFP
Konstruktes ist und somit moéglicherweise nicht verallgemeinert werden kann,
wurde eine vergleichbare Versuchsreihe mit einem anderen Substrat der y-
Sekretase durchgefiuihrt. NotchAE ist ein bekanntes Substrat der y-Sekretase
[41,42], das unter Normalbedingungen effektiv geschnitten wird und dessen
Produkt NICD (analog zu AICD) anschlieend in den Nukleus transportiert wird
[59]. Es wurde eine stabil NotchAE exprimierende HEK 293-Zelllinie verwendet.

Unbehandelte NotchAE Zellen zeigten eine starke Farbung des Nukleus durch
Akkumulation von NICD. Nach Inkubation mit TA fand sich eine Anhaufung
multipler, kleiner, sekretorischer Vesikel nahe der PM und der Nukleus blieb

ausgespart (Abbildung 19).

Hieraus lasst sich ableiten, dass auch das von C99-GFP unabhangige y-
Sekretase- Substrat NotchAE erst an der PM geschnitten wird und der Effekt
der TA somit nicht auf C99-GFP beschrankt ist.
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Abbildung 19: Tanninsaure inhibiert Prozessierung von Notch. Stabil NotchAE
exprimierende Zellen unbehandelt (links) mit typischer Anfarbung des Nukleus
(schwarze Sternchen) und nach Inkubation mit TA (rechts) wobei sich multiple
sekretorische Vesikel (Pfeile) bilden und der Nukleus ungeféarbt (weiRe Sternchen)
bleibt

3.5 Prozessierung von C99-GFP an der PM

In den friihen Kompartimenten des Sekretorischen Wegs, wie ER oder Golgi,
konnte keine signifikante Prozessierung von C99-GFP gefunden werden. Auch
sekretorische Vesikel scheinen nicht Ort ausgepragter y-Sekretase Aktivitat zu
sein. Damit verbleiben die Plasmamembran und endosomale Vesikel. Um diese
voneinander unabhangig zu untersuchen, wurde die Endozytose von der PM
ausgehend mit Dynamin K44A inhibiert und die Effekte auf die C99-GFP

Produktion beobachtet.
3.5.1 C99-GFP wird an der PM geschnitten

Dazu wurden C99-GFP Zellen transient mit Dynamin K44A (mit HA-tag)
transfiziert und mikroskopisch analysiert. Dabei liel3 sich kein Unterschied
zwischen transfizierten und untransfizierten Zellen erkennen. Beide zeigten eine
diffuse, schwache Fluoreszenz des Zytosols (Abbildung 20). Dies ist auf einen
effizienten Schnitt von C99-GFP durch die y-Sekretase an der PM trotz

Inhibition der Endozytose zuriickzufihren.
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Auch NotchAE Zellen, die unbehandelt eine deutliche Anfarbung des Nukleus
auszeichnet, zeigten sich nach der transienten Cotransfektion mit Dynamin

K44A unverandert (Daten nicht gezeigt).

C99-GFP ' DynaminK44A

Abbildung 20: C99-GFP wird an der PM geschnitten. Links C99-GFP HEK 293 Zellen
mit (Sternchen) und ohne Transfektion mit dem Endozytosehemmer Dynamin K44A
(links) zeigen keinen Unterschied in der AICD-GFP-Fluoreszenz, es findet sich eine
vergleichbare, diffuse Anfarbung des Zytosols; rechts Nachweis der Dynamin K44A-
Expression mittels HA-tag

3.5.2 Dynamin K44A inhibiert Vesikelbildung unter DAPT

Um zu zeigen, dass Dynamin K44A tatsachlich ein effektiver
Endozytoseinhibitor ist, inkubierten wir transient mit Dynamin K44A transfizierte
C99-GFP Zellen zusatzlich mit DAPT, das bei Zellen ohne Cotransfektion mit
Dynamin K44A normalerweise durch Hemmung der y-Sekretase zu einer
deutlichen Anreicherung von C99-GFP in endosomalen Vesikeln  fihrt
(Abbildung 6).

Die mit Dynamin K44A transfizierten Zellen zeigten nach Inkubation mit DAPT
einen Anstieg der Gesamtfluoreszenz mit einer eindrticklichen Anfarbung der
PM, jedoch ohne Anfarbung endosomaler Vesikel. Eine im selben Ausschnitt
sichtbare untransfizierte C99-GFP Zelle zeigt dagegen eine Akkumulation von
C99-GFP in endosomalen Vesikeln (Abbildung 21). Dies lasst sich auf die

effektive Hemmung der Endozytose durch Dynamin K44A zurtckfihren.
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DynaminK44A +DAPT

Abbildung 21: Dynamin K44A hemmt Endozytose. Links C99-GFP Farbung, die
mittlere Zelle ist nicht mit Dynamin transfiziert und zeigt endosomale Vesikel (Pfeile).
Die linke und die untere Zelle sind mit Dynamin K44A transfiziert und zeigen eine
starke PM-Farbung (Pfeilspitzen). Rechts HA-Farbung zur Dynamin K44A
Visualisierung. Zellen zuséatzlich mit DAPT behandelt.
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4  Diskussion

4.1 vy-Sekretase Aktivitat findet sich vor allem in frihen

Endosomen und an der Plasmamembran

Um die Aktivitat der y-Sekretase, also den aktiven y-Sekretase-Komplex,
nachzuweisen, wurde die Produktion von AICD als Marker verwendet. Hierzu
wurden zwei an sich dhnliche Konstrukte, C99-GFP und C99-RFP, hergestellt.
C99-GFP zeigte in allen Untersuchungen eine zu unmarkiertem C99
vergleichbare Prozessierung und konnte daher fur die Zwecke dieser Studie
weiter verwendet werden. Bei C99-RFP hingegen fand sich in allen
Versuchsreihen eine starke Akkumulations- und Aggregationsneigung ohne
C99-typische Prozessierung, so dass dieses Konstrukt verworfen werden

musste.

Es gelang, eine stabil C99-GFP exprimierende Zelllinie herzustellen, bei der die
Aktivitat der y-Sekretase durch eine diffuse zytoplasmatische Grin-Farbung
durch AICD-GFP leicht darstellbar war. Kann die y-Sekretase nicht aktiv
werden, entweder aufgrund pharmakologischer Hemmung oder mangels
Enzym-Substrat-Kontakt, bleibt das C99-GFP-Konstrukt ungeschnitten und
somit membrangebunden. Dies fuhrt zu einer deutlichen Fluoreszenzanhebung
der entsprechenden Organelle(n), in der das Konstrukt vorkommt. Mittels
pharmakologischer Hemmung des y-Sekretase-Komplexes durch DAPT liel3
sich das Vorkommen von C99-GFP erwartungsgemal [15] in frihen
Endosomen und — etwas geringer ausgepragt — an der Plasmamembran und in

spaten Endosomen sowie Lysosomen nachweisen.

Im Western Blot konnte im Vergleich zur IF eine groRere Menge C99-GFP
detektiert werden (vgl. Abbildung 2). Dieses entspricht der Fraktion an neu
synthetisiertem C99-GFP, die sich im Sekretorischen Weg auf dem Weg zur
PM befindet und noch nicht fluoresziert, da GFP nach der Synthese erst eine

intramolekulare  Umlagerung eingehen muss, um seine fluoreszierenden
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Eigenschaften zu entwickeln. AufRerdem zeigt sich im Western Blot unter
Hemmung der y-Sekretase mit DAPT eine Bande, die wahrscheinlich C83-GFP
entspricht. Die Ansammlung von C83-GFP entsteht, wenn durch die
Substratanhaufung von C99-GFP nach Hemmung der y-Sekretase durch DAPT
eine Prozessierung von C99-GFP durch die a-Sekretase erfolgt. Fur unsere
Untersuchungen ist dies nur von nachrangiger Relevanz, da auch C83-GFP ein

Substrat der y-Sekretase darstellt.

Ein Versuch, den C99-N-Terminus nicht nur mittels IF sondern auch direkt
mittels der Lumio-Fluoreszenz-Technologie zu visualisieren, gelang trotz
verschiedenster Modifikationen der Reagenzienkonzentrationen und der
Expositionszeiten nicht. Die nétige Tetracysteinsequenz lie3 sich nachweislich
korrekt einfligen und das Konstrukt problemlos stabil exprimieren. Durch
Hinzufigen des Biarsen-Fluoreszin-Derivats sollte anschlielend ein
fluoreszierender Komplex mit der eingefligten Tetracysteinsequenz gebildet
werden. Bisher wurde Lumio in erster Linie zur Markierung von intrazellularen
Proteinen verwendet, das Nichtfunktionieren der Markierung ist somit
moglicherweise auf das andersartige chemische Milieu im Extrazellularraum
zuruickzufiihren. Da nur ein einzelnes Kit verwendet wurde, ist aber auch ein
Aktivitatsverlust der Reagenzien oder ein beschleunigtes Ausbleichen des
Lumio Red Labeling Reagent unter Tageslicht [53] nicht sicher auszuschlieRen.
Da keine Positivkontrolle erfolgte, ist eine abschlieende Aussage nicht

maoglich. Da die Daten keinerlei Aussage zulassen, werden sie nicht gezeigt.

4.2 Inhibition des Sekretorischen Wegs fuhrt zu Akkumulation

von Substraten der y-Sekretase

Nach grundlicher Charakterisierung des Konstruktes wurde der Transport an
verschiedenen Orten des Sekretorischen Wegs blockiert, um Aufschliisse Uber
die Lokalisation der y-Sekretase zu gewinnen. Hierfur verwendeten wir lang
bekannte und gut erprobte zellbiologische Methoden: Pharmakologische
Hemmung des Sekretorischen Wegs durch BFA, Monensin oder Tanninsdure

und physikalische Blockierung des Weitertransportes im 20°C-Block. Hierbei
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kam es jeweils zu einem deutlichen Fluoreszenzanstieg in der entsprechenden
Organelle, von der aus der Weitertransport blockiert wurde. Dies weist auf eine
mangelnde y-Sekretase-Aktivitdt in der entsprechenden Organelle hin. So
fanden sich im Gegensatz zu anderen Studien keine Hinweise flur eine
nennenswerte y-Sekretase-Aktivitat in ER [18,20,21], Golgi und TGN [21-23]
sowie in sekretorischen Vesikeln [35,36].

Die gefundenen Effekte lassen sich gut verallgemeinern und sind nicht
spezifisch fur HEK 293Zellen, da vergleichbare phanotypische Ergebnisse auch
mit Zellen neuronalen Ursprungs erzielt werden konnten. Zusatzlich besteht in
diesen Ergebnissen auch eine starke Analogie zu NotchAE, einem anderen gut
untersuchten Substrat der y-Sekretase, welches ebenfalls nicht vor Erreichen
der Plasmamembran geschnitten wird. Somit konnten sowohl Zelllinien- als

auch Reporter-ubergreifend kongruente Ergebnisse erfasst werden.

4.3 Keine Aktivitat der y-Sekretase in den frithen

Kompartimenten des Sekretorischen Wegs

Die y-Sekretase-Aktivitat ist in den verwendeten Zellen so hoch, dass unter
normalen Umstdnden das vorhandene Substrat praktisch vollstandig

prozessiert wird. Dies zeigt sich an der diffusen zytoplasmatischen Fluoreszenz.

Sollte diese Prozessierung wahrend des Transportes zur Plasmamembran
stattfinden - wie beispielsweise in der Vergangenheit angenommen in ER,
Golgi, TGN und sekretorischen post-Golgi Vesikeln - muss postuliert werden,
dass die in den Organellen vorhandene y-Sekretase-Aktivitat ausreicht, um
praktisch die gesamte Substratmenge zu schneiden. Andernfalls musste man
das Substrat im jeweiligen Organell detektieren kdnnen. Gleichzeitig besteht
jedoch nur eine kurze Aufenthaltsdauer des Substrats C99-GFP im jeweiligen
Organell, da es sich gerade im Transit befindet. Bei einer Hemmung des
Weitertransportes und somit Akkumulation des Substrates bei deutlich
verlangerter Aufenthaltsdauer in dem jeweiligen Kompartiment, misste die

Prozessierung des Substrats jedoch noch effektiver werden. Dies steht in einem
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deutlichen Gegensatz zu unseren Untersuchungsergebnissen, die nach
Transporthemmung eindeutig eine steigende membrangebundene Fluoreszenz
zeigen. Selbst eine sehr geringe y-Sekretase-Aktivitat sollte unter diesen
Umstanden fir eine effektive Prozessierung ausreichend sein. Dies konnte
jedoch nicht beobachtet werden. Insgesamt kann aus den Ergebnissen
gefolgert werden, dass ER, Golgi, TGN und die sekretorischen post-Golgi
Vesikel keine Orte wesentlicher Aktivitat der y-Sekretase sind. Eine minimale

Restaktivitat kann nicht ausgeschlossen werden.

4.3.1 Grunde fehlender Prozessierung entlang des Sekretorischen Wegs

Es gibt drei mogliche Erklarungen, warum entlang des Sekretorischen Wegs
keine oder nur sehr geringe y-Sekretase-Aktivitdt vorhanden ist: entweder ist
die y-Sekretase kaum oder gar nicht aktiv, im entsprechenden Kompartiment
nicht vorhanden oder das Zusammenfinden von Substrat und Enzym wird durch
Vorkommen in verschiedenen Mikrodom&nen verhindert. Auch wenn eine
eindeutige Unterscheidung dieser Mdglichkeiten derzeit nicht getroffen werden
kann, scheint aufgrund folgender Uberlegungen die mangelnde y-Sekretase-

Aktivitat die wahrscheinlichere Erklarung zu sein.

4.3.2 Substrate der y-Sekretase sind Oberflachenproteine

Alle bisher beschriebenen Substrate der y-Sekretase — zusatzlich zu APP und
Notch, auch Delta, ErbB4, CD44 und die Cadherine — sind Proteine der
Zelloberflache und keines davon hat eine bekannte Lokalisation oder Funktion
in ER, Golgi, TGN oder in den sekretorischen Vesikeln [51]. Dies legt nahe,
dass auch die y-Sekretase keine wesentliche Aktivitdt in den frihen
Kompartimenten des Sekretorischen Wegs hat. Damit stellen unsere
Ergebnisse auch die Hypothese in Frage, dass APP in axonalen post-Golgi

Vesikeln geschnitten wird [35].
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4.3.3 Hemmung der Endozytose stort die Aktivitat der y-Sekretase nicht

Durch Hemmung der Endozytose von C99-GFP in unseren Versuchen wird der
Schnitt von C99-GFP durch die y-Sekretase nicht gestért. Dies lasst eine
effektive y-Sekretase-Aktivitat an der Plasmamembran vermuten, analog zu den

Ergebnissen anderer Arbeiten [29,31].

4.3.4 Ungunstiges Verhaltnis von aktivem y-Sekretase-Komplex zu

Substrat in sekretorischen Vesikeln

Eine nennenswerte Aktivitat der y-Sekretase in sekretorischen Vesikeln scheint
eher unwahrscheinlich, da diese nur Uber eine geringe Lebensdauer verfliigen
(Halbwertszeit ca. 20-30min [48]) und hauptsachlich neu synthetisierte Proteine
und Lipide an die Zelloberflache transportieren. Der Durchsatz der y-Sekretase
ist mit einer Halbwertszeit von mehr als 24 Stunden im Verhaltnis zu APP oder
C99 mit einer Halbwertszeit von unter 1 Stunde sehr gering. Daher ist in
sekretorischen Vesikeln die Menge an transportiertem, also neu
synthetisiertem, aktivem y-Sekretase-Komplex im Verhaltnis zu der
Substratmenge im besten Fall minimal. Hierzu passend lie3 sich in einer
anderen Studie auch nach 4-stindigem 20°C-Block keine der voll
funktionsfahigen GFP-markierten Komponenten des y-Sekretase-Komplexes —
PS1, PEN2 und Nct — in Golgi und TGN darstellen [63].

Nicht bekannt ist, in welchem Vesikeltyp die y-Sekretase bzw. ihre Substrate
zur Oberflache transportiert werden. Auch in nicht-polarisierten Zellen gibt es
mehrere Typen von post-Golgi Vesikeln [64], mdglicherweise werden vy-
Sekretase und Substrate auch in verschiedenen Vesikeln transportiert.

4.3.5 Kein aktiver y-Sekretase-Komplex in Golgi und TGN

Passend zu unseren Ergebnissen konnte auch in einer immunelektronen-
mikroskopischen Studie weder im Golgi noch im TGN Presenilin, die katalytisch
aktive Untereinheit der y-Sekretase, nachgewiesen werden [62].
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4.3.6 Minimales Vorkommen von aktiver y-Sekretase im ER

Die y-Sekretase wird zwar im ER zusammengefugt [45,46], anschliel3end
jedoch rasch weitertransportiert, wie der kleine Anteil an vollstdndig
zusammengefugtem y-Sekretase-Komplex mit unreifem Nct zeigt [66]. Daher ist
von einem nur sehr geringen Vorkommen an funktionsfahigem y-Sekretase-

Komplex im ER auszugehen.
4.3.7 Einfluss der Membran-Zusammensetzung auf die y-Sekretase

Eine verminderte oder mangelnde y-Sekretase-Aktivitdt in einigen
Zellkompartimenten kénnte an der Zusammensetzung der Membran oder dem
Vorkommen von Enzym und Substrat in unterschiedlichen Mikrodomanen
liegen. Dies scheint jedoch eher unwahrscheinlich, da Untersuchungen zum
Effekt der Mikrozusammensetzung von Membranen auf die y-Sekretase-
Aktivitat [67] eine robuste Schnittaktivitat der y-Sekretase an allen untersuchten
Membran-Zusammensetzungen mit einer deutlichen Anhebung der Aktivitat in

sogenannten ,Lipid rafts“ zeigten.

4.4 Zusammenfassung

In der Vergangenheit waren ER, Golgi und TGN mehrfach als Haupt-Aktivitats-
Lokalisation der y-Sekretase postuliert worden [21,22,68], unsere
Versuchergebnisse mit Monensin, 20°C-Block und Tanninsaure zeichnen
jedoch ein anderes Bild. Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass ER, Golgi, TGN
und die sekretorischen post-Golgi Vesikel nicht Hauptwirkungsort der vy-
Sekretase sind, sondern diese vor allem an der Plasmamembran und/oder in
frithen Endosomen proteolytisch aktiv ist. Somit wird AICD im Rahmen
regulierter Intramembran-Proteolyse [69] an der Plasmamembran und/oder in
frithen Endosomen gebildet. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen ein
Vorkommen des aktiven y-Sekretase-Komplexes — nachgewiesen anhand der

Produktion von AICD — an der Plasmamembran und/oder in frihen Endosomen
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nahe. Fur ER, Golgi und TGN als Orte des aktiven y-Sekretase-Komplexes

konnten keine Hinweise gefunden werden.

AulRerdem stellt die stabil C99-GFP-exprimierende HEK293-Zellreihe einen
einfachen Test zum Nachweis der proteolytischen Aktivitat des y-Sekretase-

Komplexes dar [60].

4.5 Bedeutung dieser Arbeit fir die Entwicklung von

Therapeutika zur Behandlung der Alzheimer-Erkrankung

Um die Alzheimer-Erkrankung zu behandeln, stellt die pharmakologische
Inhibierung der y-Sekretase zur Reduktion der AB-Entstehung nach der
Amyloid-Hypothese einen maoglichen Therapieansatz dar. Derzeit laufen
mehrere klinische Studien mit unterschiedlichen y-Sekretase Inhibitoren [70].

Viel versprechend erscheinen die Wirkstoffe BMS-708163 (Bristol-Myers
Squibb) und GSI-953 (Wyeth) [71]. Beide inhibieren die y-Sekretase nahezu
selektiv fur APP, wobei der genaue Mechanismus letztendlich nicht geklart ist.
Bei BMS-708163 wird Notch als Substrat der y-Sekretase erst bei 190fach
hoherer Konzentration nennenswert beeinflusst. Bereits in der klinischen Phase
| Studie zeigte BMS-708163 eine signifikante, dosisabhdngige Reduktion von
AB im Liquor freiwilliger Probanden. In klinischen Studien mit weniger selektiven
Stoffen wie LY-450139 (Eli Lilly, aktuell klinische Phase Il Studie) fanden sich
zwar ebenfalls signifikante Senkungen der AB-Spiegels, aber neben anderen
vor allem gastrointestinale Nebenwirkungen sowie eine signifikante Reduktion
der CD 19 Zellen [72]. APP-selektive y-Sekretase Inhibitoren kénnten deutlich
geringere Nebenwirkungsraten aufweisen. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit
ware alternativ zu einer APP-selektiven Inhibition der y-Sekretase auch ein
Wirkstoff zur Inhibition des aktiven Komplexes nur an der Zelloberflache - ohne
Penetration des Wirkstoffes in das Innere der Zelle - interessant. Ein solcher
Wirkstoff kénnte maoglicherweise ebenfalls nebenwirkungsarm und effektiv zu

einer Reduktion der cerebralen AR -Menge fiuhren.
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5 Anhang: Vektorkarten

Mhe | 92
Bgl I 610
Xho 1614
Sar 1621
Hde 1235 HinD III 623
ZnaB 1341 EeoR 1630
Fat16%
Sall 6
PUCod  CMY i;cnllﬁglsln
Bsal 2747 Mes Sac IT A53
pEGFP-N1 Hna 1657

H133be EGFP %mﬁm

SV40 poly A Mot I 1402
Kanieo Hhalldl2
Hpal 1521

Fsp I 2880 DraIII 1874
Ehe I 2761
Clal 2598
Stu I 2579
Sl 2553

Rsr IT 3274

Abbildung 22: Vektor pEGFP-N1 (Clonetech) [73]

Abbildung 23: Vektor pcDNAS3.1/Hygro (+) (Invitrogen) [74]
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Abbildung 24: Vektor pCDNA3.1(+) Zeo (Invitrogen) [75]

lacfo ATG oy .
M12 Reverse Primer l Hind 11 r(,olr.' | Sac| BamH| Spe |
CLG GAA ACR CGCT ATS ACLC ATG ATT ACG CCA ACC TTG GTA COS AGC TCG GAT CCA CTA
GTC COTT TET CGA TAC TEE TAC TAR TGC GST TCE AAC CAT GGC TOS AGC CTA GOT GAT

ler)( | EcoR 1 EaISR |
GTA ACG GCOC GCC AGT &TS CTG G&Ll" TTIC GCC CTTRR g e ges GGC GAR TTC TGEC
CAT T3C OGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG COGG GAEN TTC CCG CTT AAG ACG

EcoR W BsiX | Mot | Xhaol Msi | Xba | Apa |

| | | | I |
AGH TAT OCA TCA CAC TGS CGE CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGS CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTE ACC GOC GGEC GAG CTC GTA CET AGA TCT CCC GGG TTA AGSC |GOG ATA

&
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

BST GAG TCG TAT TEC RAT TCA((CTE GCC GTC GIT TTA WA CGT CGT GAC TGGE GAR AAC

TCA CTC RGC ATA A TTA AGT |GAC COGG CAG CAA RAT T 3CA 3CA CT@ ACC COTT TTG

Abbildung 25: Vektor pCR2.1 TOPO (Invitrogen) [76]
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