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4 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Alzheimer-Erkrankung ist die haufigste Ursache von Demenz und damit eine grofle
Herausforderung fiir die gesamte Gesellschaft. Da bislang wirksame Medikamente fehlen, steht
die Wissenschaft unter groffem Druck mogliche Zielmolekiile fiir neue Therapieoptionen zu
identifizieren. Um genauere Einblicke in den Entstehungsprozess der Krankheit zu gewinnen,
werden besonders mit der familidren Form der Krankheit (FAD, engl. familial Alzheimer’s disease)
verkniipfte Mutationen untersucht. Die meisten dieser Mutationen betreffen Prasenilin-1 (PS1)
und sein Homolog Présenilin-2, die als katalytischer Teil des y-Sekretasekomplexes fiir die
Spaltung eines C-terminalen Fragmentes (CTF@) des Amyloidvorlauferproteins (APP, engl.
amyloid precursor protein) in verschiedene Amyloid-3-(Ap-)Peptide verantwortlich sind. Da das
bei FAD verstarkt produzierte, langere A3+ als priméarer Ausloser der Krankheit angesehen wird,
ist ein genaues Verstandnis der Produktion ldngerer A(3-Spezies von entscheidender Bedeutung,
um gegen Af gerichtete Wirkstoffe zu entwickeln.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden spezielle PS1-FAD-Mutationen, wie V261F und L435F,
untersucht, die eine stark verringerte Gesamtaktivitit und eine beeintrachtigte PS1-
Endoproteolyse zur Folge haben. Da sie aber trotz der geringen AB-Produktion die Alzheimer-
Erkrankung verursachen, stellte sich die Frage, ob wirklich eine veranderte A3-Produktion oder
eher die Inhibition der Prozessierung anderer y-Sekretasesubstrate der Ausldser der Krankheit
ist. In Zellkulturexperimenten und durch Farbungen von Hirnschnitten von Patienten konnte
gezeigt werden, dass diese Mutanten vermehrt toxisches AP produzieren und so ein stark
erhohtes AQa2+3/ABw-Verhiltnis verursachen. Damit erklart die bisher iibersehene, verstirkte
Produktion von A4 die Pathogenitdt der hier untersuchten PS1-Mutanten. Die Produktion
langerer AB-Spezies durch die FAD-Mutanten wird auf eine verringerte Stabilitat des Prasenilin-
Apn-Komplexes und eine damit einhergehende verstarkte Dissoziation der langeren AB-Spezies
zuriickgefiihrt. Die Ursache dieser Destabilisierung ist jedoch noch nicht bekannt. Um dies
genauer zu beleuchten, wurden verschiedene Afss produzierende PS1-Mutanten genauer
untersucht, darunter sowohl Mutanten mit normaler als auch mit verringerter Gesamtaktivitat.
Dabei veranderten alle untersuchten Mutanten die Interaktion zwischen der y-Sekretase und
dem Substrat CTFf3 im Bereich um die Schnittstellen der y-Sekretase. Diese Fehlpositionierung
des Substrats deutet auf eine verdnderte Konformation des Enzym-Substrat-Komplexes hin, die
letztlich zu dessen verringerter Stabilitét fithren kdnnte.

Da die liangeren AP-Spezies allgemein als Ausloser der Alzheimer-Erkrankung angesehen
werden, ist die Reduktion von A( die vorherrschende Behandlungsstrategie, etwa durch
Aktivierung des Ap-Abbaus durch Immunisierung mit anti-AfB-Antikdrpern oder durch

Inhibition der AP produzierenden (3- und y-Sekretase. Dabei treten jedoch, vor allem im Fall der
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v-Sekretaseinhibitoren, starke Nebenwirkungen auf. Eine mogliche Alternative stellen vy-
Sekretasemodulatoren (GSMs) dar, da sie die y-Sekretase nicht inhibieren, sondern die
Produktion der verschiedenen Ap-Spezies in Richtung der kiirzeren Formen verschieben, und so
weniger Nebenwirkungen verursachen sollten.

Anders als zwei zuvor beschriebene GSMs, reduzierte der hier vorgestellte neue GSM RO7019009
die APBs-Produktion der untersuchten Mutanten deutlich. Selbiges galt auch fiir Af4«, wobei
einige Mutationen erst bei deutlich htheren Konzentrationen des Modulators reagierten. Wie
erwartet, wurden im Gegenzug vermehrt kiirzere As- und AfQss-Peptide gebildet. Hierbei
zeigten sich, wie schon bei der Af«-Reduktion, mutantenspezifische Unterschiede. Manche
Mutanten (z.B. V261F und L435F) sekretierten beide kurze Spezies, wiahrend andere nur die A Bss-
Produktion erhohten. Die Produktion der unterschiedlichen A(-Spezies in den beiden Af-
Produktlinien wurde bei verschiedenen PS1-Mutationen also individuell moduliert. Um die
Wirksamkeit von GSMs nicht nur in vitro, sondern auch in vivo zu untersuchen, wurden Mause,
welche die »schwedische« APP-FAD-Mutation exprimieren, iiber einen Zeitraum von 6 Monaten
mit dem GSM RO5506284 behandelt und longitudinal mittels Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) untersucht. Nach Abschluss der Untersuchung wurden die Gehirne der Tiere
zusatzlich biochemisch und immunhistochemisch untersucht und die Ergebnisse miteinander
verglichen. Dabei zeigte sich, dass der GSM den Anstieg der Amyloidsignale, also das
Fortschreiten der A(3-Pathologie, im Gehirn verringern und die Mengen an abgelagertem A4
reduzieren konnte. Tiere, die zu Beginn der Behandlung schon viel Ap-Pathologie aufwiesen,
reagierten weniger stark auf die Modulation als Tiere mit niedrigen Ausgangswerten, die besser
auf die Behandlung ansprachen. Die gesamte Plaqueflache lief3 sich durch die Behandlung
reduzieren, dabei wurde vor allem die Bildung neuer, kleiner Plaques verhindert, wahrend sich
das verbliebene A immer noch an bereits vorhandene Plaques anlagern konnte. Diese
Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung eines frithen Beginns der Behandlung, moglichst vor
oder zu Beginn der A-Pathologie.

In dieser Arbeit konnte also gezeigt werden, dass nahezu inaktive PS1-FAD-Mutanten erhohte
Mengen A produzieren und so trotz sehr geringer A[3-Sekretion die Krankheit in Einklang mit
der Amyloid-Hypothese auslosen konnen. Eine der Ursachen fiir die erhohte Produktion
langerer A3-Spezies bei diesen und anderen Aps-produzierenden Mutanten konnte die, durch
die Mutationen induzierte, Fehlpositionierung des Substrats sein. Im Weiteren konnte gezeigt
werden, dass neuere GSMs in vitro und in vivo die Mengen langerer AB-Spezies, auch bei PS1-

FAD-Mutanten, verringern konnen und sie daher eine mogliche Therapieoption darstellen.



6 Summary

Summary

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia and thus causes enormous
problems for patients and society. Since no disease-modifying therapy is available so far, there is
need for the development of new, effective and affordable drugs. In order to achieve this, the
pathogenesis of AD has to be elucidated in more detail. As familial Alzheimer’s disease (FAD)
linked mutations in presenilin-1 (PS1) are the main cause of early onset AD, they are an important
tool to understand the detailed pathomechanism. PS1 and its homolog presenilin-2 form the
catalytic subunit of the intramembraneprotease complex y-secretase, which catalyses the final
steps of amyloid precursor protein (APP) processing. y-Secretase cleaves the APP C-terminal
fragment (CTFpB) into different amyloid-B (Ap) species. FAD mutations in PS1 increase the
production of longer A4+, which is thought to be the main trigger of the disease. Therefore, a
better understanding of the molecular consequences of these mutants could help to develop new
drugs.

In this study, a special type of PS1 FAD mutants (e.g. V261F, L435F) was investigated. These
mutants have a strongly reduced total activity and show impaired endoproteolysis. Although the
total AP levels produced by these mutants are very low, they still cause the disease. This led to
the hypothesis that inhibited processing of other y-secretase substrates, not increased levels of
longer A3 species, is the relevant disease trigger. However, it could be shown that these mutants
produce high relative amounts of the neurotoxic and aggregation prone Ap4s. Consistently, brain
sections of PS1 L435F mutation carriers presented a drastically increased A4 staining compared
to controls. This previously overlooked A4 production leads to increased A[42+43/A[340 ratios that
could cause AD in line with the amyloid hypothesis. These findings contradict the hypothesis of
decreased processing of other y-secretase substrates as disease trigger and support the idea that
lowering the levels of long A3 species is a good approach for successful treatment strategies.

In general, the increased production of longer A{3 species by FAD mutants is explained by a
decreased stability of the presenilin-Apn complex, which causes the dissociation of the longer Af3
species before they can be cleaved further. However, the cause of this destabilization remains
unknown. By analysing two different sets of ABs-producing PS1 FAD mutants, including both
normally endoproteolysed and virtually inactive mutants, it could be shown that all these
mutants change the binding of the AP precursor CTEp to the active site of the protease. This
mispositioning of the substrate indicates a changed conformation of the substrate-enzyme
complex, which can be a possible explanation for the decreased complex stability in FAD
mutants.

As AP is widely accepted as primary disease trigger, current therapeutic approaches try to lower
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Ap levels either by activation of the Af clearance through immunization or by inhibition of the
Ap-producing - and y-secretases. The latter approach faces the problem that inhibition v-
secretase led to severe side effects in clinical trials. y-Secretase modulators (GSMs) are small
molecules that shift the Af production towards shorter peptides, thereby reducing the amount
of toxic Apaus. However, they do not alter the total y-secretase activity. The new GSM
RO7019009, which was tested in this study, efficiently reduced APss production for all
investigated mutants. A4 production was reduced in these mutants as well, although some of
them only responded at higher GSM concentrations. Consequently, the production of Af3ss was
increased upon RO7019009 treatment for all the mutants, while only some mutants (e.g. V261F,
L435F) increased the production of both short species Aps7 and Afss. These findings indicate that
RO7019009 acts differently on both AP product lines depending on the individual PS1 mutant. In
an additional part of the study, GSM function was assessed in vivo. Transgenic mice, expressing
the »swedish« APP FAD mutant, were treated for 6 months with the GSM R0O5506284. During
the experiment, amyloid levels were monitored longitudinally by positron emission tomography
(PET). After the treatment, the mouse brains were analysed biochemically and
immunohistochemically in order to be compared with the PET-measurements. The amyloid
levels measured by PET increased significantly slower in the treated animals compared to the
control group. RO5506284 treatment reduced the amount of deposited AP« in the brain. In
addition, the amyloid plaque area was smaller in GSM-treated animals, which showed lesser
smaller plaques and more large ones. This indicates that the reduction of AP by the GSM was
strong enough to inhibit plaque formation; however, the remaining Af still was able to attach to
already formed plaques. Interestingly, amyloid levels at the beginning of the treatment predicted
its efficiency. Animals with high initial amyloid levels were less reactive towards the GSM, while
animals with low starting amyloid levels responded well. These results underline the importance
of an early treatment since GSM treatments seem to be more effective when there is no or only
little plaque pathology present.

Taken together, this thesis shows that virtually inactive PS1 FAD mutations secrete high relative
amounts of the neurotoxic AP, which could be responsible for the pathogenicity of these
mutations. These and other Apus-producing mutations cause a mispositioning of the substrate
that could contribute to the increased production of longer A3 species by FAD mutants. In
addition, the investigated GSMs were able to decrease these longer Af3 species in vitro and in vivo

and could therefore be a promising therapeutic approach for AD.
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1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Die Alzheimer-Erkrankung ist fiir etwa 60-80 % aller Demenzen verantwortlich und damit, vor
anderen Formen wie vaskuldrer oder frontotemporaler Demenz, deren haufigste Ursache (Barker
et al. 2002, Alzheimer's Association 2018). Der normale Krankheitsverlauf fiihrt erst zu
fortschreitendem Gedéachtnisverlust und im spéteren Verlauf zum Verlust weiterer kognitiver
Funktionen. Dies fiihrt dazu, dass Patienten ihren Alltag nicht mehr selbststandig bestreiten
konnen und auf qualifizierte Hilfe angewiesen sind (Winblad et al. 2016). Die Wahrscheinlichkeit
an Demenz zu erkranken nimmt mit steigendem Alter massiv zu. Sind in Europa nur 1,6 % der
Sechzigjahrigen erkrankt, so steigt das Risiko bei Menschen iiber 90 Jahren auf etwa 40 % an
(Alzheimer Europe 2013a). Weltweit leiden etwa 40-50 Millionen Menschen an Demenz, davon
ca. 1,5 Millionen in Deutschland (Alzheimer Europe 2013b, GBD 2016 Dementia Collaborators
2019). Laut Weltgesundheitsorganisation sind Demenzerkrankungen damit die weltweit
fiinfthaufigste Todesursache (WHO 2016). Berechnungen gehen davon aus, dass sich die Anzahl
der Patienten etwa alle 20 Jahre verdoppelt und so im Jahr 2050 bis zu 135 Millionen Menschen
erkrankt sein konnten (Prince et al. 2015). Da Demenzpatienten eine intensive Pflege bendtigen,
stellen diese Prognosen die Gesellschaft vor eine immense finanzielle Herausforderung und
erhchen den Druck auf die Forschung wirksame und effiziente Medikamente zu entwickeln
(Winblad et al. 2016).

Die Alzheimer-Erkrankung ist nach Alois Alzheimer benannt, der erstmals 1906 von diesem
Krankheitsbild berichtete (Alzheimer 1907 , Alzheimer 1911). Das Gehirn seiner Patientin
Auguste Deter zeigte erhebliche Neurodegeneration (Hirnatrophie), extrazellulare
Ablagerungen, sogenannte Amyloidplaques (Abb. 1A), sowie neurofibrillare Biindel (Abb. 1B)
innerhalb der Neuronen. Amyloidplaques und neurofibrillire Biindel sind bis heute die
wichtigsten pathologischen Merkmale der Krankheit und notwendig fiir ihre eindeutige

Diagnose (Hyman et al. 2012). Der mit dem Neuronenverlust verbundene graduelle Verlust an

A B

Abbildung 1: Neuropathologische Merkmale der Alzheimer-Erkrankung
A: Extrazelluldre Amyloidplaques, die vor allem aus langeren, A3-Spezies bestehen (A{Bs-Farbung).
B: Intrazelluldre neurofibrilldre Biindel aus hyperphosphoryliertem Tau (phospho-Tau-Farbung).
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Synapsen korreliert gut mit dem klinischen Verlauf der Krankheit (DeKosky & Scheff 1990). Die
Menge der neurofibrilliren Biindel kann man dabei besser mit dem Verlust kognitiver
Funktionen verkniipfen als die Anzahl der Amyloidplaques (Nelson ef al. 2012). Die
neurofibrillairen Biindel befinden sich zudem verstarkt in den Regionen, in denen Neuronen
absterben. Ausmafi und Lokalisierung der neurofibrilliren Biindel werden daher zur
Klassifizierung der verschiedenen Krankheitsstadien herangezogen (Braak & Braak 1991, Nelson
et al. 2012). Neurofibrilldire Biindel bestehen aus aggregiertem, hyperphosphoryliertem Tau-
Protein (Grundke-Igbal et al. 1986, Kosik et al. 1986, Goedert et al. 1988, Wischik et al. 1988a,
Wischik et al. 1988b, Kopke et al. 1993). Tau bindet Mikrotubuli, stabilisiert diese damit, reguliert
zusatzlich ihren Auf- und Abbau und beeinflusst dadurch den axonalen Transport (Wang &
Mandelkow 2016). Im Krankheitsverlauf wird es hyperphosphoryliert, aggregiert und formt die
intrazellularen Biindel (Kopke et al. 1993, Wang & Mandelkow 2016). Tau-Aggregate kommen
neben der Alzheimer-Erkrankung auch bei anderen Erkrankungen vor, den sogenannten
Tauopathien, so z.B. bei progressiver supranukledrer Blickparese (Lee et al. 2001b).

Die parenchymalen Amyloidplaques der Alzheimer-Patienten bestehen aus fibrillairen Amyloid-
B (AP) -Peptiden und sind charakteristisch fiir die Krankheit (Glenner & Wong 1984, Masters et
al. 1985). Die Ap-Peptide haben eine Lange von 37-43 Aminosduren und entstehen durch die
Prozessierung des Amyloidvorlduferproteins (APP, engl. amyloid precursor protein) (Estus et al.
1992, Golde et al. 1992, Haass et al. 2012). Die Amyloidplaques der Alzheimer-Erkrankung
enthalten vor allem das 42 Aminosduren lange AP+« bzw. das langere A4 (Iwatsubo et al. 1994).
Neben der Alzheimer-Erkrankung kommen Af-Ablagerungen auch bei zerebraler
Amyloidangiopathie vor. Hierbei befinden sich die Ablagerungen allerdings in den
Gefawanden des Gehirns und bestehen eher aus kiirzeren Ap-Spezies, wie Ao (Thal et al. 2008,

Reinert et al. 2014).

1.1.1 Genetische Ursachen der Alzheimer-Erkrankung

Dem Grofiteil aller Alzheimer-Erkrankungen liegen keine bekannten genetischen Ursachen zu
Grunde, man spricht daher von sporadischen Krankheitsféllen (sAD, engl. sporadic Alzheimer’s
disease, bzw. LOAD, engl. late onset Alzheimer’s disease). sAD betrifft in der Regel dltere Patienten
iiber 60 Jahren. Die familidre Form der Alzheimer-Erkrankung (FAD, engl. familial Alzheimer’s
disease) hingegen, tritt bei jiingeren Patienten (< 60 Jahre) auf und ist fiir weniger als 1 % der Félle
verantwortlich (Holtzman et al. 2011). Sie wird autosomal-dominant durch Mutationen in den
Genen fiir die drei Proteine APP (Chartier-Harlin et al. 1991, Goate et al. 1991, Murrell ef al. 1991),
Présenilin-1 (PS1, (Sherrington et al. 1995)) und Préasenilin-2 (PS2, (Levy-Lahad ef al. 1995, Rogaev

et al. 1995)) vererbt. Derzeit sind 28 Mutationen im APP, 224 Mutationen im PS1 sowie 9
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Mutationen im PS2 bekannt, die jeweils zu Verdnderungen der Aminosauresequenz fithren
(Alzforum Mutations Database). Zusétzlich sind Duplikationen des APP-Genlokus bekannt, die
ebenfalls die Alzheimer-Erkrankung auslosen (TCW & Goate 2017).

Daneben gibt es einige Gene (Risikofaktoren), welche die Wahrscheinlichkeit zu erkranken
erhchen, wenn sie bestimmte Mutationen aufweisen. Der Hauptrisikofaktor ist das
Apolipoprotein E (ApoE) (Holtzman ef al. 2011, Liu et al. 2013). ApoE kommt beim Menschen in
drei verschiedenen Allelen, ApoE €2, €3 und &4, vor, wobei ApoE &3 die verbreitetste Form ist.
Ein vorhandenes e4-Allel erhoht die Wahrscheinlichkeit zu erkranken um das Dreifache, zwei
e4-Allele sogar um das Zwolffache, wahrend vorhandene ApoE e2-Allele das Krankheitsrisiko
reduzieren (Corder ef al. 1993, Strittmatter ef al. 1993, Verghese et al. 2011, Reiman et al. 2020).
Zusatzlich wurde kiirzlich bei einer FAD-Patientin eine protektive ApoE e3-Mutation
identifiziert (Arboleda-Velasquez et al. 2019), die zu einem deutlich spéateren Ausbruch der
Krankheit fithrt. Der genaue Wirkmechanismus der verschiedenen ApoE-Formen ist noch
unklar. Studien zeigen allerdings, dass sie den Af3-Abbau und dessen Aggregation unterschied-
lich beeinflussen, wobei €2 und €4 entgegengesetzt wirken (Kim et al. 2009, Castellano et al. 2011,
Verghese et al. 2011, Hashimoto et al. 2012). Neben ApoE sind zusdtzlich noch weitere
Risikofaktoren, wie CLU und ABCA7, mit dem A{3-Abbau verkniipft (Karch & Goate 2015).

Da genomische Assoziationsstudien neben ApoE noch weitere Risikofaktoren (z.B. TREM2, CLU,
CR1, CD33) (Villegas-Llerena et al. 2016) identifiziert haben, welche besonders in den Mikroglia,
den Immunzellen des Gehirns, wichtig sind, ist die Rolle des angeborenen Immunsystems in den
letzten Jahren in den Fokus der Forschung geriickt. Alzheimer-assoziierte Mutationen in einigen
dieser Risikogene, wie z.B. TREM2 und ApoE, hemmen den Abbau von fibrillirem Ap durch
Mikroglia (Villegas-Llerena et al. 2016, Yeh et al. 2016, Gratuze et al. 2018). Deren genaue Rolle in
der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung ist allerdings noch unklar. Neuen Studien zufolge
wird die Antwort der Mikroglia bei Stimulation, z.B. durch Ap-Peptide, so verdndert, dass sie
nicht mehr addquat auf die pathogenen Veranderungen im Gehirn reagieren konnen. Dadurch
konnen sie die Entstehung der Krankheit nicht verhindern und férdern diese eventuell sogar (Jay
et al. 2017, Keren-Shaul et al. 2017, Krasemann et al. 2017, Gratuze et al. 2018, Henstridge et al.
2019).

Sowohl die Risikofaktoren als auch die drei Proteine, in denen Mutationen die Alzheimer-
Erkrankung auslosen konnen sind mit dem Auf- bzw. Abbau von A{ verkniipft. Eine verdnderte
ApB-Homoostase scheint also eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Krankheit zu
spielen, weswegen die Prozessierung von APP zu A durch Présenilin und andere Proteasen

sowie die beteiligten Proteine im Folgenden genauer betrachtet werden.
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1.2 Das Amyloidvorlauferprotein APP

APP (Abb. 2) wurde vor etwa 30 Jahren kloniert und ist ein Typ-I-Membranprotein mit einer
Transmembrandoméne (TMD), einer kurzen, cytosolischen, intrazelluliren Doméne (AICD,
engl. APP intracellular domain) sowie einer grofien glykosylierten extrazelluldren/luminalen
Ektodomane (Goldgaber et al. 1987, Kang et al. 1987, Robakis et al. 1987, Tanzi et al. 1987, Dyrks et
al. 1988). Die Ektodomaéne enthalt zwei unabhangig voneinander gefaltete Doménen, die Cystein-
reiche E1- und die helikale E2-Doméne. Beide sind durch eine azidische Doméne (AcD)
verbunden und enthalten Heparin- und Metallbindestellen (Kupfer und Zink), welche
vermutlich wichtig fiir die Homodimerisierung der APP-Ektodoménen sind (Bush et al. 1993,
Multhaup et al. 1996, Hoefgen et al. 2014). Die AB-Doméne (Abb. 2) umspannt die N-terminale
Grenze der TMD und enthalt ein GxxxG-Motiv, welches fiir die Homodimerisierung von APP
TMDs sowie die Bindung von Cholesterin an APP notwendig ist (Munter et al. 2007, Barrett et al.
2012). Die AICD enthalt mehrere Phosphorylierungsstellen sowie ein YENPTY-Motiv als
Internalisierungssignal (Lai et al. 1995, Marquez-Sterling et al. 1997, Schettini et al. 2010). Es sind
drei APP-Isoformen bekannt: APP7o, APP71 und APPes (Abb. 2) (Miiller et al. 2017). Sie
unterscheiden sich darin, ob sie zusatzlich eine Kunitz-like-Proteaseinhibitor-(KPI-) und Ox-2-
Antigendomaéne enthalten. APP7o beinhaltet sowohl die KPI- als auch die Ox-2-Doméne. Bei

APP7s1 fehlt die Ox-2-Domane, wahrend APPeos keine der beiden zuséatzlichen Domanen enthalt.

1.2.1 Prozessierung von APP

APP wird im endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert, im weiteren Verlauf in ER und
Golgi glykosyliert und dann an die Plasmamembran transportiert (Haass et al. 2012). Danach
kann es tiber Clathrin-vermittelte Endozytose in das endosomale System aufgenommen werden
und dort entweder in den Lysosomen abgebaut oder iiber einen Recyclingmechanismus wieder
an die Zelloberflache transportiert werden (Haass et al. 1992a, Nordstedt et al. 1993, Koo &

Squazzo 1994, Yamazaki ef al. 1996). Im Normalfall wird die extrazelluldre Ektodomaine

KPl - Ox-2 APP 770

KPI APP__

El AcD E2 A aicD) APP .

Abbildung 2: Schematische Darstellung von APP
Dargestellt sind die verschiedenen Isoformen von APP und die beinhalteten Domanen.
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Abbildung 3: Prozessierung von APP

APP wird entweder iiber den amyloidogenen oder den nicht-amyloidogenen Weg prozessiert. Die Ektodoméne
von APP wird zuerst durch a- oder 3-Sekretase abgespalten (»gesheddet«). Die entstehenden CTFa und CTEB
werden dann durch die y-Sekretase in die AICD sowie p3 bzw. A{3 gespalten. Die AB-Domaéne ist als orangener
Zylinder dargestellt.

konstitutiv von verschiedenen Proteasen abgespalten, man spricht dabei vom sogenannten
»Shedding« (Abb. 3) (Esch et al. 1990, Sisodia et al. 1990, Haass & Selkoe 1993). Das verbleibende
C-terminale Fragment (CTF) wird dann von dem Intramembranproteasekomplex y-Sekretase
innerhalb der TMD gespalten, wodurch zunéchst die AICD in das Cytosol abgegeben wird (Gu
et al. 2001, Sastre et al. 2001, Weidemann et al. 2002).

Bei der Spaltung von APP wird zwischen amyloidogener und nicht-amyloidogener
Prozessierung unterschieden (Abb. 3). Im nicht-amyloidogenen Fall wird die Ektodoméne von
Metalloproteasen der ADAM-(engl. A Disintegrin And Metalloprotease-)Familie, den sogenannten
a-Sekretasen, abgespalten, wobei das l6sliche APP-Fragment sAPPa (sekretiertes APPa)
sekretiert wird (Buxbaum et al. 1998, Lammich et al. 1999). ADAMIO0 ist dabei die physiologisch
relevante a-Sekretase (Kuhn et al. 2010). Das aus der Spaltung zwischen L16 und L17 (Af-
Nummerierung, Abb. 3, 4) resultierende CTFa ist 83 Aminosduren lang und wird von der
v-Sekretase in die AICD und das p3-Fragment gespalten (Haass et al. 1993).

Bei der amyloidogenen Prozessierung wird die APP-Ektodomane durch die 3-Sekretase BACE1
16 Aminosduren N-terminal der a-Schnittstelle vor D682 (APP7o-Nummerierung, D1 von Af3)
gespalten, wobei sAPP3 und das 99 Aminoséduren lange CTEf entstehen (Abb. 3, 4) (Sinha et al.
1999, Vassar et al. 1999, Yan et al. 1999). CTEp wird dann analog zu CTFa durch die y-Sekretase
in AICD und A gespalten (Haass & Selkoe 1993). Nach schrittweiser Verkiirzung durch die -
Sekretase, werden schliefilich ApB-Peptide mit einer Lange zwischen 37 und 43 Aminosduren
sekretiert (vgl. 1.3.6). BACE1l schneidet APP alternativ zwischen Y10 und E11 (Ap-
Nummerierung), wobei letztendlich, aus dem entstehenden CTF{‘, N-terminal verkiirzte APB11x-

Spezies produziert werden (Haass et al. 1992b, Vassar et al. 1999).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der AB-Domine (orange) von APP und der angrenzenden Regionen
Oberhalb sind die Schnittstellen zur Abspaltung der Ektodoméne (a-, -, d-, 0-Sekretase sowie Meprin-3) und die
Schnittstellen der y-Sekretase (e-, (- und y-Spaltung) sowie die AB-Nummerierung angegeben. Im unteren Teil
sind die bekannten APP-FAD-Mutationen inklusive der APPrn-Nummerierung gezeigt. Die protektive A2T
Mutation ist dabei in rot dargestellt.

Physiologisch sind beide Wege, amyloidogen und nicht-amyloidogen, konstitutiv aktiv (Haass &
Selkoe 1993). Die Spaltung von APP wird durch dessen Lokalisierung innerhalb der Zelle
reguliert. Die nicht-amyloidogene Prozessierung findet an der Plasmamembran statt, da dort
ADAMSs und APP zusammen lokalisiert sind (Sisodia 1992, Lammich et al. 1999). BACEL1 ist
primér in den endosomalen Kompartimenten aktiv und kann somit nur internalisiertes APP
schneiden (Vassar et al. 1999). Da der Grofsteil von APP an der Plasmamembran lokalisiert ist, ist
die AB-Produktion davon abhéngig wieviel APP internalisiert wird. Eine verstarkte Aufnahme
von APP, z.B. aufgrund verstédrkter neuronaler Aktivitdt, fithrt durch die erhdhte Menge an fiir
BACEL1 zugingliches Substrat somit zu einer erhchten Ap-Produktion (Golde et al. 1992, Koo &
Squazzo 1994, Perez et al. 1999, Small & Gandy 2006, Cirrito et al. 2008, Sannerud & Annaert 2009,
Das et al. 2013). Der amyloidogene Weg kann so durch Modulation der Internalisierung, z.B.
durch Regulation der Retromerstabilitdt oder anderer fiir die Proteinsortierung wichtiger
Proteine wie z.B. SORLA, gesteuert werden (Andersen et al. 2005, Mecozzi et al. 2014). Dariiber
hinaus kann die Spaltung von APP durch Bindung anderer Proteine an APP, wie etwa BRI2,
physikalisch blockiert und damit gehemmt werden (Matsuda et al. 2008).

Zusatzlich zu a- und (3-Sekretase gibt es eine Reihe weiterer APP-prozessierender Proteasen. Die
Asparaginendopeptidase (AEP, d-Sekretase) schneidet die APP-Ektodoméane etwas weiter N-
terminal als BACE1 (Abb. 4). Das entstehende CTFb ist ein amyloidogenes Substrat und wird
letztlich durch BACE1 und y-Sekretase in A3 und AICD umgesetzt (Zhang et al. 2015b, Miiller et
al. 2017). Die Zink-Metalloprotease Meprin-f3 ist an der Plasmamembran aktiv, schneidet APP an
verschiedenen Stellen der Ektodomaéne und erzeugt unter anderem ein 98 Aminoséduren langes
CTF (CTF*), das eine zusétzliche, von BACE1 unabhingig erzeugte, AB-Quelle darstellt (Bien et
al. 2012). Das daraus von der y-Sekretase produzierte, um eine Aminosaure verkiirzte, A3* (Af2x)
aggregiert starker als normales AP und kdnnte so als Aggregationskeim dienen (Schonherr et al.
2016). BACE2, ein Homolog der [3-Sekretase BACE1, schneidet APP, als sogenannte 0-Sekretase,
vor Position F20, wobei das letztlich durch die y-Sekretase produzierte Af3-dhnliche Fragment

vermutlich nicht amyloidogen ist (Sun et al. 2006). Zusatzlich konnen die Spaltprodukte von a-
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und (B-Sekretase durch andere Proteasen weiter gespalten werden. Matrix-Metalloproteasen
spalten sAPPa/p in sogenannte An-Peptide, wobei gezeigt werden konnte, dass das entstehende
An-aneuronale Aktivitat und die Langzeitpotenzierung hemmen kann (Willem et al. 2015). CTEp
kann auch durch Caspasen vor A69 geschnitten werden. Die daraus entstehenden N- und C-
terminalen Fragmente induzieren neuronale Apoptose und konnten so durch CTFf3 ausgeldste

Toxizitat erklaren (Lu et al. 2000, Bertrand et al. 2001).

1.2.2 Funktion von APP und seinen primdren Spaltprodukien

Die beiden langeren APP-Isoformen (Abb. 2), APP70 und APP71, kommen hauptséachlich
auflerhalb des Gehirns vor und sind mit der Blutkoagulation assoziiert (Oltersdorf et al. 1989, Van
Nostrand et al. 1991). Das kiirzere APPsos wird vor allem im Gehirn exprimiert (Kang ef al. 1987),
wobei seine genaue Funktion dort noch nicht vollstandig geklart ist. Soweit bekannt, ist APP
sowohl ein wichtiger neuronaler Wachstumsfaktor, der synaptische Plastizitdt und
Synapseneliminierung steuert, als auch ein wichtiger Faktor fiir Lern- und Gedachtnisprozesse,
der die Stabilitdt und Funktionalitdt von Synapsen reguliert (Roch et al. 1994, Dawson et al. 1999,
Seabrook et al. 1999, Ring et al. 2007, Nikolaev et al. 2009).

Die Funktion der einzelnen Spaltprodukte ist nicht fiir alle genau geklart, die meisten haben aber
vermutlich synaptische Funktionen. sAPPa scheint dabei den Grofiteil der synaptischen Aktivitat
von APP zu vermitteln und moduliert die synaptische Transmission und Plastizitat oder wirkt
als Wachstumsfaktor und Regulator der Synapsendichte (Roch et al. 1994, Furukawa et al. 1996,
Ring et al. 2007, Miiller et al. 2017, Richter ef al. 2018, Rice et al. 2019). Obwohl sich sAPPa und
sAPPB nur um 16 Aminosduren unterscheiden, vermittelt SAPPB dabei nicht die gleichen
Funktionen wie sAPP« (Richter et al. 2018). Auch die physiologische Funktion der AICD ist nicht
genau bekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass die sonst sehr instabile AICD durch Bindeproteine,
z.B. Fe65, stabilisiert werden kann, in den Kern transportiert wird und dort als
Transkriptionsfaktor agiert (Cao & Sudhof 2001, Cupers et al. 2001, Kimberly et al. 2001, Bukhari
et al. 2017). Dies konnte jedoch in anderen Modellen nicht bestdtigt werden und ist somit
umstritten (Hebert et al. 2006, Waldron et al. 2008). Vermutlich ist die AICD selbst kein direkter
Transkriptionsfaktor, kann jedoch durch Beeinflussung verschiedener Interaktoren
transkriptionell regulierend wirken (Bukhari et al. 2017).

Obwohl Af vor allem wegen seiner Rolle in der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung
untersucht wird, ist es dennoch essenziell fiir verschiedene physiologische Prozesse (Brothers et
al. 2018). So konnte unter anderem eine antimikrobielle Funktion von Af3 gezeigt werden. Zudem
scheint A wichtig fiir die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke zu sein. Die wichtigste, und am

intensivsten untersuchte Funktion, ist jedoch jene an der Synapse. AP wird bei synaptischer
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Aktivitdat vermehrt sekretiert (s.0., (Kamenetz et al. 2003, Cirrito et al. 2008)) und verstarkt in
pikomolaren Konzentrationen die synaptische Plastizitdt und die Lernleistung (Puzzo et al. 2008,
Morley et al. 2010). AP ist zudem essenziell fiir die normale synaptische Funktion und fiir die bei
Lernprozessen notwendige hippocampale Langzeitpotenzierung (Garcia-Osta & Alberini 2009,
Morley et al. 2010, Puzzo et al. 2011). AB kommt im Gehirn in monomerer, oligomerer und
fibrillarer Form vor. Dabei ist unklar welche dieser Formen fiir die einzelnen Funktionen und
Effekte verantwortlich sind. So konnte gezeigt werden, dass monomeres oder oligomeres A
neurotoxisch wirkt, die Langzeitpotenzierung hemmt und zu neuronaler Atrophie und
Dendritendegeneration fiithrt (Yankner et al. 1990, Lacor et al. 2007, Shankar et al. 2008, Li et al.
2009). Die gegensitzlichen, neurotoxischen und fiir das Uberleben der Zellen essenziellen, Effekte
von A scheinen komplex reguliert zu werden. Dabei ist noch nicht genau verstanden, welchen
Einfluss die absolute Af-Menge oder die unterschiedlichen AB-Spezies spielen und welche
weiteren Faktoren noch von Bedeutung sind. So kann Depletion von Af Neurotoxizitat
induzieren, welche durch Zugabe geringer, pikomolarer Mengen A4 verhindert werden kann,
wahrend zugesetztes AP« nur geringe Effekte zeigt (Plant et al. 2003). Andere Studien zeigen,
dass kurze Exposition durch geringe Mengen A4 die normale synaptische Funktion moduliert,
wahrend ldngere Exposition oder grofiere Mengen A« zum Funktionsverlust fithren
(Koppensteiner et al. 2016).

Es ist unklar welche der unterschiedlichen AB-Formen die letztlich fiir die Entstehung der
Alzheimer-Erkrankung toxische Spezies ist, ihr Aggregationsstatus scheint aber eine
entscheidende Rolle zu spielen (Shankar et al. 2008, Esparza et al. 2013, Selkoe & Hardy 2016).
Besonderes Augenmerk liegt dabei auf den relativen Mengen der langeren Afs«-und Apus-
Spezies, da sie schneller aggregieren und neurotoxisch sind (Jarrett et al. 1993, Jarrett & Lansbury
1993, Mucke et al. 2000, Saito et al. 2011). Kiirzere Spezies, wie A0, hingegen scheinen die
Aggregation und Toxizitat der langeren Spezies vermindern zu kénnen (Kim et al. 2007, Yan &
Wang 2007, Moore et al. 2018). Das Verhéltnis zwischen ldngeren und kiirzeren Spezies scheint
entscheidend fiir die Toxizitdt sowie die Pathogenese zu sein und korreliert in verschiedenen
FAD-Fallen mit dem Alter bei Krankheitsbeginn (Kuperstein et al. 2010, Tang & Kepp 2018). Die
Identitat der tatsachlich toxischen Af-Form wird allerdings immer noch diskutiert. Studien
deuten aber darauf hin, dass nicht monomeres oder fibrillires AP, sondern losliche Af-
Oligomere die entscheidende Spezies sind, also die Synpasenfunktion storen und so zu

kognitiven Defiziten fithren (Shankar et al. 2008, Koffie et al. 2009, Esparza et al. 2013).
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1.3 Die Praseniline und der Intramembranproteasekomplex

Y-Sekretase

1.3.1 Intramembranproteolyse

1836 wurde Pepsin als Protein abbauender »eigentiimlicher Stoff« des Magensafts identifiziert
und war so die erste Protease, die wissenschaftlich beschrieben wurde (Schwann 1836). Nach
mehr als 180 Jahren weiterer Forschung wurden bis heute etwa 600 Gene des menschlichen
Genoms identifiziert, die fiir Proteasen kodieren (Lopez-Otin & Bond 2008), die in die Regulation
vieler Signalwege und sonstiger zelluldrer Funktionen involviert sind. Da die Spaltung von
Peptidbindungen durch Proteasen irreversibel ist, dient sie oft als An/Aus-Schalter fiir
Signalwege, weshalb die verantwortlichen Proteasen sehr gut reguliert sein miissen.
Fehlfunktionen der Proteasen oder ihrer Regulation sind daher die molekulare Grundlage vieler
Krankheiten.

Eine spezielle Untergruppe sind die Intramembranproteasen (IMPs). Ihre Substrate sind Proteine
mit integralen TMDs oder Membranankern, die innerhalb der Membranebene gespalten werden
(Verhelst 2017). Die Site-2-Protease, eine Zink-Metalloprotease, wurde 1997 als erste IMP
entdeckt (Rawson et al. 1997). Sie schneidet beispielsweise Transkriptionsfaktoren der
Lipidsynthese, sodass deren intrazellulire Doménen (ICDs, engl. intracellular domains) in den
Zellkern gelangen und dort regulatorisch aktiv werden koénnen (Rawson 2013). Wie bei der
Prozessierung von APP wird das Substrat zuerst von einer anderen Protease geschnitten bevor
der verbleibende Rest durch die IMP innerhalb der Membran gespalten werden kann. Diese Form
der Prozessierung wird regulierte Intramembranproteolyse (RIP) genannt und findet sich als
verbindendes Muster bei einigen IMPs (Brown et al. 2000). Eine weitere Klasse sind die
Serinproteasen der Rhomboid-Familie, deren Mitglieder z.B. in die Proteindegradation im ER
involviert sind oder, im Fall der mitochondrialen Protease PARL, mit der Entstehung der
Parkinson-Krankheit und Typ-2 Diabetes assoziiert werden (Lee et al. 2001a, Urban et al. 2001,
Fleig et al. 2012, Chan & McQuibban 2013). Reel (engl. Ras and a-factor-converting enzyme 1) ist eine
Glutamyl-Protease, die den C-terminalen Anker von Ras spaltet und so dessen Lokalisierung
reguliert. Diese untypische IMP wurde erst nach Losung der Struktur als IMP identifiziert und
ist, anders als die anderen IMPs, eine reine Carboxypeptidase und schneidet nicht innerhalb einer
TMD (Boyartchuk et al. 1997, Manolaridis et al. 2013). Die letzte Klasse der IMPs sind die
Aspartylproteasen. Deren Mitglieder, die Préseniline und die SPP-(Signalpeptidpeptidase-)
Familie, besitzen zwei katalytische Aspartatylreste im aktiven Zentrum, wobei das zweite

Aspartat in ein GxGD-Motiv eingegliedert ist (Steiner et al. 2000, Voss et al. 2013). Die Aspartate
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Abbildung 5: Schematische Ubersicht der verschiedenen Untereinheiten der y-Sekretase
Dargestellt sind NCT (griin), APH-1 (dunkelrot), PEN-2 (gelb), sowie die katalytische Untereinheit Prisenilin
(PS1/2). Diese tragt die aktiven Aspartatyl-Reste (rot) und ist in NTF (hellblau) sowie CTF (blaugriin) gespalten.

sind in der Lage Wasser zu polarisieren und so die Peptidbindung des Substrats zu hydrolysieren
(Erez et al. 2009). Die Praseniline spalten Typ-I-Transmembranproteine mit kurzer oder
abgespaltener Ektodoméne. Die Proteasen der SPP-Familie haben eine im Vergleich zu
Présenilinen umgedrehte Topologie und spalten Typ-II-Membranproteine, also Proteine, die
einen cytosolischen N- und einen luminalen/extrazelluldren C-Terminus besitzen. SPP entfernt
die abgespaltenen Signalpeptide aus der ER-Membran und ist an der ER-assoziierten
Proteindegradation beteiligt (Weihofen et al. 2000, Weihofen et al. 2002, Voss et al. 2013, Chen et
al. 2014). Ein anderes Mitglied dieser Familie, SPP-like 3, ist in die Regulation der
Proteinglykosylierung involviert und kann auch Substrate mit langer Ektodomaéne spalten und

ist daher selbst eine sogenannte »Sheddase« (Voss et al. 2014).

1.3.2 Die Untereinheiten des y-Sekretasekomplexes

Die y-Sekretase ist ein Proteinkomplex aus vier integralen Membranproteinen mit insgesamt 18
ganzen und zwei halben TMDs (Abb. 5) (Edbauer et al. 2003, Kimberly et al. 2003, Takasugi et al.
2003). Die verschiedenen Untereinheiten sind Prasenilin, PEN-2 (engl. presenilin enhancer 2),
Nicastrin (NCT) und APH-1 (engl. anterior pharynx-defective 1). Der Mensch besitzt zwei
Présenilin-Homologe, PS1 und PS2, mit 467 (PS1) bzw. 448 (PS2) Aminosauren und neun TMDs.
Sie sind die katalytisch aktive Untereinheit des Komplexes, wobei die zwei funktionellen
Aspartate in den TMDs 6 und 7 liegen (Steiner et al. 1999a, Wolfe et al. 1999, Kimberly et al. 2000).
Das fiir die Proteolyse notwendige Wasser erreicht das aktive Zentrum dabei {iber Poren
zwischen den TMDs (Lazarov ef al. 2006, Sato et al. 2006, Tolia et al. 2006, Osenkowski et al. 2009).
Wihrend der Komplexbildung im ER wird Présenilin autokatalytisch zwischen T291 und A299
(PS1) in der langen cytosolischen Schleife zwischen den TMDs 6 und 7 endoproteolysiert
(Thinakaran et al. 1996, Podlisny et al. 1997, Wolfe et al. 1999). Die daraus resultierenden N- und

C-terminalen Fragmente (NTF bzw. CTF) bleiben danach im Komplex gebunden. Obwohl die
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Endoproteolyse Teil der normalen Reifung des y-Sekretasekomplexes ist, gibt es Mutanten, wie
z.B. PS1 M292D, die trotz ungespaltenen Présenilins eine normale Aktivitat zeigen (Steiner et al.
1999¢). In anderen Fillen, wie PS1 R278I, konnte die reduzierte Endoproteolyse mit einer
verringerten Proteaseaktivitat assoziiert werden (Saito et al. 2011).

NCT ist ein 709 Aminosduren grofles Typ-I-Membranprotein, somit die groite Untereinheit des
Komplexes, und besitzt eine grofse N-terminale Ektodoméne, die im Zuge der Komplexbildung
glykosyliert wird (Yu et al. 2000). Die Glykosylierung von NCT beginnt nach dem Aufbau des
Komplexes im ER und wird nach dem darauffolgenden Transport des Komplexes in den Golgi
dort abgeschlossen (Edbauer et al. 2002, Leem et al. 2002, Capell et al. 2005). Da verschiedene
Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen, ist bisher nicht endgiiltig geklart, ob die
abgeschlossene Glykosylierung essentiell fiir die volle Aktivitat der y-Sekretase ist oder ob
Zwischenstufen der Glykosylierung ausreichend sind, einen funktionellen y-Sekretasekomplex
zu bilden (Yang et al. 2002, Herreman et al. 2003, Dries & Yu 2008, Loépez et al. 2015,
Moniruzzaman et al. 2018). Das Protein APH-1 besitzt sieben TMDs und spielt vermutliche eine
wichtige Rolle fiir die Stabilitat und die korrekte Struktur des Komplexes (Francis et al. 2002,
Goutte et al. 2002, Lee et al. 2002). Der Mensch besitzt zwei Homologe, APH-1a und APH-1b
(Francis et al. 2002, Gu et al. 2003), wobei APH-la zuséatzlich noch als grofle und kleine
Splicevariante (APH-1al/S) gebildet wird. Zusammen mit den beiden Présenilin-Homologen
ermoglicht APH-1 so die Bildung verschieden zusammengesetzter y-Sekretasekomplexe (Hebert
et al. 2004, Shirotani et al. 2004, Serneels et al. 2009). Die vierte y-Sekretaseuntereinheit ist PEN-2
(Francis et al. 2002, Steiner et al. 2002). Es besitzt eine komplette TMD sowie zusétzlich eine in der
Membran liegende Haarnadelstruktur aus zwei halben TMDs (Sun et al. 2015, Zhang et al. 2015a).
PEN-2 bindet an Prasenilin, induziert dabei dessen Endoproteolyse (Luo et al. 2003, Takasugi et
al. 2003) und stabilisiert mit seinem C-Terminus den entstehenden Komplex mit dem Prasenilin-
NTF und -CTF (Hasegawa et al. 2004, Prokop et al. 2004, Prokop et al. 2005). Zusétzlich scheint
PEN-2 die Struktur des aktiven Zentrums verdndern zu kénnen und so die die Aktivitdt des
Komplexes zu modulieren (Shiraishi et al. 2004, Isoo et al. 2007). Im Zuge der Komplexbildung
bindet APH-1 zuerst an NCT, bevor dieser Subkomplex zusétzlich Prasenilin und PEN-2 bindet
(LaVoie et al. 2003, Fraering et al. 2004, Capell et al. 2005). Danach wird der Komplex vom ER in
den Golgi transportiert, wo als letzter Schritt der Komplexbildung die NCT-Glykosylierung
abgeschlossen wird (Dries & Yu 2008).

1.3.3 Zellulare Lokalisation der y-Sekretase

Nach der Komplexbildung in ER und Golgi wird die +vy-Sekretase in verschiedene

Zellkompartimente transportiert. Ein Teil der y-Sekretase befindet sich an der Plasmamembran
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(Kaether ef al. 2002, Chyung et al. 2005), wahrend eine zweite Population in spaten Endosomen
und Lysosomen lokalisiert ist (Pasternak et al. 2003). Die unterschiedliche Lokalisierung basiert
auf der Zusammensetzung der einzelnen Komplexe. PS1-haltige Komplexe sind im kompletten
sekretorischen System und an der Plasmamembran lokalisiert, wahrend PS2-Komplexe primar
in spaten Endosomen und Lysosomen vorkommen (Meckler & Checler 2016, Sannerud et al.
2016). Da PS2-Komplexe so einen Grofiteil des intrazelluldren AB produzieren und diese
intrazellularen Formen meist langer sind als die sekretierten, konnte dieser endosomale A{3-Pool
von besonderer Bedeutung fiir die Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung sein (Sannerud et al.
2016).

Innerhalb der Membran befindet sich die vy-Sekretase meist in, gegeniiber Detergenzien
resistenten, Subdoménen wie Tetraspanin-reichen Mikrodoménen oder auch sogenannten »lipid
rafts« (Wahrle et al. 2002, Vetrivel et al. 2004, Hur et al. 2008, Wakabayashi et al. 2009). Die erhohten
Cholesterin- und Sphingolipidspiegel dieser Subdomanen erhéhen die Aktivitat der Protease
und beeinflussen die AB-Produktion (Ehehalt et al. 2003, Osenkowski et al. 2008, Vetrivel &
Thinakaran 2010). Einige Studien legen nahe, dass sich innerhalb dieser Subdomaénen
Multiproteasekomplexe aus o- bzw. 3-Sekretase sowie y-Sekretase bilden, in denen die Substrate

sequenziell von den Proteasen gespalten werden konnen (Chen et al. 2015, Liu et al. 2019).

1.3.4 Eigenschaften der y-Sekretasesubstrate

Seit der letzten groflen Ubersicht 2011 (Haapasalo & Kovacs 2011) wurden weitere Substrate
entdeckt, womit Stand heute tber 100 Substrate der vy-Sekretase bekannt sind. Die
entscheidenden Faktoren fiir die Substratselektivitdt der y-Sekretase sind dabei noch unklar. Es
ist keine klassische Erkennungs- oder Spaltsequenz bekannt (Beel & Sanders 2008). Dennoch
kénnen einige Gemeinsamkeiten festgestellt werden. Die y-Sekretase schneidet nur Typ-I-
Transmembranproteine, die entweder natiirlicherweise eine kurze Ektodoméne haben oder bei
denen die Ektodomaéne vorher durch weitere Proteasen, z.B. ADAMs oder BACEI, abgespalten
wurde (Haapasalo & Kovacs 2011, Lichtenthaler et al. 2011, Laurent et al. 2015). Die meisten ICDs,
die bei der Spaltung durch die y-Sekretase im Zuge der RIP entstehen, sind instabil und werden
schnell abgebaut. Bei bestimmten Substraten, wie etwa Notchl und N-Cadherin konnte eine
transkriptionelle Aktivitiat der entstehenden ICDs nachgewiesen werden, wahrend in anderen
Fallen, wie dem DCC-CTF, die Spaltung des CTFs Signalwege abschalten kann (De Strooper et
al. 1999, Marambaud et al. 2003, Jurisch-Yaksi et al. 2013). Dabei wird davon ausgegangen, dass
es noch weitere Substrate gibt, bei denen ICD und/oder CTF wichtige Signalmolekiile sind, die
iber die Spaltung durch die y-Sekretase reguliert werden konnen. Durch die Vielzahl an

Substraten spielt die y-Sekretase eine wichtige Rolle bei verschiedensten physiologischen
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Prozessen und damit verbundenen Krankheitsbildern wie z.B. in der Neuro- und Synaptogenese,
der Modulation des Wachstums von Axonen, der Regulation des kardiovaskularen Systems
sowie bei verschiedenen Krebsformen (Jurisch-Yaksi et al. 2013).

Die essenzielle Funktion von Priasenilin zeigt sich auch bei PS1-knock-out-(KO-)Mausen, also
transgenen Mausen, denen beide Kopien des PSEN1-Gens fehlen. Sie sterben kurz vor oder nach
der Geburt und zeigen abnorme Skelettentwicklung und Neurodegeneration bzw. gestorte
neuronale Entwicklung (Shen et al. 1997, Wong et al. 1997). Dieser Phanotyp ist sehr dhnlich zu
dem der Notch1-KO-Méusen, die ebenfalls vor der Geburt sterben und eine stark beeintrachtige
Embryonalentwicklung aufweisen (Swiatek et al. 1994, Conlon ef al. 1995). Da Notch1 ein Substrat
der y-Sekretase ist (Schroeter et al. 1998, De Strooper et al. 1999) und die Phanotypen der KO-
Mause so dhnlich sind, werden die starken Phanotypen der PS1-KO-Maéuse primar mit der
Unterbrechung des Notch1-Signalweges erklart (Shen et al. 1997, Wong et al. 1997). Notch1 ist ein
evolutionar konserviertes Signalmolekiil multizelluldrer Organismen, dessen ICD im Zuge der
Signalaktivierung durch RIP in das Cytosol freigegeben wird und in der Folge im Zellkern
Zielgene reguliert (De Strooper et al. 1999, Struhl & Greenwald 1999, Andersson & Lendahl 2014).
Wahrend der Entwicklung reguliert Notch Zelldifferenzierung und -proliferation sowie die
Entscheidung welche Zellen iiberleben oder sterben (Zellschicksal) (Jurisch-Yaksi et al. 2013,
Andersson & Lendahl 2014). Dariiber hinaus beeinflusst Notch in Erwachsenen wichtige
Funktionen, wie die Differenzierung von Immunzellen, Stammzellerhaltung oder die
Selbsterneuerung von Organen wie z.B. der Haut (Sato ef al. 2012). Die essenzielle Bedeutung von
Notch fiir die Regulation von Stammzellen und Zellproliferation fithrt dazu, dass eine
deregulierte Notch-Signaltransduktion bei vielen Krebsarten von Bedeutung ist (Jurisch-Yaksi et
al. 2013, Andersson & Lendahl 2014). So besitzt Notchl eine Sonderstellung unter den Substraten
der y-Sekretase, dessen vielféltige Funktionen bei moglichen, die vy-Sekretase betreffenden,

Medikamenten bedacht werden miissen.

1.3.5 Substraterkennung und Struktur der y-Sekretase

Trotz der Variabilitdt der Substrate spielt die Architektur des aktiven Zentrums eine Rolle bei der
Entscheidung, ob bestimmte Proteine gespalten werden koénnen oder nicht. Das konservierte
GxGD-Motiv in TMD? von Présenilin beinhaltet eines der aktiven Aspartate und zwei fiir die
Aktivitat der Protease wichtige Glycine, die beide nur bedingt verandert werden konnen (Steiner
et al. 2000, Pérez-Revuelta et al. 2010). Bestimmte Substitutionen an der X-Position des Motivs
konnen dabei eine Art Substratselektivitat erzeugen, welche die Spaltung von CD44 und Notchl
reduziert, wahrend die von APP weniger beeintrachtigt wird (Yamasaki et al. 2006, Kretner et al.

2013). Innerhalb des aktiven Zentrums wurden zudem vor Kurzem Bindetaschen identifiziert,
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welche selektiv nur bestimmte Aminosauresubstitutionen im APP akzeptieren, wiahrend andere
zu einer veranderten Spaltung fithren oder diese komplett verhindern (Bolduc et al. 2016b,
Hitzenberger & Zacharias 2019). Diese, auf Untersuchungen mit APP basierenden, Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass das aktive Zentrum trotz der vielen verschiedenen Substrate eine gewisse
Praferenz bzw. Selektivitat fiir bestimmte Aminosauren hat. Dies konnte die Basis dafiir sein,
dass verschiedene Substrate zwar generell, teils jedoch unterschiedlich effizient geschnitten und
in der Folge verandert prozessiert werden konnen.

Trotz dieser Einschrankungen wird die Substratauswahl vor allem durch die Lokalisierung der
Substrate und die notwendige Abspaltung der Ektodomaine reguliert. Substrate mit kurzer
Ektodomidne (15-30 Aminosduren) werden deutlich besser geschnitten als solche mit
Ektodomanen, die langer als 50 Aminosduren sind (Struhl & Adachi 2000, Funamoto et al. 2013,
Bolduc et al. 2016a). Die grofle N-terminale Ektodoméane von NCT wurde als Substratrezeptor
vorgeschlagen (Shah et al. 2005), wobei die Details dieses Mechanismus kontrovers diskutiert
wurden (Chavez-Gutierrez et al. 2008, Dries et al. 2009, Zhao et al. 2010, Petit et al. 2019). Neuere
Studien zeigen, dass NCT rekombinant aufgereinigtes APP-C100-Hiss, ein APP-CTE(-Derivat
mit N-terminalem Methionin und C-terminalem Affinitits-Tag (im Folgenden C99 genannt),
bindet (Fukumori & Steiner 2016). Zudem wird davon ausgegangen, dass die NCT-Ektodoméne

die Lange der Substrate sterisch reguliert, indem zu lange N-termini blockiert werden (Bolduc et

c83

Katalytische PS1-CTF
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PS1-NTF PS1-CTF

Abbildung 6: Struktur der y-Sekretase

Links: Cartoon-Darstellung der Kryo-EM-Struktur (PDB: 5FN3) der y-Sekretase (NCT (griin), APH-1 (dunkelrot),
PEN-2 (gelb), PS1-NTF (hellblau), -CTF (blaugriin)). Die katalytisch aktiven Aspartate sind als rote Spharen
dargestellt.

Rechts: Schematische Aufsicht (nach PDB 6IYC) auf die in der Membranebene liegende y-Sekretase mit
gebundenem C83 (CTFa) -Substrat. Die Untereinheiten bilden eine hufeisenférmige Struktur mit NCT und PEN-2
an den beiden Enden. Das aktive Zentrum um die Présenilin-TMDs 6 und 7 liegt dabei auf der Aufienseite des
Hufeisens.
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al. 2016a).

Diese Hypothese wurde von der kiirzlich geldsten Kryo-EM-Struktur des y-Sekretasekomplexes
(Abb. 6) (Bai et al. 2015b), sowie den ebenfalls vertffentlichen Co-Strukturen mit Notch1-100,
einem Notchl-Fragment, das die TMD und die Juxtamembranregionen von Notchl umfasst
(Yang et al. 2019), bzw. APP-CTFa (C83) (Abb. 7) (Zhou et al. 2019) bestatigt. Die TMDs der
v-Sekretase liegen in Hufeisenform in der Membran und werden von der NCT-Ektodomaéne wie
durch eine Kappe auf extrazelluldrer Seite abgedeckt (Abb. 6). Das aktive Zentrum liegt dabei
nicht im Inneren des Hufeisens, sondern auf seiner Aufien- bzw. Riickseite. Die potenziellen
Substrateintrittsstellen liegen so auf der Aufienseite zwischen TMDs 2 und 3 oder TMDs 2 und 6
(Bai et al. 2015b). Interessanterweise besitzt die y-Sekretase eine grofie konformationelle
Heterogenitat, die sich in einer Vielzahl alternativ vorhandener Strukturen zeigt, die z.B. durch
Bindung von Inhibitoren induziert werden (Li et al. 2014, Bai et al. 2015a, Elad et al. 2015).

In den Co-Strukturen zeigen sich nur geringe Unterschiede zwischen der Bindung von Notch1-
100 und C83, was fiir eine gewisse Toleranz der Struktur des aktiven Zentrums beziiglich
verschiedener Substrate spricht (Yang et al. 2019, Zhou et al. 2019). Die kurzen N-Termini der
Substrate ragen in einen Hohlraum, der von NCT iiber der Membranebene gebildet wird, was
eine Funktion von NCT als sterischen Regulator der Substratbindung nahelegt. Da die Substrate
allerdings im Zuge der Aufreinigung kovalent an die, zwischen den TMDs 1 und liegende,

extrazelluldre Schleife 1 von PS1 gebunden wurden und so die Region artifiziell verandert wurde,

c83 Katalytische
Aspartate

Abbildung 7: Kryo-EM-Struktur der y-Sekretase mit gebundenem CTFa (C83, orange) (PDB: 61YC)

Die nicht-katalytischen Untereinheiten sind leicht transparent dargestellt. Der vergroflerte Ausschnitt zeigt das
aktive Zentrum mit dem aufgewundenen Substrat nahe der katalytischen Aspartate (rote Spharen) und den neu
ausgebildeten (3-Strangen 31 (NTF), 32 (CTF) und 83 (C83). Zur besseren Darstellung des aktiven Zentrums sind
Teile der TMD2 (NTF) nur als diinnes Band gezeigt.
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konnen keine genauen Erkenntnisse iiber spezielle Interaktionen des Substrats mit NCT oder der
ersten PS1-Schleife gewonnen werden. In der Membranebene liegen die Substrate zwischen den
TMDs 2 und 3 (vgl. Abb. 6, 7), wobei sich die Frage stellt, wie das Substrat an dieser Stelle in den
Komplex hineingelangen und die Schleife zwischen den beiden TMDs iiberwinden kann. Daher
scheinen andere mogliche Eintrittsstellen, wie etwa zwischen den TMDs 2 und 6, trotz der
sterischen Hinderung durch die Schleife 1 wahrscheinlicher (Yang et al. 2019). Biochemische
Versuche, die die Bindung von C99 an die y-Sekretase untersuchten, haben nahegelegt, dass NCT
und PEN-2 eine vom aktiven Zentrum unabhangige Substratbindungsstelle (Exosite) bilden
(Fukumori & Steiner 2016). Nach dieser initialen Bindung gelangt das Substrat vom Komplex
iiber eine weitere Exosite im Prasenilin-NTF zum aktiven Zentrum. Der genaue Mechanismus
der Translokation des Substrats ins aktive Zentrum ist zurzeit jedoch noch nicht geklart.

Die strukturellen Daten (Zhou et al. 2019) passen gut zu biochemischen Ergebnissen, die eine
grofiflachige Interaktion der TMD von C99 mit dem PS1-NTF zeigen (Fukumori & Steiner 2016).
So wurde V44, der Hauptinteraktionspunkt in den biochemischen Experimenten, auch in der
Struktur als Interaktionspunkt zwischen Substrat und TMD 3 von PS1 identifiziert (Zhou et al.
2019). Die detaillierte Struktur des aktiven Zentrums ist schwierig zu interpretieren, da nur die
Struktur der inaktiven PS1 D385A Mutante gelost werden konnte, in der eines der katalytischen
Aspartate mutiert ist. Der C-Terminus des gebundenen Substrats zeigt jedoch iiberraschende
Details (Abb. 7). Neben der aufgewundenen Helix im Bereich der Spaltstellen, die eine Spaltung
an dieser Stelle erst ermoglicht, bildet der Bereich C-terminal davon einen neuen (-Strang (33,
Abb. 7), der von ebenfalls neu gebildeten 3-Strangen des PS1-NTF (1) und -CTF ((32) stabilisiert
wird. Die Bindung des Substrats an dieser Nahtstelle zwischen PS1-NTF und -CTF deckt sich mit
den biochemischen C99-Bindungsdaten (Fukumori & Steiner 2016, Zhou et al. 2019). Diese Region
des Prasenilin/Substrat-Komplexes scheint wichtig fiir die Substratbindung und -spaltung zu
sein und umfasst neben den cytosolischen Enden der TMDs 6 und 7, welche die neuen 3-Strange
ausbilden, auch das konservierte PAL-Motiv am Anfang von TMD 9. Dies bestatigt dltere Daten,
die eine Beteiligung des PAL-Motivs am aktiven Zentrum nahelegten, da Substitutionen in
diesem Motiv die Aktivitdt des Komplexes reduzieren, ohne dabei die Komplexbildung zu storen

(Kaether et al. 2004, Wang et al. 2004, Wang et al. 2006, Sato et al. 2008).

1.3.6 Spaltmechanismus der y-Sekretase

Die y-Sekretase ist ein bifunktionales Enzym. Ihre Endopeptidase-Aktivitat spaltet zuerst die ICD
ab, bevor der C-Terminus des neu entstandenen N-terminalen Fragments durch ihre
Carboxypeptidase-Aktivitat schrittweise um weitere 6-12 Aminoséauren verkiirzt wird. Das dabei

entstehende Fragment wird letztlich sekretiert. Der sequenzielle Mechanismus ist vermutlich
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nicht auf APP begrenzt, sondern tritt sehr wahrscheinlich auch bei anderen Substraten, wie
Notchl, auf (Okochi et al. 2006). Im Folgenden wird er exemplarisch anhand der Spaltung des
CTEpB in AB und die AICD beschrieben.

Im ersten Schritt (Abb. 8), der so genannten e-Spaltung, wird das CTF{ hinter L49, bzw. zu einem
kleineren Teil auch hinter T48, geschnitten. Dabei werden zwei verschiedene AICDs, AICDso und
AICDsi, in das Cytosol abgegeben (Gu et al. 2001, Sastre et al. 2001, Yu et al. 2001, Weidemann et
al. 2002). Diese Spaltstelle entspricht der Spaltung von Notchl an der »site 3« welche zur
Abspaltung der transkriptionell aktiven Notch1-ICD (NICD) fiihrt (Schroeter ef al. 1998, Sastre et
al. 2001). Die aus der e-Spaltung resultierenden 48 bzw. 49 Aminosduren langen N-terminalen
ApB-Fragmente (A4, APw) werden in der Zelle hauptsédchlich zu Af4w, sowie Afss und AP
prozessiert (Abb. 9) (Takami et al. 2009, Matsumura et al. 2014). Ausgehend von A4 erzeugt die
sogenannte (-Spaltung As. Sukzessive werden weitere Tripeptide von AP abgespalten (y-
Spaltung), wobei erst A4, dann AP und in der Folge zu einem kleinen Teil A{3s7 entsteht (Zhao
et al. 2004, Qi-Takahara et al. 2005, Zhao et al. 2005, Yagishita et al. 2006). Analog dazu kann Apas
iiber ABss zu AP verkiirzt werden (Yagishita et al. 2006). Die verschiedenen AB-Spezies werden
also tiber zwei Produktlinien gebildet. Neben den Tripeptiden kénnen bei der Prozessierung
auch langere Peptide abgespalten werden. Das Tetrapeptid VVIA entspricht dabei der Spaltung
von ABs2 zu Ass (Takami et al. 2009). Zusitzlich kann ABss auch, durch Abspaltung eines
Pentapeptids (VVIAT), aus AP entstehen. In der Zelle sind dabei beide Wege etwa gleich
wichtig (Okochi et al. 2013). Die von A4 ausgehende APso-Produktlinie ist die starker genutzte
Linie und fithrt zum Hauptprodukt A«. Die AB«-Produktlinie ist die Nebenlinie und produziert
AP« und Afss, die zusammen etwa 10-20 % des sekretierten A ausmachen. Zusétzlich zu den
beiden Hauptproduktlinien konnen weitere Tri-, Tetra-, Penta- und Hexapeptide abgespalten
werden. Dies fiihrt zur Produktion weiterer AB-Spezies und/oder ermdoglicht den Wechsel
zwischen den Produktlinien, was ein komplexes Gesamtbild mit vielen moglichen Zwischen-
und Endprodukten ergibt (Matsumura et al. 2014, Olsson et al. 2014). Dieses komplexe Netzwerk
kann auf verschiedenen Wegen moduliert werden und so entweder die Wahl der Produktlinie,

womit die APs-Linie nicht mehr die Hauptlinie darstellt, oder die Prozessivitat der sequenziellen
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Abbildung 8: e-Spaltung des APP-CTFf

Bei der e-Spaltung schneidet die y-Sekretase APP-CTE vor V50 oder L49 und erzeugt dadurch die freigegebene
AICD sowie A (Hauptprodukt) und ApBss (Nebenprodukt), welche dann im Folgenden zu kiirzeren A{3-Spezies
weiterprozessiert werden.
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C- bzw. y-Spaltung verandern. Diese Modulation der Prozessivitdt der y-Sekretase verursacht
Verschiebungen zwischen den relativen Mengen der unterschiedlich langen Ap-Spezies. Die
Interaktion der Juxtamembrandoméne des Substrats mit dem extrazelluldren Bereich der y-
Sekretase, vor allem mit Prasenilin und NCT, ist dabei entscheidend fiir die Effizienz der
schrittweisen Verkiirzung von A (Murphy ef al. 1999, Ren et al. 2007, Page et al. 2010, Kukar et
al. 2011, Ousson et al. 2013, Jung et al. 2014, Petit et al. 2019). Mutanten in diesem Bereich, z.B. am
K28 oder im NCT, beeinflussen diese Interaktion und damit die N-terminale Verankerung des
Substrats in der Protease und verdndern so die Lange der produzierten A3-Spezies. Die variable
Zusammensetzung der y-Sekretasekomplexe aus den verschiedenen Prasenilin- und APH-1-
Formen konnte ebenfalls zu verdnderten AP-Profilen fithren. Die Studien dazu ergeben
allerdings kein eindeutiges Bild, was eventuell durch unterschiedliche experimentelle Systeme
erklarbar ist. Einige Gruppen konnten zeigen, dass y-Sekretasekomplexe, die APH-1B enthalten,
erhohte Mengen der langeren AP-Spezies produzieren (Serneels et al. 2009, Acx et al. 2014,
Meckler & Checler 2016), wihrend andere Gruppen keine relevante Anderung der Ap-
Produktion erkennen konnten (Shirotani et al. 2007, Ebke et al. 2011, Siegel et al. 2017). Eine

erhohte Produktion ldngerer Spezies wurde zwar auch fiir PS2-haltige Komplexe beschrieben,
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Abbildung 9: Schematische Ubersicht der schrittweisen Prozessierung von Af

Die schrittweise Abspaltung kurzer Peptide erzeugt kiirzere AB-Spezies. AB» und AP werden dabei in zwei
verschiedenen Produktlinien prozessiert. Die AB«-Produktlinie erzeugt von AP ausgehend durch die (-Spaltung
Apss und durch die nachfolgende y-Spaltung A3, ABw und APy, wobei APw das Hauptprodukt ist. In der AB42-
Produktlinie wird analog Apuss erst zu Afss, dann zu gleichen Mengen AP+« und AQss verkiirzt. ABss kann dabei
auch aus A entstehen.
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konnte aber in anderen Studien nicht oder nur in sehr geringem Mafse bestétigt werden (Cheng
et al. 2009, Acx et al. 2014, Sannerud et al. 2016). Eine saure Umgebung (pH 5,5) fithrt im Vergleich
zu basischeren Bedingungen zur verstiarkten Nutzung der Aps«-Produktlinie (Siegel et al. 2017).
Die Wahl der Produktlinie ist jedoch auch vom Substrat selbst abhédngig. So werden verschiedene
APP-CTFs unterschiedlich prozessiert. CTE(3 wird stirker {iber die AB«-Linie prozessiert als
CTFa. Das von BACE1 durch eine alternative Spaltung erzeugte CTE(3* (Abb. 5) ist sogar noch
starker auf die APB«-Linie verschoben (Siegel et al. 2017).

Veranderungen in Substrat, Protease und Umgebungsbedingungen konnen also den Enzym-
Substrat-Komplex so beeinflussen, dass der Spaltmechanismus der y-Sekretase moduliert wird

und somit die Ap-Profile und/oder die Gesamtaktivitit verdndert.
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1.4 Auswirkungen der FAD-Mutationen

Wie eingangs beschrieben, konnen bestimmte Mutationen in den Proteinen APP, PS1 und PS2
die vererbte Form der Alzheimer-Erkrankung auslosen. Der potenzielle Wirkmechanismus

dieser FAD-Mutationen ist im Folgenden beschrieben.

1.4.1 APP als Ausloser der Alzheimer-Erkrankung

Alle APP Mutationen, welche die Alzheimer-Erkrankungen ausldsen, liegen in oder um die A3-
Region herum (Abb. 4). Dabei wird zwischen Mutationen im N-terminalen Bereich, im mittleren
Bereich der Ap-Region und im Bereich der y-Sekretase-Schnittstellen unterschieden. Mutationen
in der Nahe der BACE1-Schnittstelle verandern die absoluten Af-Mengen. So erhohen die
»schwedische« APP-Mutation (APPsw, KM670/671NL, APP7o-Nummerierung), die direkt vor
der Spaltstelle liegt, und die A2V-Mutation (AB-Nummerierung, bzw. A673V bei APP7o-
Nummerierung) die Ap-Menge, indem sie ein besseres BACE1-Substrat erzeugen (Citron et al.
1992, Mullan et al. 1992, Haass et al. 1995, Di Fede et al. 2009, Kimura et al. 2016). Die protektive
»islandische« A2T-Mutation hingegen verringert das Risiko zu erkranken, indem sie die A[(3-
Produktion drastisch reduziert (Jonsson et al. 2012, Benilova et al. 2014). Beide Mutationen an
Position 2 (A2T, A2V) verandern zusatzlich die Aggregationseigenschaften der Peptide (Murray
et al. 2016). Die A2V-Mutation nimmt eine Sonderstellung unter den FAD-Mutanten ein, da sie
als einzige die Krankheit nur bei homozygoten Tragern auslost, wahrend sie im heterozygoten
Fall sogar protektiv zu wirken scheint (Di Fede et al. 2012). Sie verdndert die
Aggregationseigenschaften der Peptide so, dass sie schneller oligomerisieren, wenn nur
mutiertes A vorliegt, wahrend die Aggregation der nicht-mutierten Ap-Peptide in
heterozygoten Patienten gehemmt wird (Di Fede et al. 2012, Messa ef al. 2014). Dariiber hinaus
verschiebt die A2V-Mutation die Spaltstelle der y-Sekretase (Kimura et al. 2016). Daher konnte
die verstdarkte Nutzung der alternativen {3’-Spaltstelle (Abb. 4) und die daraus resultierende
Produktion von A~ moglicherweise einen zusitzlichen Wirkmechanismus dieser Mutante
darstellen.

Die Mutationen im mittleren Bereich der Ap-Sequenz verdndern ebenfalls die
Aggregationseigenschaften der entstehenden Peptide und erhohen damit die Mengen an
potenziell toxischeren AB-Oligomeren und -Fibrillen (Nilsberth et al. 2001, Hori et al. 2007, Selkoe
& Hardy 2016, Hatami ef al. 2017). Die um die y- und (-Schnittstellen gelegenen Mutationen
verdandern die Prozessierung der Peptide durch die y-Sekretase, primdr durch verstarkte
Nutzung der Aps«-Produktlinie, und resultieren in relativ verringerten Aps«-Mengen, sowie

erhohten relativen Mengen des stiarker aggregierenden und neurotoxischen A4 (Iwatsubo et al.
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1994, Tamaoka et al. 1994, Weggen & Beher 2012).

Neben Mutationen spielt auch die absolute Menge an APP eine Rolle bei der Entstehung der
Alzheimer-Erkrankung. Duplikationen des fiir APP kodierenden Gens oder des ganzen
Chromosoms 21, auf dem das Gen liegt, konnen die Krankheit auslosen, sodass bei dlteren Down-
Syndrom-Patienten Alzheimer-dhnliche Symptome und Amyloid-Pathologie auftreten (Lai &
Williams 1989, Lemere et al. 1996, Rovelet-Lecrux et al. 2006). Alle APP-FAD-Mutationen fithren
also entweder zu mehr A, zu starker aggregierenden Peptiden oder zu mehr A4z, das ebenfalls
schneller aggregiert. Diese Ergebnisse unterstreichen die wichtige Funktion von AP in der

Pathogenese von Alzheimer.
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Abbildung 10: Ubersicht der Prisenilin-FAD-Mutanten

Ubersicht iiber die bisher bekannten FAD-Mutanten in beiden Prisenilinen. Die Positionen der FAD-Mutationen
in Prasenilin-NTF (hellblau), -CTF (griinblau) und APP (orange) sind violett hervorgehoben. Die Prasenilin-
Mutationen in den verschiedenen Schleifen und TMDs sind in den Késten benannt. PS2 Mutationen sind dabei in
Fettdruck dargestellt. Eine Ubersicht der APP-Mutanten findet sich in Abb. 4.
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1.4.2 Auswirkung der Prasenilin-FAD-Mutationen

Mutationen in den beiden Prasenilinen, insbesondere in PS1, sind die haufigste Ursache von FAD
(Alzforum Mutations Database , Levy-Lahad et al. 1995, Rogaev et al. 1995, Sherrington et al. 1995).
Die iiber 200 Mutationen sind {iber das ganze Protein verteilt und betreffen etwa 25 % aller
Aminoséduren (Abb. 10). PS1-Mutationen sind weit haufiger als jene in PS2 und fithren in der
Regel zu einem friiheren Start der Krankheit. Mutiertes Présenilin produziert verstarkt langere
AB-Spezies, wie AP, was zu einem erhohten A34/Asw0-Verhaltnis fithrt (Abb. 11) (Borchelt et al.
1996, Scheuner et al. 1996, Citron et al. 1997). Neben der verdnderten Sekretion konnten auch
erhchte Mengen an intrazelluldr akkumuliertem AP zur Entstehung der Krankheit beitragen
(Sannerud et al. 2016). Einige Mutationen verringern die Gesamtaktivitit, also die e-Spaltung, der
Protease. Dabei korreliert die Reduktion allerdings nicht mit der Erhohung des Apa/Af40-
Verhéltnises, sodass beide Effekte vermutlich unabhingig voneinander verursacht werden
(Moehlmann et al. 2002, Quintero-Monzon et al. 2011). Bei Experimenten mit Gehirnextrakten von
FAD-Patienten konnte das erhohte Ap4/ABw-Verhéltnis reproduziert werden, nicht jedoch die
reduzierte e-Spaltung (Szaruga et al. 2015). Das in den heterozygoten Patienten immer noch
exprimierte WT-Allel des PS1 und die beiden PS2-Allele scheinen also die reduzierte
Gesamtaktivitdt ausgleichen zu konnen. Zudem wird die e-Spaltung nicht durch alle Prasenlin-
FAD-Mutationen reduziert, sodass dieser Effekt in vivo vermutlich nicht die Ursache der
verdnderten AB-Produktion ist (Chavez-Gutierrez et al. 2012, Szaruga et al. 2015). Einige dieser
Mutationen verschieben, dhnlich den FAD-Mutationen in APP, die Wahl der Produktlinie in

Richtung der ABs-Linie und erhShen so die Mengen an A relativ zu AP (Sato et al. 2003,
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der verinderten AB-Produktion bei FAD und GSM-Behandlung

Im physiologischen Fall (WT) ist die ABs«-Produktlinie die Hauptlinie und erzeugt vor allem ABw. Die weniger
genutzte ABx-Linie fithrt zur Produktion von AP« und Apss. Im Fall von FAD-Mutationen besitzt die y-Sekretase
eine verringerte Prozessivitit, was zu einer verfriihten Dissoziation langerer A3-Spezies, und damit zur erhdhten
Produktion von AP« und Afss fiihrt. GSMs steigern die Prozessivitat der y-Sekretase und sorgen dadurch dafiir,
dass vermehrt die kurzen As7- und Ass-Spezies sekretiert werden.
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Chavez-Gutierrez et al. 2012). Die Hauptursache der Produktion langerer Spezies ist eine
verringerte Prozessivitat der sequenziellen Spaltung. Dabei wird vor allem die y-Spaltung von
APs zu Afss sowie die von APBs zu AP« und ABss beeintrachtigt (Chavez-Gutierrez et al. 2012,
Okochi et al. 2013, Fernandez et al. 2014, Szaruga ef al. 2015). Eine verringerte Stabilitdt der
Bindung von Apsus an Présenilin konnte dabei zu einer erhShten Dissoziation der langeren
Spezies von der Protease fithren (Okochi et al. 2013, Szaruga et al. 2017). FAD-Mutationen
verdndern die Konformation des aktiven Zentrums und reduzieren dabei die Bindung und
Aktivitat von y-Sekretaseinhibitoren (GSIs) sowie, in einigen Fillen, die Bindung des Substrats
(Xia et al. 2000, Ikeuchi et al. 2003, Czirr et al. 2007, Chau et al. 2012, Fukumori & Steiner 2016).
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass FAD-Mutationen zumindest lokal die Konformation
der y-Sekretase verdndern und damit die Positionierung, bzw. die lokale Bindung, und die
Spaltung des Substrats so beeinflussen, dass es nicht normal prozessiert wird und langere Af3-

Spezies produziert werden.
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1.5 Die Amyloid-Hypothese

Die Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung ist noch nicht im Detail erforscht. Die momentan
weitestgehend akzeptierte Theorie ist die Amyloid-Hypothese (AH) (Abb. 12), oder Amyloid-
kaskaden-Hypothese, die erstmals Anfang der 1990er Jahre formuliert wurde (Hardy & Higgins
1992, Selkoe & Hardy 2016). Sie besagt, dass erhchte ApB-Mengen und/oder langere Ap-Spezies
die primaren Ursachen der Krankheit sind. Die vermehrt entstehenden toxischen Ap-Spezies
induzieren synaptische Fehlfunktionen und l6sen auf noch unbekannte Weise die pathologische
Phosphorylierung und Aggregation von Tau aus. Daraus resultiert eine grofsflachige
Degeneration von Synapsen und Neuronen, was erst zu kognitiven Problemen und letztendlich
zur Demenz fiihrt.

Die AH basiert darauf, dass die genetischen Ursachen sowie die bekannten Risikofaktoren der
Krankheit mit einem veranderten A[3-Metabolismus, vor allem erhéhten Mengen der ldangeren
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Amyloid-Hypothese

In beiden Krankheitsformen fiihrt ein verdnderter AB-Metabolismus zur AB-Akkumulation und -Aggregation
(beige). Dies verursacht verschiedene zelluldre Reaktionen (griin), die letztlich zu Neurodegeneration und
Demenz (violett) fiithren.
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und neurotoxischen A[-Spezies, verkniipft sind (Jarrett et al. 1993, Mucke et al. 2000, Saito et al.
2011, Selkoe & Hardy 2016). Das Verhaltnis zwischen langeren und kiirzeren Spezies scheint
entscheidend fiir die Toxizitdt sowie die Pathogenese zu sein und korreliert in verschiedenen
FAD-Féllen mit dem Alter bei Krankheitsbeginn (Kuperstein et al. 2010, Tang & Kepp 2018). Die
Identitat der tatsachlich toxischen Af-Form wird immer noch diskutiert. Vermutlich sind aber
16sliche, oligomerisierte Af3-Formen die entscheidende Spezies (Shankar ef al. 2008, Koffie et al.
2009, Esparza et al. 2013). Erhohte Mengen an AB-Oligomeren konnten die Synapsenfunktion
storen und in der Folge zu kognitiven Defiziten fithren. Im Laufe der Krankheit wird die Storung
der Synapsen durch Ap dadurch verstirkt, dass AP zusidtzlich die pathologische
Hyperphosphorylierung und Aggregation des Tau-Proteins auslosen kann. Dies kann den
Verlust dessen mikrotubuldrer Funktion induzieren, was letztlich zur Degeneration der
Synapsen fiihrt (Busciglio et al. 1995, Zempel et al. 2013, Spires-Jones & Hyman 2014, Pooler et al.
2015).

Doppelt transgene Mause, die sowohl humanes APP als auch humanes Tau iiberexprimieren,
zeigen im Vergleich zu einfach transgenen Tieren verstdarkte Tau-Pathologie, jedoch
unverdnderte AB-Pathologie (Lewis et al. 2001). Dies zeigt, dass AP in der Lage ist die Tau-
Pathologie zu induzieren oder zu verstarken und deshalb in der Krankheitsentwicklung wohl
der Deregulation von Tau vorgelagert ist (Pooler et al. 2015, Spires-Jones et al. 2017). Da eine
Reduktion von Tau die AfB-induzierte Neurotoxizitat verhindern oder hemmen kann, sind fiir
die Entstehung der Krankheit jedoch beide Proteine notwendig (Rapoport et al. 2002, Roberson et
al. 2007, Jin et al. 2011, Roberson et al. 2011). Im spateren Verlauf aggregiert immer mehr Af3, bildet
Fibrillen und spater Plaques. Diese Ap-Ablagerungen fithren zur Aktivierung von Mikroglia,
wobei deren chronische Stimulation zu einer Uberaktivierung und damit einer starken
Entziindungsantwort des Gehirns fiihrt, was iiber einen ldngeren Zeitpunkt hinweg eine weitere
Schadigung der Synapsen und Neuronen verursacht (Henstridge et al. 2019, Long & Holtzman
2019). Die genauen Mechanismen sind allerdings noch nicht verstanden.

Die AH kann sowohl auf die Entstehung von FAD als auch auf die nicht vererbten sAD-Faille
angewendet werden. Beide Krankheitsformen sind neuropathologisch nicht zu unterscheiden
(Nochlin et al. 1993, Lippa et al. 1996). FAD-Patienten produzieren deutlich mehr der toxischen
ApB-Spezies als sAD-Patienten und erkranken viel friiher, teilweise bereits in ihren 20ern, die
Krankheit verlauft dabei aber nicht unbedingt schneller (Holmes & Lovestone 2002, Moehlmann
et al. 2002, Godbolt et al. 2004, Snider et al. 2005). Die Menge der toxischen A[3-Spezies scheint also
vor allem der Ausloser und damit bedeutend fiir den Beginn der Krankheit zu sein, aber
gleichzeitig weniger Einfluss auf den Verlauf der Krankheit zu haben. ApoE &4 wirkt in beiden

Fallen dhnlich und verschiebt den Beginn der Krankheit, sowohl bei FAD als auch bei sAD, nach
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vorne (Corder et al. 1993, Pastor et al. 2003). Obwohl sAD-Patienten nur Wildtyp (WT) Prasenilin
besitzen, konnte in einigen Fallen, wie bei FAD-Mutationen, eine verringerte Prozessivitat der
v-Sekretase mit einhergehender Produktion langerer A(3-Spezies gezeigt werden (Szaruga et al.
2015). Zusatzlich konnte in sAD-Fallen sowohl ein verringerter A3-Abbau als auch eine erhohte
BACE1-Aktivitat nachgewiesen werden (Yang et al. 2003, Mawuenyega et al. 2010). Diese
Ergebnisse zeigen, dass ein gestorter Ap-Metabolismus auch bei sAD von grofier Bedeutung ist.
Beide Krankheitsformen unterscheiden sich also im zeitlichen Auftreten und dem Einfluss
spezieller Prozesse. Der physiologische Ausloser, namlich eine verdnderte Ap-Homoostase,
scheint sich allerdings in beiden Fallen nicht zu unterscheiden.

Der in der Amyloid-Hypothese vorausgesagte zeitliche Ablauf wird durch die longitudinalen
Veranderungen verschiedener Biomarker im Gehirnliquor (CSF, engl. cerebrospinal fluid) und
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) basierte Bilddaten unterstiitzt. FAD-Patienten zeigen
bereits 20-25 Jahre vor den Symptomen reduzierte Ap+-Spiegel im CSF, sowie aufkommende Af3-
Ablagerungen in PET-Analysen (Bateman et al. 2012). Erhohte Tau- und phospho-Tau-Spiegel
sind erst spater, etwa 15 Jahre vor Krankheitsbeginn, im CSF nachweisbar. sSTREM2, ein Marker
fiir mikrogliale Aktivitdt, steigt etwa fiinf Jahre vorher an und zeigt damit die Reaktion des
Immunsystems im Gehirn (Suarez-Calvet et al. 2016a). Untersuchungen des CSF von sAD-
Patienten zeigen dabei dhnliche Dynamiken der einzelnen Biomarker (Villemagne et al. 2013,
Suarez-Calvet et al. 2016D).

Obwohl viele Daten die AH stiitzen, konnte sie bisher nicht final bewiesen werden. Dies hat dazu
gefiihrt, dass vermehrt alternative Theorien diskutiert werden. Eine dieser Theorien, die
Prasenilin-Hypothese (PH), basiert auf dem neurodegenerativen Phanotyp der PS1-KO-Mause
und darauf, dass einige FAD-Mutationen im Présenilin eine verringerte Gesamtaktivitdt haben
(Shen et al. 1997, Shen & Kelleher 2007). Diese verminderte Aktivitdt konnte zur Hemmung
physiologisch wichtiger Signalwege und zur Akkumulation von Substraten fiihren, was folglich
Neurodegeneration auslosen konnte. Die PH wird unter anderem durch die Entdeckung zweier
PS1-FAD-Mutationen, L435F und C410Y, gestiitzt. Diese 10sen die Krankheit aus, obwohl sie eine
stark eingeschrénkte Aktivitdt aufweisen und so nur sehr wenig A3 sekretieren (Heilig ef al. 2010,
Heilig et al. 2013). Demzufolge wiirde der Verlust von y-Sekretaseaktivitat und nicht das erhohte
ABamu-Verhiltnis die Krankheit auslosen (Shen & Kelleher 2007, Watanabe & Shen 2017). Dieser
Widerspruch zur AH fiihrt zu der therapeutisch wichtigen Frage, ob die y-Sekretase aktiviert
werden muss oder ob, wie durch die AH postuliert, die Produktion langerer AQB-Spezies
verhindert werden muss.

Zusatzlich gibt es weitere Theorien, die das Altern als wichtigsten Risikofaktor der Krankheit in

den Mittelpunkt stellen. So stellen sie z.B. die Hypothese auf, dass reduzierte
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Mitochondrienfunktion im Alter oder iiber das gesamte Leben akkumulierte DNA-Schaden in
Neuronen die Krankheit auslosen. Weitere Theorien sehen die Ursache der Krankheit in
beeintrachtigtem Glukosemetabolismus oder Schdden im vaskuldren System des Gehirns
(Karran & De Strooper 2016). Obwohl unklar ist ob diese Effekte die Krankheit tatséchlich
auslosen konnen, scheinen sie die Entstehung der Krankheit zu beeinflussen. So kénnen einige
dieser Effekte, wie beispielsweise die Wechselwirkung mit Gliazellen, der verdnderte
Metabolismus im Alter oder AB-unabhéngige Veranderungen im Tau-Metabolismus, teilweise
in eine umfassende erweiterte Amyloid-Hypothese implementiert werden und sind wichtige
Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer, Af-unabhangiger, Medikamente (Karran & De Strooper

2016, Long & Holtzman 2019).
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1.6 Pharmakologische Strategien gegen die Alzheimer-

Erkrankung

1.6.1 AB-Immuntherapien und Sekretaseinhibitoren

Bis heute gibt es kein wirksames Medikament gegen die Alzheimer-Erkrankung, sondern
lediglich wenige, symptomatische Medikamente, wie z.B. Cholinesteraseinhibitoren oder den
NMDA-Rezeptorantagonisten Memantin (Long & Holtzman 2019, Panza et al. 2019).
Wissenschaft und Industrie stehen daher unter groffem Druck, geeignete Medikamente zu
entwickeln und auf den Markt zu bringen. Die AH definiert AP als priméares Zielmolekiil fiir
mogliche Therapien, etwa durch dessen beschleunigten Abbau oder verringerte Produktion.
Schon Ende der 1990er Jahre wurde daher eine Immuntherapie gegen A3 vorgeschlagen (Schenk
et al. 1999). Erste aktive Immunisierungen mit vor-aggregiertem A+ (AN-1792) konnten die Af3-
Ablagerung in Alzheimer-Patienten reduzieren, erzeugten aber keine oder nur geringe kognitive
Verbesserung, jedoch teilweise starken Nebenwirkungen, weshalb sie eingestellt wurden
(Gilman et al. 2005, Holmes ef al. 2008, Vellas et al. 2009, Jakel et al. 2019, Nicoll et al. 2019). Heutige
Studien nutzen passive Immunisierung durch biotechnologisch hergestellte anti-A[-Antikorper
(Arndt et al. 2018, Panza et al. 2019). Erste Studien mit Antikdrpern wie Aducanumab oder
Gantenerumab reduzierten die AB-Ablagerung in Patienten (Sevigny ef al. 2016, Ostrowitzki et
al. 2017). Die Gantenerumab-Studie wurde jedoch aufgrund fehlender kognitiver Effekte
abgebrochen (Ostrowitzki et al. 2017). In einer Phase-Ib-Studie reduzierte Aducanumab die
fortschreitende Verschlechterung der Symptome dosisabhingig (Sevigny et al. 2016). Diese
Reduktion erzielte aber aufgrund der kleinen Studiengrofie und der geringen Effektgrofie keine
statistische Signifikanz. Zwei spadtere Phase-III-Studien mit Patienten im Anfangsstadium der
Alzheimer-Erkrankung wurden kiirzlich nach einer Zwischenanalyse abgebrochen, da sie ihre
primédren Endpunkte vermutlich nicht erreichen konnten (Biogen 2019b). Darauffolgende
Analysen grofierer Datensétze zeigten allerdings, dass Aducanumab vor allem in der hochsten
eingesetzten Dosis in der Lage war, die Tau- und Amyloidmengen zu reduzieren (Biogen 2019a).
In einer der beiden Studien wurde die Verschlechterung der Symptome signifikant verlangsamt.
Diese Studie belegt damit zum ersten Mal einen positiven Effekt eines gegen A gerichteten
Medikaments in Patienten mit beginnender Alzheimer-Erkrankung. Da die Studie allerdings
abgebrochen wurde und diese Ergebnisse erst in nachgeschalteten Analysen erkannt wurden,
miissen weitere Studien abgewartet werden, um die AH und die Wirksamkeit von anti-Af3-
Medikamenten zu beweisen.

Anders als bei Immunisierungsversuchen, bei denen versucht wird den Abbau von AP zu
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erhdhen, wird in alternativen Ansétzen versucht, durch Hemmung der 3- und vy-Sekretase die
AB-Produktion zu reduzieren. Beide Proteasen schneiden neben APP noch weitere Substrate,
sodass eine umfassende Hemmung dieser zu Nebenwirkungen fiihren kénnte (Haapasalo &
Kovacs 2011, Vassar et al. 2014). Einige [-Sekretaseinhibitoren wurden schon im Menschen
getestet und senkten die AB-Menge im CSF deutlich, verfehlten aber positive kognitive Effekte
oder fiihrten sogar zu einer Verschlechterung (Egan et al. 2018, Eli Lilly et al. 2018, Egan et al. 2019,
Henley et al. 2019). Die kognitiven Nebenwirkungen waren nicht unerwartet, da schon
Langzeitversuche mit Mausen zeigen konnten, dass langere BACE1-Inhibition die Bildung und
Dichte der dendritischen Dornen sowie die hippocampale Langzeitpotenzierung verringert
(Filser et al. 2015, Zhu et al. 2018). Neuere, verbesserte Inhibitoren wie CNP520 oder Elenbecestat
wurden in weiteren Studien getestet, kiirzlich aber alle aufgrund von Nebenwirkungen und
verschlechterter kognitiver Funktionen abgebrochen (Lopez Lopez et al. 2017, Long & Holtzman
2019).

GSIs wurden schon friih in transgenen Méausen und anderen Modellsystemen getestet. In Mausen
konnten sie die Ap-Produktion deutlich verringern (Dovey et al. 2001, Lanz et al. 2003). Bei
langerer Behandlung verursachten sie jedoch teils starke Nebenwirkungen, die durch eine
Hemmung des Notch-Signalweges erklart werden konnten. So erzeugten GSIs in Zebrafischen
und Drosophila starke Entwicklungsdefekte und/oder Stérungen der Neurogenese (Geling et al.
2002, Micchelli et al. 2003). Zusétzlich zeigten Zellkulturexperimente mit fetalem Thymusgewebe
eine starke Beeintrachtigung der T-Zelldifferenzierung (Doerfler et al. 2001, Hadland et al. 2001).
Dieser Effekt konnte in Mdusen bestédtigt werden (Wong et al. 2004). Die behandelten Méause
wiesen zusétzlich noch eine gestorte Differenzierung der Darmzellen auf (Wong et al. 2004). Diese
Differenzierungsprozesse laufen im erwachsenen Menschen immer noch ab, sodass diese
praklinischen Experimente Nebenwirkungen im Menschen nahelegen. Trotz dieser Gefahr von
Nebenwirkungen wurden GSIs im Menschen getestet. Erste Studien mit dem allosterischen GSI
Semagacestat zeigten deutlich verringerte Ap-Spiegel im Plasma (Fleisher et al. 2008). Eine Phase-
IlI-Studie wurde jedoch aufgrund zu starker und vermutlich Notch-assoziierter
Nebenwirkungen, wie gastrointestinalen Problemen und Hautkrebs, abgebrochen (Doody et al.
2013). Hohe Dosen des Inhibitors verschlechterten den kognitiven Status sogar. Grund hierfiir
konnte die Hemmung des Notch-Signalweges sein, wobei alternativ auch die Toxizitdt
akkumulierender Substrate wie den APP-CTFs diskutiert wurde (Mitani et al. 2012, Doody et al.
2013). Eine spétere Studie zeigte, dass Semagacestat in Wirklichkeit ein Pseudoinhibitor der -
Sekretase ist. Er hemmt zwar die Sekretion von Af, zeitgleich erhohen sich aber die Mengen der
kurzen Nebenprodukte der y-Spaltung. Daher wird angenommen, dass Semagacestat nur die

Freisetzung der Spaltprodukte aus der Membran hemmt, nicht jedoch die primére e-Spaltung.
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Dies fiihrt zur Akkumulation der langeren Ap-Spezies und der im Zuge der C- und y-Spaltung
erzeugten kurzen Peptide in der Zelle. Diese Akkumulation der Neben- und Zwischenprodukte
konnte die verschlechterte Kognition bei Semagacestat und anderen allosterischen Inhibitoren
erklaren (Tagami et al. 2017). Um die Nebenwirkungen durch die Hemmung des Notch-
Signalweges zu umgehen, wurden sogenannte Notch-aussparende Inhibitoren entwickelt, die
eine hohere Affinitdt zu APP als zu Notch1 haben. Der Inhibitor Avagacestat sollte die Notch1-
Spaltung nicht inhibieren, fiihrte aber zu ahnlichen klinischen Ergebnisse wie Semagacestat
(Coric et al. 2012, Albright et al. 2013). Andere Studien zeigten zudem, dass im Zuge der
Charakterisierung die Selektivitdt fiir APP gegeniiber Notch-1 iiberschidtzt wurde und in
Wirklichkeit zu niedrig war, um die Hemmung der APP-Spaltung zu favorisieren (Crump ef al.
2012).

Da bisher viele Versuche, das Voranschreiten der Alzheimer-Erkrankung durch die Reduktion
von AP zu verlangsamen, scheiterten, stellt sich die Frage, ob dies die richtige Strategie darstellt.
Kann eine Reduktion der Ap-Mengen oder Ap-Pathologie zu einem Zeitpunkt, an dem schon
Symptome auftreten bzw. schon sehr viele Neuronen degeneriert sind, {iberhaupt eine
verbesserte Kognition oder zumindest einen reduzierten Verfall bewirken? Falls A nur ein
frither Faktor der Krankheit ist, der nachfolgende pathologische Prozesse, wie z.B. Tau-Toxizitat
oder eine gestorte Inmunantwort des Gehirns, auslost oder verstarkt, dann miisste A3 sehr friih,
viele Jahre vor Ausbruch der Symptome, reduziert werden. Die Ergebnisse der abgebrochenen
Aducanumab-Studien weisen darauf hin, dass anti-Ap-Medikamente in einem frithen Stadium
der Krankheit deren voranschreiten verlangsamen konnen. Derzeit laufen einige Studien mit
FAD- bzw. ApoE e4-Patienten, die deutlich vor vorhergesagtem Krankheitsbeginn behandelt
werden konnen (Long & Holtzman 2019). Dadurch soll geklart werden, ob eine friihzeitige
Behandlung stiarkere Effekte der Medikamente hervorrufen kann. Da die bisher getesteten
Medikamente jedoch, wenn {iberhaupt, nur geringe positive Effekte hatten, werden in Zukunft
verbesserte Wirkstoffe oder auch neue Zielmolekiile benotigt. Alternative Ansétze konnten dabei
Tau-Immunisierungsstudien oder die Modulation der mikroglialen Immunantwort sein (Marsh
et al. 2016, Congdon & Sigurdsson 2018). Alle bisherigen Ergebnisse deuten aber darauf hin, dass
die pathologischen Prozesse lange vor den Symptomen einsetzen und die bisherigen Ansétze nur
darauf zielen konnen die Krankheit zu verzogern, oder zumindest zu verlangsamen, nicht aber
bereits erkrankte Patienten wirksam zu therapieren. Die Medikation miisste also schon in jungen
Jahren starten und dann lange, fast das ganze Leben, fortgefiihrt werden. Diese Problematik

macht die Erforschung neuer, potenter und vor allem sicherer Wirkstoffklassen notwendig.
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1.6.2 Entdeckung und Eigenschaften von y-Sekretasemodulatoren

Ein Beispiel fiir alternative Wirkstoffe, mit potenziell weniger Nebenwirkungen als die
klassischen Sekretaseinhibitoren, sind die sogenannten vy-Sekretasemodulatoren (GSMs). Die
ersten beschriebenen GSMs waren bestimmte NSAIDs (nichtsteroidale Antirheumatika, engl.
non-steroidal anti-inflammatory drugs), wie Ibuprofen oder Sulindac-Sulfid (Weggen et al. 2001). Sie
senken die Sekretion des potenziell toxischen A4+ und erhdhen die des nicht-toxischen, kiirzeren
Afss, wobei die AB-Gesamtmenge nicht verdndert wird (Weggen et al. 2001). Dieser Effekt ist
unabhéngig von der Inhibition der Cyclooxygenase (COX), dem priméren Zielprotein der
NSAIDs (Weggen et al. 2001). R-Flurbiprofen (Tarenfurbil) wurde als erster GSM klinisch getestet,
zeigte aber trotz positiver Hinweise in der Phase-II-Studie keine positiven Effekte in der
folgenden Phase-III-Studie (Eriksen et al. 2003, Galasko et al. 2007, Kukar et al. 2007, Wilcock et al.
2008, Green et al. 2009). Die mangelnde Effektivitat konnte aus der geringen Wirksamkeit des
Wirkstoffes und dessen schlechter Aufnahme in das Gehirn resultieren (Imbimbo 2009). In der
Folge wurde eine neue Generation NSAID-Derivate mit einer hoheren Wirksamkeit und
niedrigeren ICs-Werten entwickelt, die sogenannten sauren GSMs, wie z.B. GSM-1 (Abb. 13)
(Page et al. 2008) oder EVP-0015962 (Rogers et al. 2012). Wie ihre Vorgéanger verringern diese
Substanzen die Produktion von AP+« und erhdhen gleichzeitig die von Afss, ohne dabei die
Menge der erzeugten ICDs zu verringern (Crump et al. 2013, Bursavich et al. 2016). Die
Behandlung transgener Mause mit EVP-0015962 oder GSM-1 reduzierte die A3-Pathologie und,
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Abbildung 13: Strukturformeln ausgewihlter y-Sekretasemodulatoren
Der exemplarische, saure GSM GSM-1 sowie die heterozyklischen GSMs NGP-555, E2012 und RO-02 und die in
dieser Arbeit vorgestellten GSMs RO5506284 und RO7019009.
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im Fall von EVP-0015962, die kognitiven Phianotypen (Page et al. 2008, Rogers et al. 2012).

Die zweite Klasse der neueren Generation der GSMs bilden die parallel entwickelten
heterozyklischen GSMs, die aus verkniipften aromatischen Ringen zusammengesetzt sind.
Anders als die sauren GSMs reduzieren sie nicht nur die Produktion von A, sondern auch die
von Ao, wobei sie zusatzlich zur Ass-Produktion auch die von AP erhéhen (Crump et al.
2013). Einige von ihnen haben eine verbesserte Bioaktivitat und gelangen besser in das Gehirn
(Wagner et al. 2014). Ausgehend von einfacheren Strukturen wurde die Variabilitit durch
Veranderungen, z.B. der Heterozyklen oder Substituenten, in den letzten Jahren massiv erhoht,
was zu einer Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen gefiihrt hat (Crump et al. 2013, Bursavich
et al. 2016).

Die wichtigste Klasse heterozyklischer GSMs sind die Aryl- oder Phenylimidazole, wie z.B. NGP-
555 (NeuroGenetics, Abb. 13) (Kounnas ef al. 2010). In vitro verschiebt NGP-555 die Produktion
hin zu den kurzen Afs7s-Spezies, ohne die ICDs anderer Substrate zu beeinflussen. In vivo
konnte in transgenen Méausen eine reduzierte A{3-Pathologie nachgewiesen werden (Kounnas et
al. 2010). Neuere, leicht modifizierte GSMs wie E2012 (Abb. 13) von Eisai haben dhnliche in vitro
und in vivo Effekte auf die ApB-Spezies (Portelius et al. 2010, Borgegard et al. 2012, Cai et al. 2017).
Klinische Studien mussten wegen Nebenwirkungen abgebrochen werden, wurden spéter aber
mit einem verbesserten Nachfolger wiederaufgenommen (Yu et al. 2014, Bursavich et al. 2016).
Aminopyrimidin-GSMs, wie RO-02 (Abb. 13) von Roche, sind eine weitere Variation und
modulieren ebenfalls beide Produktlinien (APw/APs) ohne die Gesamtaktivitdt zu inhibieren
(Ebke et al. 2011).

Da die beiden GSM-Klassen dhnliche Strukturen aufweisen, haben sie auch dhnliche Probleme.
Die aromatischen Ringe und die meist planare, sehr lipophile Grundstruktur machen die meisten
dieser Substanzen hepatotoxisch, was zu Problemen bei klinischen Studien fiihren kann
(Lovering et al. 2009, Gijsen & Mercken 2012, Bursavich et al. 2016). Durch den lipophilen
Charakter und das hohe Molekulargewicht werden viele GSMs nicht ausreichend gut ins Gehirn
aufgenommen, was zu einer sehr niedrigen freien Konzentration der aktiven Substanzen im
Gehirn fiihrt, und so die mogliche Wirkung limitiert (Bursavich et al. 2016). Eine Alternative sind
GSMs aus natiirlichen Quellen, wie Ginseng oder Triterpen-Glykoside aus der Trauben-
Silberkerze (Oehlrich et al. 2011, Findeis et al. 2012). Diese natiirlichen Stoffe werden allerdings
schnell abgebaut und erreichen nur niedrige Konzentrationen im Gehirn. Satori optimierte die
Triterpen-Glykoside fiir eine erhohte Stabilitdt, musste die Entwicklung aber aufgrund von
Nebenwirkungen einstellen (Fuller et al. 2012, Loureiro et al. 2013, Bursavich et al. 2016).

Obwohl in den letzten Jahren durch die Variation von Heterozyklen, Substituenten oder durch

neue Molekiilklassen die Effizienz der GSMs deutlich erhoht werden konnte, stellt insbesondere
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die Lebertoxitdt weiterhin das Hauptproblem dieser Substanzen dar. Es sind daher noch weitere
Entwicklung von neuen GSMs und neuen Klassen notwendig, um klinisch wirksame GSMs zu

erhalten. Zwei dieser neuen GSMs werden im Rahmen dieser Arbeit getestet und charakterisiert.

1.6.3 Wirkmechanismus der y-Sekretasemodulatoren

GSMs verschieben das Verhéltnis der produzierten ApB-Spezies hin zu kiirzeren Spezies
(Abb. 11), ohne dabei die fiir die Signaltransduktion wichtige Spaltung der Substrate, wie z.B.
Notchl, zu behindern (Weggen et al. 2001). Da diese Inhibition der Spaltung bestimmter Substrate
die Nebenwirkungen der GSIs erkldren konnte, stellen GSMs eine alternative und attraktive
Therapiestrategie dar. Zudem wirken GSMs gezielt gegen die langeren sekretierten Ap-Spezies
APaus, die im Verdacht stehen, die Alzheimer-Erkrankung auszul6sen (Kuperstein et al. 2010).
Eine Verschiebung des A4210-Verhaltnisses hin zu Aps«w hemmt die APB«-Aggregation in vitro und
in vivo und vermindert die Toxizitdt der Peptide und konnte gegen die Krankheit schiitzen (Kim
et al. 2007, Yan & Wang 2007, Kuperstein et al. 2010). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die
erhohten Mengen Af3ss sogar gegen die Ap-Toxizitét schiitzen konnten (Moore et al. 2018).

Erste Studien mit den frithen NSAID-GSMs haben gezeigt, dass die Substanzen an das APP-CTF
(Kukar et al. 2008, Botev et al. 2011) binden. Da andere Studien aber eine allosterische Wirkung,
direkt auf die y-Sekretase (Beher et al. 2004, Clarke et al. 2006), nahelegen, ergibt sich ein
uneinheitliches Bild (Bursavich et al. 2016). Die GSMs der zweiten Generation, z.B. GSM-1, -5 oder
der Aminopyrimidin-GSM RO-57, binden an das Prasenilin-NTF (Crump et al. 2011, Ebke et al.
2011, Ohki et al. 2011, Jumpertz et al. 2012). Die Bindung von Inhibitoren in das aktive Zentrum
kann die Bindung von einigen, wenn auch nicht allen, GSMs verstiarken, was zeigt, dass GSMs
nicht ins aktive Zentrum binden, sondern allosterisch wirken (Pozdnyakov et al. 2013). Die
verschiedenen GSM-Klassen scheinen dabei unterschiedliche, nur partiell iiberlappende
Bindestellen zu besetzen (Ebke et al. 2011, Pozdnyakov et al. 2013). Die genaue Position der
Bindestellen ist nicht bekannt, es konnten aber Interaktionen mit der hydrophilen Schleife 1 und
der TMD1 gezeigt werden (Takeo et al. 2014, Cai et al. 2017). Vermutlich binden GSMs an die
extrazellulare Seite des Prasenilin-NTF, wobei die Bindestelle selbst durch Interaktion mit NCT
und dem Substrat beeinflusst zu werden scheint, sodass die eigentliche Bindestelle vermutlich
erst im fertig ausgebildeten Komplex aller y-Sekretaseuntereinheiten und dem Substrat gebildet
wird (Uemura et al. 2010, Petit et al. 2019). Zusétzlich zeigen FRET-, FLIM- und SCAM-Analysen,
dass GSMs nicht nur das aktive Zentrum, sondern die Konformation des gesamten Komplexes
verdndern und einen Wechsel zwischen eher getffnet oder geschlossen wirkenden Strukturen
induzieren (Lleo et al. 2004, Uemura et al. 2009, Ohki et al. 2011). Die Bindung von GSMs

verursacht also Anderungen der y-Sekretasekonformation, welche vermutlich die Grundlage der
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verdnderten Spaltung der Ap-Peptide bilden (Beher et al. 2004, Crump et al. 2011, Ohki et al. 2011,
Takeo et al. 2014).

Die genauen Auswirkungen der Modulatoren auf den Spaltmechanismus der y-Sekretase sind
noch nicht vollstandig erforscht und werden weiter untersucht. GSMs scheinen nach der initialen
e-Spaltung zu wirken, da sie weder die Effizienz, noch die Position des ersten Schnitts verandern
(Ebke et al. 2011, Chavez-Gutierrez et al. 2012, Dimitrov et al. 2013). Sie verbessern die Effizienz
der vierten AP-Spaltung, also der von A bzw. A4 in ihre kiirzeren Produkte, vermutlich
sowohl durch eine Steigerung der katalytischen Geschwindigkeit (Vmax) als auch durch eine
reduzierte Dissoziation der ldngeren A(-Spezies von der Protease zwischen den Schritten der
sequenziellen Spaltung (Chavez-Gutierrez et al. 2012, Okochi et al. 2013, Szaruga et al. 2017).
Interessanterweise haben viele Prasenilin-FAD-Mutationen den gegenteiligen Effekt, da sie das
ABaws/ABa-Verhiltnis und die Dissoziation der Zwischenprodukte steigern, also die y-Spaltung
hemmen (Okochi et al. 2013, Szaruga et al. 2015, Szaruga ef al. 2017). Die von den GSMs veranderte
v-Sekretasekonformation konnte also die Stabilitdat des Enzym-Substrat-Komplexes modulieren
und damit die Prozessivitdt der Protease beeinflussen.

Zusammengefasst erzeugen GSMs eine verdnderte Konformation der vy-Sekretase und ihres
aktiven Zentrums, die eine effizientere sequenzielle y-Spaltung ermoglicht und so die
Produktion pathogener, ldngerer AB-Spezies verhindert, ohne dabei die Gesamtaktivitdt zu

beeinflussen.

1.6.4 Wirksamkeit von GSMs in Modellsystemen

Seit ihrer Entdeckung wurde die Wirksamkeit von GSMs in verschiedenen Modellsystemen,
meist HEK293-Zellen, analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die meisten APP-FAD-
Mutanten, die zu einer erhohten AB+-Produktion fithren, von modulierter y-Sekretase in kiirzere
Spezies, vor allem Af3ss, prozessiert werden (Weggen et al. 2003, Page et al. 2010). Auch im Fall
vieler Prasenilin-FAD-Mutanten konnte die pathogene Aps«-Produktion zugunsten der kiirzeren
Spezies reduziert werden (Page et al. 2008, Hahn et al. 2011, Kretner et al. 2011). Bei einigen
Mutanten aber, wie der starken PS1 L166P Mutante, konnte A+« nicht, oder nur verzogert,
reduziert werden, obwohl ein leichter Anstieg von A[3ss erkennbar war (Hahn et al. 2011, Kretner
et al. 2011).

Im Vergleich zu diesen klassischen Zellkulturmodellen bieten neuerdings Neuronen, die aus
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs, engl. induced pluripotent stem cells) differenziert
werden, die Moglichkeit, FAD-Mutanten und GSMs in einem komplexeren System zu
untersuchen, um so beispielsweise Riickschliisse auf die Auswirkungen auf den Tau-

Metabolismus ziehen zu konnen (Penney et al. 2019). Auch in diesen Zellen konnten GSMs APP-
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und Prasenilin-FAD-Mutanten modulieren und das Verhaltnis von langeren zu kiirzeren Af3-
Spezies zugunsten der kiirzeren verschieben (Koch ef al. 2012, Liu ef al. 2014, Moore et al. 2015,
Kondo et al. 2017, Cusulin et al. 2019, Kwart et al. 2019). Zusatzlich konnten auch andere Aspekte,
wie die stark reduzierte Reaktion der PS1 L166P Mutante, reproduziert werden (Koch ef al. 2012,
Kwart et al. 2019).

Studien mit transgenen Alzheimer-Mausmodellen, vor allem APPsw exprimierenden Linien,
haben gezeigt, dass mit GSMs behandelte Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe eine reduzierte
Plaquedichte und —flache aufweisen und die Menge an A+ abnimmt (Page et al. 2008, Imbimbo
et al. 2010, Kounnas et al. 2010, Rogers et al. 2012). Dabei scheint es so, dass die Anzahl der Plaques
und damit die gesamte Plaqueflache sinkt, die GrofSe der Plaques aber in etwa gleich bleibt.

In einigen Studien wurden zudem die Auswirkungen von GSMs auf die Verhaltens- und
Kognitionsdefizite der Mausmodelle untersucht. Dabei konnten GSMs die kognitiven
Phanotypen, wie z.B. Gedachtnisprobleme, reduzieren, wohingegen GSIs teils sogar stdrkere
Defizite auslosen konnten (Imbimbo et al. 2010, Mitani et al. 2012, Rogers et al. 2012, Sivilia et al.
2013).

Diese in vitro- und in vivo-Studien zeigen, dass GSMs in verschiedenen Systemen sowohl die A{3-
Pathologie als auch kognitive Phdnotypen verringern kénnen und deshalb auch im Menschen

eine Therapieoption sein konnten.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Alzheimer-Erkrankung ist die hdufigste Ursache von Demenz und damit eine grofie
Herausforderung fiir Patienten, Angehodrige und das Gesundheitswesen. Trotz {iber
zwanzigjahriger Forschung, gibt es zurzeit keine wirksame Therapie.

Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Ursachen der Alzheimer-Erkrankung, im Speziellen
die Ursachen der familidr vererbten Form der Krankheit, besser zu verstehen und mogliche
Therapien zu erproben. Dafiir wurden verschiedene, vor allem AQs-produzierende, PS1-FAD-
Mutationen in vitro untersucht. Einige dieser FAD-Mutationen haben eine sehr geringe
Gesamtaktivitdat, wodurch sich die Frage stellte, ob diese Mutationen die Krankheit tatsachlich
durch erhohte Mengen langerer AB-Spezies oder {iiber einen anderen Mechanismus, wie z.B.
verringerte y-Sekretaseaktivitat, auslosen. Fiir potenzielle Therapien wiirde das bedeuten, dass
die y-Sekretase entweder aktiviert oder gehemmt werden miisste. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden diese Mutationen genauer untersucht und charakterisiert, um dadurch Riickschliisse auf
ihre Rolle in der Entstehung der Krankheit ziehen zu konnen. Im Weiteren wurde analysiert,
welche molekularen und funktionalen Auswirkungen FAD-Mutationen auf Prasenilin und die
Ap-Prozessierung haben. Da die molekularen Grundlagen der Destabilisierung des Enzym-
Substrat-Komplexes durch FAD-Mutanten immer noch unklar sind, wurden hier besonders die
Auswirkungen auf die lokale Bindung und Positionierung des Substrats untersucht.

Neben den pathophysiologischen Grundlagen der Krankheit wurden in dieser Arbeit zudem neu
entwickelte GSMs genauer untersucht. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Frage gelegt,
ob auch starke, Afs-produzierende PS1-FAD-Mutanten von neueren GSMs moduliert werden
konnen. Dies ist von besonderer Bedeutung fiir potenzielle Studien mit FAD-Patienten, da in der
Vergangenheit bestimmte Mutanten nicht oder nur wenig auf verschiedene GSMs reagiert haben.
Zusatzlich wurde die Wirkung von GSMs in vivo in APPsw transgenen Mause mittels Amyloid-
PET, immunhistochemischen und biochemischen Methoden untersucht, um dadurch die Effekte
der GSM-Behandlung auf die Plaquepathologie genauer zu beleuchten. Dadurch sollte,
zusammen mit den vorherigen Ergebnissen, die Eignung von GSMs als therapeutische

Medikamente untersucht werden.
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Publikation I: »Amyloid-PET predicts inhibition of de novo
plaque formation upon chronic y-secretase modulator

treatment«

Diese Studie wurde publiziert als:

Brendel M*, Jaworska A*, Herms J*, Trambauer J*, Rotzer C, Gildehaus FJ, Carlsen ], Cumming
P, Bylund ], Luebbers T, Bartenstein P, Steiner H, Haass C, Baumann K, Rominger A. Amyloid-
PET predicts inhibition of de novo plaque formation upon chronic y-secretase modulator

treatment. Mol Psychiatry. 2015 Jun 9. doi: 10.1038/mp.2015.74 (*geteilte Erstautorenschaft)

Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden, APPsw exprimierende, transgene Mause iiber 6 Monate mit
dem GSM RO5506284 (Abb. 13) behandelt und dabei longitudinal mittels Amyloid-PET
analysiert. Nach der Behandlung wurden die beiden Gehirnhalften entweder biochemisch oder
histopathologisch untersucht und die Ergebnisse mit den PET-Daten verglichen.

RO5506284 bewirkte in vitro eine robuste ABsx-und Apw-Reduktion bei gleichzeitig erhhtem
Afss, ohne die Abspaltung der NICD zu beeinflussen. Fiir die chronische Behandlung iiber 6
Monate wurden 30 mg/kg GSM pro Tag eingesetzt. Die Tiere wurden ab einem Alter von 12
Monaten behandelt, da bei dieser Mauslinie die Plaqueablagerung in diesem Alter beginnt und
so erst wenige Plaques vorhanden sind. Zu Beginn der Behandlung zeigten die PET-Startsignale
eine grofle Variabilitdt zwischen den Tieren. Zusitzlich offenbarten diese, dass die zuféllige
Verteilung der Tiere in die Behandlungs-(GSM-) und die Kontrollgruppe (VEH) dazu fiihrte, dass
die GSM-Gruppe drei Tiere mit sehr hohen PET-Signalen beinhaltete. Die PET-Signale der VEH-
Gruppe stiegen wahrend der longitudinalen Messungen kontinuierlich an. In der GSM-Gruppe
blieben die Signale im Mittel in etwa gleich bzw. stiegen nur leicht an. Interessanterweise zeigten
die Tiere mit hohen PET-Startwerten einen starkeren Anstieg des Signals, wéahrend die Signale
der Tiere mit niedrigeren Startwerten kaum anstiegen. Tiere mit hohen Startwerten sprachen also
schlechter auf die Behandlung an. Folglich kénnte das Amyloid-PET-Signal zu Anfang einer
Behandlung zur Vorhersage der Behandlungseffizienz genutzt werden. Die Analyse der Af3-
Spezies in der unldslichen Gehirnfraktion zeigte reduzierte Af4«-, sowie unveranderte AfB40- und
Apss-Spiegel. Die drei Tiere mit den héchsten PET-Signalen zeigten auch in der biochemischen
Analyse die hochsten Aps«-Werte. Nach Korrektur der Daten mit Hilfe der PET-Startsignale als

Kovariablen zeigte sich eine noch deutlichere Reduktion von Af4« in der unloslichen Fraktion,
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um mehr als 50 %. Daraus ist ersichtlich, dass die Kombination der PET-Startsignale mit
biochemischen Endpunktanalysen eine gute Moglichkeit darstellt, kleinere Effekte der
Behandlung, welche durch die Variabilitdt zwischen den Tieren schwer zu erkennen waren,
besser und klarer sichtbar zu machen. Die Analyse der immunhistochemischen Farbung der
fibrillaren ApB-Plaques in der anderen Gehirnhemisphare zeigte, nach Korrektur mithilfe der PET-
Startwerte, ebenfalls eine Reduktion der gefarbten Plaquefldche und der Anzahl an Plaques in
der GSM-Gruppe. Bei genauerer Analyse der PlaquegrofSen fiel auf, dass in der VEH-Gruppe
deutlich mehr kleinere Plaques vorkamen, wahrend die behandelten Tiere mehr grofie Plaques
aufwiesen. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die GSM-Behandlung die Bildung neuer
Plaques, die sogenannte de novo-Plaquebildung, reduzierte, dabei aber weniger Einfluss auf das

weitere Wachstum schon vorhandener Plaques hatte.

Eigener Beitrag zu Publikation |

Im Rahmen dieses Kooperationsprojektes habe ich als einer der Erstautoren das fiir die
biochemische Analyse des Gehirnmaterials benotigte ELISA-Protokoll optimiert und
nachfolgend die Analysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse meiner Analysen sind in Abbildung 2 C

und D sowie in Tabelle 1 dargestellt.
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2.2 Publikation II: »Generation and deposition of ABs: by the
virtually inactive presenilin-1 L435F mutant contradicts the
presenilin loss-of-function hypothesis of Alzheimer's

disease«

Diese Studie wurde publiziert als:

Kretner B¥, Trambauer J*, Fukumori A, Mielke J, Kuhn PH, Kremmer E, Giese A, Lichtenthaler
SF, Haass C, Arzberger T, Steiner H. Generation and deposition of A343 by the virtually inactive
presenilin-1 L435F mutant contradicts the presenilin loss-of-function hypothesis of Alzheimer's
disease. EMBO Mol Med. 2016 Mar 17. doi: 10.15252/emmm.201505952

(*geteilte Erstautorenschaft)

Zusammenfassung

Einige Présenilin-FAD-Mutanten zeigen eine stark verringerte Gesamtaktivitdt, 10sen aber
dennoch die Alzheimer-Erkrankung aus. Um die Frage zu beantworten, ob dies durch diese
reduzierte Aktivitat oder, wie bei vielen anderen FAD-Mutanten, durch veranderte relative Ap-
Mengen auslosen, wurde exemplarisch die PS1 L435F Mutante genauer untersucht. Die Mutante
wurde in HEK293sw-Zellen {iberexprimiert, sodass iiberwiegend mutiertes Prasenilin
vorhanden war. Die Analysen bestdtigten, dass die Mutante eine reduzierte Prasenilin-
Endoproteolyse aufweist und die Akkumulation der APP-CTFs sowie eine stark reduzierte Af3-
Sekretion verursacht. Die Untersuchung des wenigen, noch vorhandenen A{3 mittels Immunblot
(IB), Massenspektrometrie und speziesspezifischem AB-ELISA zeigte, dass neben APsw und AP
auch Afss produziert wurde.

Um einen potenziellen Einfluss des noch vorhandenen endogenen Prasenilins in den HEK293sw-
Zellen auszuschliefien, wurde die Mutante in PS1/PS2-Doppel-KO-MEFs (murine embryonale
Fibroblasten) transduziert. PS1 L435F verursachte dabei keine Defekte bei der Bildung des -
Sekretasekomplexes. Zusatzlich wurden die Ergebnisse der vorherigen Zellkulturexperimente
hinsichtlich reduzierter Endoproteolyse und verringerter Gesamtaktivitét bestatigt. Die Analyse
der sekretierten AP3-Spezies zeigte, dass die Zellen sehr wenig Af3, jedoch hauptséchlich (=80 %)
A, produzierten. Das mutierte Protein produzierte also, ohne Interaktion mit etwaigem WT-
Protein, grofe relative Mengen APs und konnte so in Ubereinstimmung mit der AH die
Krankheit auslosen. Diese Ergebnisse werden durch vorherige Analysen des ebenfalls schlecht
endoproteolysierten und wenig aktiven PS1 R278I gestiitzt, das ebenfalls sehr hohe relative

Mengen an A3 sekretiert (Saito et al. 2011).
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Um die Zellkulturexperimente zu bestdtigen, wurden Hirnschnitte von zwei L435F-
Mutationstragern sowie zwei Kontrollen auf AP, AP« und APs hin untersucht. Die beiden
Kontrollen, ein sAD- und ein FAD-Fall, zeigten eine sehr starke AB«-Farbung, etwas weniger
A0 und nur Spuren von Afss. Die beiden L435F-Fille zeigten hingegen sehr starke Signale aller
drei untersuchten AQ-Spezies. Die Sekretion von Afss durch PS1 L435F ist also kein
Zellkulturartefakt oder der Uberexpression geschuldet, sondern findet auch in den betroffenen
Patienten statt.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass PS1 L435F trotz stark verringerter
Gesamtaktivitit grofse relative Mengen des amyloidogenen und neurotoxischen A produziert,
welches im Einklang mit der AH die Krankheit auslosen konnte, sodass die hier gezeigten

Ergebnisse in Widerspruch zur PH stehen.

Eigener Beitrag zu Publikation Il

Als einer der Erstautoren habe ich im Rahmen dieser Studie die meisten Experimente geplant
und durchgefiihrt sowie Teile zum Manuskript beigetragen. Ich habe den Grofsteil der
biochemischen Analysen und die Charakterisierung der verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt.
Ausgenommen sind die ersten Experimente in Abbildung 1 A und B, die Generierung der
stabilen MEF-Zelllinien sowie die Re-Sequenzierung des Hirnmaterials (Abbildung EV2) und
dessen immunhistochemische Analysen (Abbildung 3, EV3, 4)
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2.3 Publikation Ill: »APa43-producing PS1 FAD mutants cause
altered substrate interactions and respond to y-secretase

modulation«

Diese Studie wurde publiziert als:
Trambauer J, Rodriguez Sarmiento RM, Fukumori A, Feederle R, Baumann K, Steiner H. A[343-
producing PS1 FAD mutants cause altered substrate interactions and respond to vy-secretase

modulation. EMBO Rep. 2020 Jan 7. doi: 10.15252/embr.201947996

Zusammenfassung

Um einen genaueren Einblick in die Effekte und Auswirkungen Apa-produzierender PS1-
Mutanten zu gewinnen, wurden in der hier vorliegenden Studie einige dieser Mutanten néher
betrachtet. Neben der allgemeinen Analyse der Gesamtaktivitat, Endoproteolyse und der
produzierten AQ-Spezies wurde dabei vor allem der Einfluss der Mutanten auf die
Positionierung von C99 im aktiven Zentrum von PS1 und die Reaktion auf Behandlung mit dem
neuen GSM RO7019009 (Abb. 13) untersucht. Dafiir wurden zwei Gruppen von PS1-Mutanten
analysiert, die verschiedene biochemische Phanotypen abdecken. Die erste Gruppe umfasste
neben der ausfiihrlich untersuchten L166P Mutante zusatzlich die Y256S sowie die G382A
Mutante. Diese Mutanten zeigten eine normale Endoproteolyse sowie eine anndhrend
unverdnderte y-Sekretaseaktivitdt. Die zweite Gruppe umfasste Mutanten, die eine mehr oder
weniger stark verringerte Endoproteolyse zeigten. Hierbei wurden neben der in Publikation II
untersuchten PS1 L435F noch die PS1 V261F und R2781 Mutanten untersucht. Diese Mutanten
produzierten deutlich erhdhte relative Mengen Afss, teils iiber 60 % des gesamten A{3. Zudem
zeigten sie eine deutlich verringerte Gesamtaktivitat, besonders drastisch bei L435F und der hier
neu charakterisierten V261F Mutante. Die artifizielle und nicht endoproteolysierte M292D
Mutante diente als zusétzliche Kontrolle, da sie trotz nicht-gespaltenem PS1 eine unveranderte
Gesamtaktivitdt und eine, im Vergleich zum WT, nur gering verdnderte AB-Produktion aufweist.
Unser Labor konnte bereits im Fall von zwei PS1-FAD-Mutationen, L166P und A246E, leichte
Unterschiede in der Positionierung von C99 in PS1 zeigen (Fukumori & Steiner 2016). Deshalb
wurde hier nachfolgend untersucht, ob die Afs-produzierenden Mutanten wegen ihres teils
starkeren Phénotyps auch starkeren Einfluss auf die Positionierung des Substrats haben. Dafiir
wurden C99-Konstrukte genutzt, in die an verschiedenen Positionen p-Benzoyl-Phenylalanin-
(Bpa-)Reste eingefiihrt wurden. Diese binden nach Induktion mit UV-Licht kovalent an Proteine
in unmittelbarer Nahe. In der vorherigen Studie (Fukumori & Steiner 2016) wurden die

Positionen V44, T48, T49 und L52 als besonders starke Interaktionspunkte zwischen C99 und dem
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PS1-NTF identifiziert. Zusatzlich zu diesen Positionen wurde hier noch die Bindung der Position
K54 an die Mutanten untersucht. Alle untersuchten Mutanten verdnderten die Stirke der
relativen Verkniipfungen, also die Positionierung des Substrats im aktiven Zentrum. Trotz
einiger Gemeinsamkeiten, wie Veranderung des Verhaltnisses zwischen der Bindung an T48 und
L49 bei besonders starken Mutanten, waren diese Veranderungen aber in ihrer Auspragung
immer mutantenspezifisch. Jede Mutante verdnderte die Positionierung des Substrats
unterschiedlich, ohne ein mit ihren weiteren Eigenschaften verkniipfbares Muster zu ergeben.
Im zweiten Teil der Studie wurden die Effekte des GSMs RO7019009 auf die jeweiligen Mutanten
analysiert. RO7019009 stellte sich als ein sehr potenter Modulator heraus, mit einem niedrigen
nanomolaren ICso beziiglich der Reduktion der Aps«-Produktion in HEK293sw-Zellen. Der GSM
modulierte alle getesteten Mutanten. Dabei wurde die Menge an Afss erhoht und die Produktion
von AR effizient inhibiert. AB+ konnte ebenfalls reduziert werden, wobei manche Mutanten
hier teilweise verzogert reagierten. So reduzierte RO7019009 die AB«-Produktion bei L166P,
R278I und V261F nur wenig oder erst bei sehr hohen Konzentrationen. Wahrend der Modulator
die Produktion von Af3ss in allen Mutanten erhohte, war die Produktion von A3z nur bei einigen
Mutanten erhoht, was auf eine mutantenspezifische Wirkung auf die verschiedenen
Produktlinien schliefSen lasst. Im letzten Teil der Publikation wurden die Auswirkungen von
RO7019009 auf die Positionierung des Substrats untersucht, wozu die Bindung von V44 an das
PS1-NTF bei verschiedenen GSM-Konzentrationen gemessen wurde. Dabei zeigten sich abermals
Unterschiede zwischen den Mutanten, die jedoch nicht generell mit der modulatorischen
Aktivitat von RO7019009 korreliert werden konnten.

In der Publikation konnte gezeigt werden, dass Aps-produzierende PS1-Mutanten, unabhéngig
von den Mutationseigenschaften, die Positionierung des Substrats individuell verdndern. Da
diese Fehlpositionierung bei allen bisher untersuchten Mutanten gezeigt werden konnte, kénnte
dies ein genereller, ihrer verringerten Prozessivitit zugrundeliegender, Effekt von FAD-
Mutanten sein. Der neue GSM RO7019009 modulierte alle Mutanten, die Effizienz war dabei aber
von Mutante zu Mutante fiir die verschiedenen Spezies leicht unterschiedlich. Die Ergebnisse
zeigen, dass auch starke A {343 produzierende Mutanten von GSMs moduliert werden kénnen und

diese somit prinzipiell eine Therapieoption darstellen.

Eigener Beitrag zu Publikation Il

Bei dieser Studie habe ich zur Konzeption der Experimente und Teile des Manuskripts
beigetragen. Der Grofiteil der Experimente dieser Publikation wurde von mir ausgefiihrt.
Ausgenommen davon sind Teile der Basischarakterisierung von RO7019009 (Abbildung 2D,
Tabelle EV1) und dessen Synthese (Abbildung EV2).
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2.4 Diskussion

Analysen der Auswirkungen von FAD-Mutationen in den betroffenen Proteinen sind wichtige
Werkzeuge, um die molekularen Grundlagen der Alzheimer-Erkrankung zu verstehen. Da die
familidre und die sporadische Form der Krankheit sehr ahnlich verlaufen, wird davon
ausgegangen, dass die iiber FAD gewonnenen Erkenntnisse auch auf die nicht-vererbte Form
iibertragbar sind. Die AH ist dabei die vorherrschende Theorie, um die Pathogenese der
Alzheimer-Krankheit zu erkldaren. Durch die bisherigen Misserfolge der anti-AB-Medikamente,
kommen jedoch vermehrt alternative Theorien auf, die andere, von AP unabhéngige, Faktoren
fiir die Entstehung der Krankheit verantwortlich machen.

Im Gegensatz zur AH sieht die PH die Ursache der Alzheimer-Erkrankung nicht in erhohten
Mengen langerer Ap-Spezies, sondern im Aktivitiatsverlust der y-Sekretase (Shen & Kelleher
2007). Sie wurde vor allem mithilfe der beiden PS1-FAD-Mutationen L435F und C410Y
untersucht, die beide eine reduzierte Aktivitit aufweisen, jedoch trotzdem die Alzheimer-
Erkrankung verursachen (Heilig et al. 2010, Heilig et al. 2013). Der starke Funktionsverlust der
Mutation fithrt dazu, dass homozygote L435F knock-in-(KI-)Mduse einen mit dem PS1-KO
vergleichbaren Phénotyp zeigen (Xia et al. 2015). Heterozygote KI/WT-Méuse sekretieren
weniger AP als der WT, zeigen aber nur ein wenig erhohtes Apwuo-Verhiltnis. KI/WT-Mause,
denen zusétzlich noch beide Kopien des fiir PS2 kodierenden Gens PSEN2 fehlen, haben zudem
eine verringerte synaptische Aktivitit sowie Gedachtnisprobleme (Xia et al. 2015). Inwieweit
diese Erkenntnisse auf Patienten iibertragbar sind bleibt jedoch fraglich, da heterozygote PS1-
Mutationstrager noch beide PSEN2-Allele besitzen. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass der
Verlust von PS1 die Expression von PS2 verstarkt (Watanabe et al. 2014), sodass die essenziellen
v-Sekretasefunktionen in Mutationstragern durch PS2-haltige Komplexe kompensiert werden
konnten. Trotz dieser Kritik wird ein Zusammenhang zwischen verringerter Prasenilinaktivitat
und Neurodegeneration diskutiert, sodass die Frage bleibt, ob die Inhibition der Af3-Produktion
oder eher die Aktivierung der vy-Sekretaseaktivitit der therapeutisch richtige Ansatz zur
Bekdmpfung der Alzheimer-Erkrankung ist.

In den hier beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass PS1 L435F, trotz stark
verminderter Endoproteolyse und sehr wenig sekretiertem Af3, keine komplett inaktive Mutante
ist, sondern hohe relative Mengen des toxischen und sehr stark aggregierenden A4 produziert
(Saito et al. 2011, Zou et al. 2013, Burnouf et al. 2015, Meng et al. 2015). Dasselbe Bild zeigt sich
auch fiir die hier neu charakterisierte PS1 V261F Mutante, sowie die schon bekannte PS1 R278I
Mutante (Saito et al. 2011). Im Rahmen der PH wurde postuliert, dass mutiertes Préasenilin einen

Komplex mit dem WT-Protein eingehen konnte und so durch einen trans-dominanten,
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allosterischen Effekt dafiir sorgen konnte, dass das WT-Protein eine veranderte Konformation
einnimmt und vermehrt AB« produziert (Heilig et al. 2013, Zhou et al. 2017). Die Versuche mit
PS1 L435F in PS1/2-KO-MEE-Zellen zeigen jedoch, dass die Mutante auch in der Abwesenheit
von WT-Protein A4 produziert. Eine parallel publizierte Studie zeigte dhnliche Ergebnisse fiir
die PS1 L435F und C410Y Mutanten und bestatigt die hier prasentierten Daten (Veugelen et al.
2016). Da sich einige Studien (Heilig et al. 2010, Heilig et al. 2013, Zhou et al. 2017) nur auf A0
und A4« konzentrierten, wurde die hier beschriebene Produktion von A4 lange tibersehen, was
zu falschen Schliissen hinsichtlich der A[3-Sekretion dieser Mutanten fiihrte.

Die erhohte Produktion von A4 konnte durch Farbungen der Gehirne von Alzheimer-Patienten
bestatigt werden. So fanden sich in den Gehirnen der Kontrollen, einem sAD- und einem FAD-
Fall, vor allem AP« enthaltende Amyloidplaques. In Ubereinstimmung mit einer vorherigen
Studie (Heilig et al. 2010) zeigten die untersuchten L435F-Mutationstrager ebenfalls deutliche
APsw- und APe-Farbung, zusatzlich jedoch auch eine prominente AQs-Farbung, die in den
Kontrollen kaum vorhanden war. Dies lasst darauf schliefSen, dass die Apss-Produktion von PS1
L435F kein Zellkultur- oder Uberexpressionsartefakt ist, sondern die Befunde auch in Patienten
zu finden sind. Diese nur wenig aktive PS1-Mutanten stehen also nicht wie zuvor publiziert
(Heilig et al. 2010, Xia et al. 2015) im Widerspruch zur AH, da die erhohte Produktion des
neurotoxischen und schnell aggregierenden Ap4s ihre Pathogenitat erklaren kann.
Prasenilin-FAD-Mutanten erh6hen das Verhaltnis der langeren gegeniiber den kiirzeren Af-
Spezies. Das Af42/AP40-Verhaltnis wird als Maf fiir die potenzielle Pathogenitédt von Présenilin-
FAD-Mutanten genutzt und korreliert mit dem Alter, in dem die spezifischen Mutanten die
Krankheit auslosen (Tang & Kepp 2018). In vielen Studien werden speziesspezifische ELISAs zur
Analyse der Ap-Sekretion genutzt, wobei die Analysen oft auf A4 und Aps beschrdnkt sind,
sodass die Produktion des etwas langeren Apss oft iibersehen, bzw. nicht gesondert untersucht
wird. Dadurch wird bei Mutanten, wie den hier analysierten PS1 V261F, R278I und L435F, die
nur sehr wenig AB«2 und A« produzieren, der Grofsteil der produzierten pathogenen Af3-
Spezies {ibersehen, was dazu fiithrt, dass ihre Pathogenitdt schwer zu erklédren ist. Durch ihre
starke APs-Produktion besitzen diese Mutanten allerdings ein erhohtes A Pa+43/Asw0-Verhaltnis,
das eine, mit der AH vereinbare, Erklarung ihrer Pathogenitat sein konnte. Dieses kombinierte
Verhiéltnis konnte also eine prézisere Messgrofse fiir die Pathogenitdat der Mutanten sein. Die
Kombination beider langerer Af3-Spezies konnte damit auch besser erklaren, warum PS1 L166P
und Y256S, die beide grofie Mengen Af+ und AP produzieren, die Krankheit schon so frith
auslosen (Moehlmann et al. 2002, Miklossy et al. 2003). Eine genaue Analyse aller von potenziellen
Mutanten produzierten A{-Spezies ist also essenziell fiir eine prazise Einschédtzung ihrer

Pathogenitét.
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Der AH zufolge ist A} der entscheidende Faktor fiir die Entstehung der Krankheit. Die genaue
Analyse, warum FAD-Mutanten pathogene A{3-Verhaltnisse produzieren, ist daher sehr wichtig,
um neue Therapieoptionen erdffnen zu konnen. Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass im
Fall der Prasenilin-FAD-Mutationen vor allem die Prozessivitat, also die schrittweise C-terminale
Verkiirzung der AQ-Peptide, verringert wird. Sie zeigen eine erhdhte Dissoziation des
pathogenen A4+ und eine geringere Stabilitdt des entsprechenden Enzym-Substrat-Komplexes
zwischen Présenilin und Af. Beides fiihrt dazu, dass die lingeren Spezies schlechter in kiirzere
Spezies prozessiert werden und frither von der Protease freigegeben werden (Okochi et al. 2013,
Szaruga et al. 2017, Trambauer et al. 2020a).

Die Afs produzierenden FAD-Mutanten (Publikation III) verursachen eine verdnderte
Positionierung des Substrats C99 in der Protease. Die Quervernetzungen zwischen PS1 und den,
um die e-Schnittstelle im Substrat herumliegenden, untersuchten Positionen sind teilweise stark
verdndert. Dies deutet auf eine verdanderte Positionierung des Substrats im aktiven Zentrum hin,
welche durch eine von der Mutation veranderte Konformation der y-Sekretase erklart werden
konnte. Die beobachteten Verdnderungen treten bei allen bisher untersuchten PS1-Mutanten,
unabhéngig von deren biochemischen Eigenschaften oder ihren Auswirkungen auf die Af3-
Produktion, auf. Diese mutanteninduzierte Fehlpositionierung kénnte also eine der wesentlichen
molekularen Grundlagen fiir die reduzierte Prozessivitdt der FAD-Mutanten sein. Die, durch
FAD-Mutationen induzierte, Konformationsanderungen und die damit einhergehende
Fehlpositionierung des Substrats konnten folglich die Stabilitédt der Interaktion zwischen Enzym
und Substrat verringern. Dies konnte die erhohte, zu frithe Dissoziation der langeren A3-Spezies
von der Protease (Okochi et al. 2013, Szaruga et al. 2017, Trambauer et al. 2020a) erkldaren und so
einen allgemeinen molekularen Mechanismus der pathogenen Auswirkungen von Prasenilin-

FAD-Mutanten darstellen.

Verschiedene Zellkulturstudien der letzten Jahre konnten zeigen, dass die immer weiter
verdanderten und verbesserten GSMs in der Lage sind die Af«-Produktion vieler APP- und
Prasenilinmutanten zu reduzieren (Trambauer et al. 2020a). Zuséatzlich konnte die Wirksamkeit
der GSMs auch in, aus iPSCs differenzierten, humanen neuronalen Kulturen bestétigt werden.
Jedoch konzentrierten sich auch die neueren Studien vor allem auf APs, weshalb die
Auswirkungen auf Afs nicht genauer beleuchtet wurden. Daher wurde im weiteren Verlauf
dieser Arbeit die Reaktion der verschiedenen A4 produzierenden PS1-Mutanten auf den neuen
GSM RO7019009 analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass der neue GSM RO7019009 in der
Lage ist, die Produktion von APs in allen getesteten Mutanten, auch denen mit stark

verminderter Aktivitdt, zu reduzieren. Hierbei wurden fiir die As«-Reduktion bei einigen
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Mutanten hohere Konzentrationen des Modulators benétigt, so z. B. im Fall von PS1 L166P. Schon
in fritheren Studien (Hahn et al. 2011, Kretner et al. 2011) konnten die damals getesteten GSMs die
Aps-Produktion dieser Mutante nicht oder nur sehr schwach inhibieren. Im Gegenzug wurde
jedoch eine Steigerung der Afpss-Sekretion beobachtet, die damals aber nicht richtig erklart
werden konnte. Diese verstédrkte A{ss-Produktion konnte in den hier gezeigten Experimenten mit
RO7019009 wiederholt werden. Dabei werden die Mengen beider pathogener Spezies, AB+ und
AP, reduziert, wobei die Produktion von A4 jedoch deutlich stdrker inhibiert werden kann.
Dies spricht dafiir, dass das entstehende Apss zu einem guten Teil aus A4 entsteht. Obwohl die
Effekte auf AP in den vorhergehenden Studien (Hahn et al. 2011, Kretner et al. 2011) nicht
untersucht wurden und unklar ist, wie stark die dort getesteten GSMs auf A4 wirkten, konnten
die hier gezeigten Ergebnisse die damals beobachtete Ass-Produktion erkldren. Die getesteten
Mutanten sekretierten nach Behandlung mit dem GSM vor allem kiirzere A[3s73s-Spezies, welche,
anders als die langeren, nicht neurotoxisch sind, sondern eventuell sogar schiitzend wirken
kénnen (Moore et al. 2018). Nicht nur die Produktion von AP+« und Af4s, auch die der kiirzeren
Spezies ABsz und Apss, wird dabei je nach Mutante unterschiedlich durch den GSM verandert.
Die Kontrollen, PS1 WT und M292D, produzieren nach Modulation gleiche Mengen beider
kurzer Spezies, wihrend PS1 V261F und L435F geringere Mengen A{3sz produzieren. Bei den
anderen Mutanten erhoht der Modulator nur die Sekretion von AQ3s. Obwohl alle Mutanten
generell auf den GSM reagieren, zeigen sie eine individuell veranderte Sekretion der
verschiedenen A(-Spezies, die beiden Produktlinien werden also unterschiedlich beeinflusst.
Aufgrund der konformationellen Heterogenitat der y-Sekretase (Bai et al. 2015a, Elad et al. 2015)
wird davon ausgegangen, dass die Effizienz der Prozessivitit stark von der jeweiligen
Konformation der Protease beeinflusst wird (Uemura et al. 2009). Analog dazu konnten auch die
beiden Produktlinien in bestimmten Konformationen unterschiedlich beeinflusst werden. Die
Ergebnisse konnten also dadurch erklart werden, dass verschiedene Konformationen der vy-
Sekretase die GSMs besser oder schlechter binden, bzw. der Modulator je nach Konformation
unterschiedlich effizient wirken kann und so je nach Mutante/Konformation die Af3-Produktion
verschieden beeinflusst wird.

Weitere Experimente konnten zeigen, dass die photoinduzierten Quervernetzungen zwischen
C99 und PS1 durch Behandlung mit GSMs verandert werden. Dies bestétigt, dass GSMs die
Konformation der y-Sekretase verdndern konnen (Lleo et al. 2004, Uemura et al. 2009, Crump et
al. 2011, Ohki et al. 2011, Takeo et al. 2014). Da die Mutanten allerdings wieder individuell,
unterschiedlich starke Reaktionen zeigen, die nicht immer mit der Effektivitit der GSM-
Behandlung korelliert werden konnen, sind die beobachtete Veranderung der Verkniipfung

vermutlich nicht direkt mit der Aktivitat des Modulators assoziiert. Es konnte also sein, dass
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GSMs eine verdanderte Konformation der y-Sekretase erzeugen, die weniger die Positionierung
des initialen Substrats C99 entscheidend veréndert, sondern sich erst spater, bei der Bindung der
neu gebildeten, langen AB-Spezies bemerkbar macht. Passend dazu konnte gezeigt werden, dass
GSMs zwar die Prozessivitdt, also die Effizienz der y- und (-Spaltung, erhohen, aber keinen
Effekt auf die initiale e-Spaltung haben (Ebke et al. 2011, Dimitrov et al. 2013). Um genauere
Einblicke zu bekommen, wie GSMs die Interaktion zwischen Prasenilin und Substrat verdndern,
miissten statt photoquervernetzbaren C99-Derivaten entsprechend verdnderte, lingere Ap-
Peptide, wie AP« oder Apas, untersucht werden.

Frithere Studien mit transgenen Alzheimer-Mausmodellen haben gezeigt, dass mit GSMs
behandelte Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe eine reduzierte Plaquedichte und —flache
aufweisen und die Menge an A3+ abnimmt (Eriksen et al. 2003, Imbimbo et al. 2010, Kounnas et
al. 2010, Trambauer et al. 2020a). Verbesserte, nicht-invasive Analysemethoden, wie z.B. PET,
erlauben inzwischen auch die Untersuchung der behandelten Tiere vor und wéahrend des
Experiments. Um die Wirkung von aktuellen GSMs in vivo longitudinal zu analysieren, wurden
humanes APPsw exprimierende Mduse mit dem GSM RO5506284 behandelt. Die longitudinalen
PET-Messungen wurden dabei mit biochemischen und immunhistochemischen post mortem
Analysen der Gehirne der Tiere ergéanzt. Die longitudinalen PET-Messungen, und dabei vor
allem die Bestimmung des Amyloidspiegels zu Beginn der Studie, ermoglichen die teils sehr
variablen Tierpopulationen besser miteinander zu vergleichen und die Reaktion einzelner Tiere
auf die Behandlung zu untersuchen. So wurden schwer erkennbare Effekte, wie die Abhangigkeit
des GSM-Effekts vom Amyloidspiegel beim Start der Behandlung, erst durch die Kombination
von longitudinalen Daten und Endpunktanalysen sichtbar. Dies ermoglicht eine deutlich bessere
Analyse des Wirkmechanismus. Die Korrektur von Endpunktbestimmungen, wie Ap-Spiegel
oder der Plaquedichte im Gehirn, mithilfe der Startwerte hilft die Streuung der Messwerte zu
minimieren. Dadurch konnen kleinere Effekte erkennbar werden, die sonst, durch die hohe
Variabilitdt der Tiere untereinander, im Rauschen der Varianz {iibersehen wiirden. Die
Kombination verschiedener Methoden mit longitudinalen Messungen ist also vor allem bei sehr
heterogenen Versuchsgruppen, wie z.B. menschlichen Probanden, von immenser Bedeutung, um
auf die richtigen Ergebnisse schliefSen zu konnen.

Die hier vorgestellte Studie bestétigt die Daten fritherer Untersuchungen, die zeigen konnten,
dass GSM-Behandlung die Anzahl der Plaques reduzieren kann, jedoch nur geringere Effekte auf
die Plaquegrofie hat (Rogers et al. 2012). GSMs scheinen die Menge der langeren AB-Spezies so
weit zu reduzieren, dass die kritische Konzentration zur Bildung von Nukleationskernen nicht
mehr erreicht wird und so keine neuen Plaques entstehen kénnen. Die verbleibenden Ap-Peptide

konnen sich aber immer noch an bestehende Plaques anlagern. Es muss also weiter untersucht
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werden, ob der Effekt der GSMs stark genug ist, um die pathogenen Ap-Mono-, Di- oder
Oligomere weit genug zu reduzieren, und so die Krankheit zu verhindern. Die longitudinalen
Daten haben gezeigt, dass bereits vorhandene Plaquepathologie die Wirksamkeit der
Behandlung verringert. Dies ist insofern von Bedeutung als eine schon fortgeschrittene
Krankheitsentwicklung in den entsprechenden Patienten als einer der wichtigsten Griinde fiir
die grofsteils negativen Ergebnisse der bisherigen klinischen Studien angenommen wird.

Obwohl in diesen Studien Sekretaseinhibitoren und anti-Ap-Antikérper getestet wurden, scheint
ein moglichst frither Therapiebeginn auch bei GSM-Studien von grofier Bedeutung zu sein.
Aktuell werden verschiedene GSMs in Phase-I-Studien getestet, um ihre Wirksamkeit im
Menschen und die Sicherheit der Behandlung zu testen. Die Versuche in gesunden Freiwilligen
zeigen, dass die aktuellen GSMs in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden und
dadurch die ABswo-und ABs2-Mengen im CSF der Probanden deutlich zu senken sowie die Mengen
der kurzen Spezies Az und APss zu erhohen (Kounnas et al. 2019, Ahn et al. 2020). Die
gemessenen, erhohten Mengen kiirzerer AB-Spezies zeigen, dass die praklinischen Ergebnisse
auf den Menschen {ibertragbar sind. Da aktuelle Studien dariiber hinaus keine Lebertoxizitat
nachweisen konnten, scheinen die derzeit klinisch getesteten GSMs deutlich weniger
Nebenwirkungen zu haben als altere Substanzen (Bursavich et al. 2016, Kounnas et al. 2019, Ahn
et al. 2020). Die Ergebnisse der hier vorgestellten Studie heben erneut die Bedeutung eines
moglichst frithen Beginns der Behandlung, vor oder zu Beginn der A{-Pathologie, hervor. In
klinischen Studien miissten also potenzielle Patienten behandelt werden, bei denen die Krankheit
noch nicht ausgebrochen ist. Allerdings bieten derzeit nur Studien mit FAD-Mutationstréagern
die Moglichkeit der sehr frithen Intervention. Daher sind die GSMs ein weiterer, potenzieller
Ansatz, der im Rahmen von Studien mit Kohorten des DIAN- oder API-Netzwerkes, in denen
aktuell AB-Antikorper untersucht werden (Reiman et al. 2011, Moulder et al. 2013, Trambauer et
al. 2020a), getestet werden konnte. Da die Behandlung mit GSMs anscheinend keine Effekte auf
schon existierende Plaques hat, konnte auch eine Kombination verschiedener Medikamente eine
mogliche Behandlungsstrategie sein. So konnten Antikorper gegen fibrillares oder oligomeres AP
die vorhandenen Plaques entfernen, wahrend gleichzeitig die Behandlung mit GSMs die

Produktion langerer AB-Spezies hemmt, wodurch keine neuen Plaques gebildet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass, entgegen vorheriger Publikationen,
besonders schwach aktive und verringert endoproteolysierte PS1-FAD-Mutanten noch geringe
Mengen des stark toxischen und aggregierenden Af4 produzieren und so gemafs der AH die
Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung auslosen kénnen. Im Weiteren wurde gezeigt, dass

diese und weitere ApPs-produzierende PS1-Mutanten die Positionierung des Substrats C99 im
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PS1 verdandern und so eine Fehlpositionierung erzeugen. Diese konnte eine wesentliche
Grundlage des destabilisierten Enzym-Substrat-Komplexes, und damit mitverantwortlich fiir die
geringere Prozessivitit der y-Sekretase und der damit einhergehenden stdrkeren Sekretion
langerer AB-Spezies sein. Der neue GSM RO7019009 ist in der Lage alle untersuchten Mutanten
zu modulieren und damit die Produktion beider langerer Spezies so zu verschieben, dass primér
nicht-toxische kurze A-Spezies sekretiert werden. Die Wirkung von GSMs ist dabei auch auf in
vivo-Modelle iibertragbar. So kann der GSM RO5506284 die de novo-Plaquebildung in transgenen
Maéusen hemmen. Die Ergebnisse geben Hoffnung, dass GSMs eine wirkliche Therapieoption
sein konnen und sogar Patienten, die von starken, Apss-assoziierten FAD-Mutationen betroffen

sind, mit Modulatoren behandelt werden konnen.
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3 Material und Methoden

Im Folgenden sind die verwendeten Methoden und die entsprechenden Materialien kurz

beschrieben. Im  Allgemeinen wurden Standardgerite des Laboralltags sowie

Standardchemikalien verwendet. Spezielle Chemikalien bzw. Gerdte sind gesondert im Text

erwahnt. Die verwendeten Losungen sind am Anfang der jeweiligen Methode aufgefiihrt.

3.1 Antikorper

Die folgende Tabelle enthilt die in dieser Arbeit genutzten Antikorper. Maus- und Ratte-

Antikorper sind monoklonal, wahrend Kaninchen-Antikorper immer polyklonalen Ursprungs

sind (Ausnahmen sind vermerkt).

Antikorper Epitop Spezies IB P Quelle/Referenz
PSIN PS1-NTF, AS 41-49 M 1:1000 - (Capell et al. 1997)
NT1 PS1-NTF, AS 41-49 M 1:2000 - Covance
2G7 PS1-NTF, AS 39-52 M 3 ug/ml - (Trambauer et al. 2020b)
PS1-CTF, 2,5 pg/
5E12 AS 313333 R ml - (Kretner et al. 2016)
PS1-CTF,
3027 AS 263-407 K 1:4000 - (Walter et al. 1997)
PS2-CTF, .
BI.HF5c¢ AS 297-356 M 1:2000 - (Steiner et al. 1999b)
N1660 NCT, AS 693-709 K 1 pg/ml - Sigma
6687 APPes, AS 675-695 K 1:1000 - (Steiner et al. 2000)
Y188 APP-CTF! K2 1:4000 - Abcam
22C11 APP, AS 66-81 M 1:5000 - Merck
3 ug/ml . .
2D8 AB, AS1-16 R 153 - (Shirotani et al. 2007)
2D8-Biotin AB, AS1-16 R - 1:1000¢ (Shirotani et al. 2007)
1:500- .
3552 AP, AS 1-40 K - 1:7500 (Yamasaki et al. 2006)
1:500-
4G8 AB, AS17-24 M - 1:2500 Covance
APss-Ruthenium AB! M - 1:8004 MSD
BAP24- F. Hoffmann La Roche
AR, AS 34-4 - 1: 4
Ruthenium B, AS 34-40 M 2000 (Brockhaus et al. 1998)
BAP15- F. Hoffmann La Roche
- - . 4
Ruthenium AP, AS 36-42 M 1:800 (Brockhaus et al. 1998)
ABs7(D2A6H) APs7, C-Terminus K2 - 1:1200¢ Cell Signaling
IBL-Af40 A, C-Terminus! K 2 ug/ml - IBL
IBL-AB42 A+, C-Terminus! K 2 pg/ml - IBL
IBL-AB4s A4, C-Terminus! K 2 ug/ml - IBL
Val50 AICDso M 5 ug/ml - Eli Lilly
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Antikorper Epitop Spezies IB IP Quelle/Referenz
Penta-His Hise-Peptid M 1:2000 - Qiagen
AT-8 PHF-Tau! M 1:2005 Thermo Scientific
a-Maus-HRP Maus IgG! z 1:5000 - Promega
a-Kaninchen-
1 1 . -
HIRP Kaninchen IgG V4 1:10000 Promega
a-Ratte-HRP Ratte IgG! V4 1:3333 - SantaCruz
a-Ratte-HRP Ratte IgG! z 1:3333 - Merck

AS: Aminosadure; IB: Immunblot; IP: Immunprazipitation; M: Maus; K: Kaninchen; R: Ratte; Z: Ziege
I genaues Epitop vom Hersteller nicht angegeben

2monoklonaler Antikorper

Sunverdiinnter Hybridomaiiberstand

#Verdiinnung fiir Elektrochemilumineszenz-Immunassays

SVerdiinnung fiir Inmunhistochemie

3.2 Zelllinien

Die folgende Tabelle enthilt die in dieser Arbeit genutzten Zelllinien. Im Fall der PS1-Mutanten

wurde in der Regel mit Einzelzellklonen gearbeitet.

Zelllinie Klon-Nr. | Resistenzen Transgene Referenz
HEK293sw unbekannt G418 APPsw (Citron et al. 1996)
Pool -
HEK293sw/PS1 WT 0018 | 5418 Zeocin | APPsw, ps1 wr | (Okochietal.
Klon 23 2000)
APPsw, .
HEK293sw/PS1 L166P | Klon12 | G418, Zeocin W (Moehlmann et al
PS1 L166P 2002)
APPsw, .
HEK293sw/PS1 Y2565 | Klon21 | G418, Zeocin W (Trambauer et al
PS1 Y2565 2020b)
APPsw, .
HEK293sw/PS1 V261F | Klon14 | G418, Zeocin W (Trambauer et al
PS1 V261F 2020b)
APPsw, .
HEK293sw/PS1 R278I Klon9 | G418, Zeocin W (Trambauer et al
PS1 R2781 2020b)
. APPsw, PS1 (Steiner et al.
HEK293sw/PS1 M292D | Klon2 | G418, Zeocin MaoaD 19990
APPsw, fro
HEK293sw/PS1 G382A | Klon2 | G418, Zeocin W (Pérez-Revuelta et
PS1 G382A al. 2010)
APPsw, i .
HEK293sw/PS1 D385A Pools | G418, Zeocin Sw. (Steiner et al
PS1 D385A 2000)
Pool APPsw, .
HEK293sw/PS1 L435F ©9% | G418, Zeocin Sw. (Kretner et al
Klon 10 PS1 L435F 2016)
(Herreman et al.
MEF PS1/2 DK Pool - -
S1/ O ools 1999)
MEF DKO PS1 WT Pools ; PS1 WT (Kretner et al.
2013)
MEF DKO PS1 L435F Pools ; PS1 L435F (Kre;gig)d al.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Primer und Plasmide

Zur Uberexpression in HEK293sw-Zellen wurden die entsprechenden PS1-Mutationen mittels
zielgerichteter Mutagenese (vgl. 3.3.2) in PS1-WT (in pcDNA3.1™/Zeo®), Invitrogen) eingefiihrt.
Folgende Tabelle enthélt die verwendeten Primerpaare. Die verdanderten Basen sind fett gedruckt

dargestellt.

Primer Sequenz
V261F-for GTGGCTTTTTTGTGTCCGAAAG
V261F-rev | CACAAAAAAGCCACTAAATCATATACTG

PS1 R278I, L435F und M292D enthaltende Plasmide waren bereits im Labor vorhanden und
konnten ohne weitere Modifikation zur Transfektion genutzt werden. PS1 Y2565 wurde mittels
BamHI/Xhol-Restriktionsverdau aus einem pcDNA4™/HisC-Vektor (Invitrogen) in
pcDNA3.1™/Zeo® subkloniert. Zur stabilen Expression von PS1 L435F Mutanten in MEF-Zellen

wurden das Konstrukt in den FU-AZeo Vektor umkloniert (Kuhn et al. 2010, Kretner et al. 2013).

3.3.2 Zielgerichtete Mutagenese von Vektoren

Durch zielgerichtete Mutagenese wurden mittels PCR ein oder mehrere Basenpaare der
zirkuldren Plasmid-DNA ausgetauscht. Hierbei wurden Primer verwendet, die schon die
gewliinschte veranderte Sequenz besaflen. Um die Spezifitit der Reaktion zu erhdhen, sollten die
Primer die betreffende Sequenz auf beiden Seiten mit mindestens 10 Basenpaare (Bp) flankieren.

Der Ansatz beinhaltete folgende Komponenten:

Reagenz Menge
Plasmid-DNA 10 ng
Vorwartsprimer (100 pmol/ul) 0,5 ul
Riickwértsprimer (100 pmol/pl) 0,5 ul
dNTP-Mix (10 mM) 0,4 pl
10x Reaktionspuffer 2ul
Pwo-Polymerase 1l

H:0 ad 20 pl
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Die Reaktion wurde mit folgendem Programm im PCR-Block inkubiert:

Schritt Dauer Temperatur Anzahl der
Zyklen
Initiale Denaturierung 5 min 95°C 1
Denaturierung 30s 95 °C
Primeranlagerung 50s 50-60 °Ct 16
Elongation 2 min/kBp? 68 °C
Abschlieflende Elongation | 2 min/kBp? 68 °C 1

1Die Anlagerungstemperatur hingt von der Schmelztemperatur (Tm) der Primersequenz ab. Ublicherweise wurde
Tm-5 °C genutzt.

Die Elongation benétigte 2 min/kBp erwartete Fragmentlange. Die abschliefende Elongation dauerte mindestens
so lange wie die vorangegangenen Elongationsschritte.

Nach der Reaktion wurde das Produkt mit 1 ul Dpnl fiir 1h bei 37 °C inkubiert um die

methylierte Ursprungs-DNA, nicht aber das neue Amplifizierungsprodukt, zu verdauen.

3.3.3 Transformation von DNA in E. coli
LB-Medium 1 % Bacto-Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 17,25 mM NaCl

Vor der Transformation wurden die entsprechenden kompetenten Zellen (vgl. 3.4.1) auf Eis
aufgetaut. 60 ul kompetente Zellen wurden mit 1 pl aufgereinigter DNA gemischt. Zur
Transformation nach zielgerichteter Mutagenese wurde die Halfte eines Dpnl-Verdauansatzes (in
der Regel ~10 pl) eingesetzt. Die Zellen wurden zuerst 20 min auf Eis und danach 60 s bei 42 °C
inkubiert. Nach kurzem Abkiihlen auf Eis wurde den Zellen 300 pl LB-Medium zugesetzt. Dann
wurde die Suspension fiir 30 min bei 37 °C geschiittelt. Etwa 250 pul der Suspension wurden auf

einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Selektionsantibiotikum verteilt und tiber Nacht bei

37 °C inkubiert.
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3.4 Proteinexpression in E. coli

3.4.1 E. coli-Linien

Zur Expression und Aufreinigung von C99 wurde das Konstrukt (in pQE60, Qiagen) in E. coli
BL21(DE3)ri-Zellen transformiert (Edbauer et al. 2003). Fiir die Expression der
photoquervernetzbaren C99-Bpa-Konstrukte wurden die Basentripletts der zu analysierenden
Aminosduren durch ein TAG-(Amber-)Stopcodon ersetzt. Diese Konstrukte wurden zusammen
mit pDule-pBpa, welches die Bpa-spezifische Aminoacyl-tRNA-Synthetase und die
entsprechende TAG-(Amber-)Suppressor-tRNA exprimiert (Chin et al. 2002), in E. coli Rosetta-
Zellen (Novagen) transformiert. In dieser Arbeit wurden die Positionen V44, T48, L49, L52 und
K54 analysiert (Konstrukte publiziert in (Fukumori & Steiner 2016)). Zur Préparation von

Plasmid-DNA wurden die entsprechenden Konstrukte in DH5a-Zellen transformiert.

3.4.2 Expression von C99

LB-Medium 1 % Bacto-Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 17,25 mM NaCl

Amp/Chlor-Medium LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin (1000x Stockldsung in 50 % Ethanol) und
15 pg/ml Chloramphenicol (1000x Stockldsung in Ethanol)

Amp/Tet-Medium LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin (1000x Stockldsung in 50 % Ethanol) und
5 ug/ml Tetracyclin (1000x Stocklosung in Ethanol)

IPTG 1 MIPTG in H2O

Tris-Puffer 2 M Tris-HCI pH 8,5

Bpa-Losung 50 mM p-Benzoyl-L-Phenylalanin (Bpa) in 1 M HCl

Zur Expression von C99 in BL21(DE3)ri-Zellen wurden 50 ml Vorkultur (Amp/Chlor -Medium)
mit den entsprechend transformierten Zellen angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt.
Am néchsten Tag wurde die Vorkultur in 800 ml Amp/Chlor-Medium verdiinnt und bei 37 °C
geschiittelt. Bei einer ODsw von 0,6 wurde die Expression mit IPTG (Endkonzentration 1 mM)
induziert und weitere 3-4 h geschiittelt. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (6000 g,
4 °C, 10 min) geerntet. Die Zellpellets wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.
Zur Expression von mit Bpa markiertem C99 wurden 50 ml Vorkultur der entsprechenden Zellen
in Amp/Tet -Medium angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die Vorkultur wurde am
nachsten Tag in 500 ml Amp/Tet-Medium verdiinnt und fiir 1 h bei 37 °C geschiittelt. Danach
wurde die Expression durch Zugabe von 300 ul IPTG, 5 ml Bpa-Loésung und 2,5 ml Tris-Puffer
induziert. Nach 6-7 h Expression bei 37 °C wurden die Zellen geerntet (6000 g, 4 °C, 10 min) und

entweder weiterverarbeitet oder bei 20 °C gelagert.
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3.4.3 Reinigung von C99

TE-Puffer 20 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA

Harnstoffpuffer 20 mM Tris-HClI pH 8,5; 6 M Harnstoff; 1 % Triton X-100; 1 % SDS; 1 mM CaCl;
100 mM NaCl

Verdiinnungspuffer 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl

Triton-Waschpuffer 20 mM Tris-HCI pH 8,5; 300 mM NaCl; 1 % Triton X-100

SDS-Waschpuffer 20 mM Tris-HCl pH 8,5; 300 mM NaCl; 0,2 % SDS

Imidazol-Waschpuffer 20 mM Tris-HCl pH 8,5; 300 mM NaCl; 0,2 % SDS; 20 mM Imidazol

Elutionspuffer 1 20 mM Tris-HCI pH 8,5; 300 mM NaCl; 0,2 % SDS; 100 mM Imidazol

Elutionspuffer 2 20 mM Tris-HCl pH 8,5; 300 mM NaCl; 0,2 % SDS; 500 mM Imidazol

Die Zellpellets (vgl. 3.4.2) wurden in 10 ml/g (Zellmasse) TE-Puffer resuspendiert. Die
Suspension wurde fiir 10 min auf Eis sonifiziert (30 s Puls/30 s Pause). Die unloslichen
Bestandteile wurden abzentrifugiert (17000 g, 12 °C, 10 min) und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde nochmals im gleichen Volumen TE-Puffer wie oben aufgenommen, 10 min auf Eis
sonifiziert (30 s Puls/30 s Pause) und erneut zentrifugiert (17000 g, 12 °C, 10 min). Das Pellet
dieses zweiten Zentrifugationsschritts wurde in 4 ml Harnstoffpuffer (inkl. PI ohne EDTA,
cOmplete EDTA-free, Roche) pro g des urspriinglichen Zellpellets resuspendiert und iiber Nacht
bei 4 °C rotiert. Am nachsten Tag wurden die unloslichen Bestandteile abzentrifugiert (17000 g,
12 °C, 10 min). Der Uberstand wurde 1:5 in Verdiinnungspuffer verdiinnt und mit 1 ml 50%iger
Suspension Ni-NTA-Agarose (Qiagen) fiir 1-2h bei RT rotiert. Danach wurde die Agarose
pelletiert (1000g, 4°C, 5min), im fiinffachen Agarosevolumen (2,5ml bei 1ml 50%iger
Suspension) in Triton-Waschpuffer resuspendiert und auf eine Leersdaule (Poly-Prep®
Chromatography Columns, Bio-Rad) gegeben. Die Triton-Waschfraktion wurde aufgefangen
und das Sdulenmaterial danach mit jeweils 5 Saulenvolumen (Agarosevolumen) SDS- und
Imidazol-Waschpuffer gewaschen. C99 wurde mit 3 Sdulenvolumen Elutionspuffer 1 eluiert und
die verbliebenen Reste danach mit 1 Sdulenvolumen Elutionspuffer 2 von der Saule geldst. Die
verschiedenen Fraktionen wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
und Coomassie-Farbung bzw. IB analysiert. Nach Bestimmung der Proteinmenge wurden die

geeignetsten Fraktionen aliquotiert und bei bei -80 °C gelagert.
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3.5 Zellkulturmethoden

3.5.1 Kultivierung von HEK293- und MEF-Zellen

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 in Dulbecos Modified
Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) mit 10 % fetalem Rinderserum (FBS, engl. fetal bovine serum),
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Je nach Resistenz der jeweiligen
Zelllinie (vgl. 3.2) wurden 200 pg/ml G418 (Geneticin, Invitrogen) und/oder 200 pg/ml Zeocin
(Invitrogen) als Selektionsantibiotikum zugesetzt.

MEEF-Zellen wurden ohne Zugabe von G418 oder Zeocin in supplementiertem DMEM kultiviert.

3.5.2 Transiente und stabile Transfektion

Transiente Transfektion

Zur Transfektion von HEK293- bzw. MEF-Zellen mit Lipofectamin®2000 (Invitrogen) wurden die
Zellen so ausgesat, dass sie am Tag der Transfektion etwa 70-80 % konfluent waren. Vor der
Transfektion wurde das Medium der Zellen gewechselt (DMEM ohne Selektionsantibiotika). Fiir
die Transfektion einer 10 cm-Schale wurden 40 ul Lipofectamin®2000 (Invitrogen) mit 1 ml
Optimem (Invitrogen) gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. 16 ug der zu transfizierenden
DNA wurden in 1 ml Optimem verdiinnt, nach 5 min Inkubation mit der Lipofectaminlosung
gemischt und weitere 20 min inkubiert. Danach wurde die Mischung vorsichtig auf die Zellen
gegeben. Nach 8-16 h wurde erneut das Medium gewechselt (DMEM ohne Selektionsantibiotika).
Am néchsten Tag (nach 16-18 h) wurde das konditionierte Medium zur Analyse der sekretierten

Proteine gesammelt und die Zellen zur Expressionsanalyse geerntet.

Stabile Transfektion

Zur Selektion stabil transfizierter Klone wurden dem Medium beim Mediumwechsel nach 8-16 h
Selektionsantibiotika zugegeben. Dabei wurde die doppelte der zur normalen Kultivierung
eingesetzten Menge eingesetzt. Im Fall der Transfektion von PS1-Konstrukten (in
pcDNA3.1™/Zeo®) wurde Medium mit 400 pg/ml Zeocin verwendet. Nach 16-24h in
Selektionsmedium wurden die Zellen je zweimal 1:4 (fiir gepoolte Klone), 1:100, 1:200 und 1:500
(zur Selektion von Einzelzellklonen) gesplittet. Zur Selektion von gepoolten Zellklonen wurden
die Zellen etwa eine Woche wachsen gelassen und dann weiter kultiviert. Die hoher gesplitteten
Zellen wurden so lange wachsen gelassen, bis einzelne Kolonien sichtbar waren. Diese wurden

einzeln in neue Schalen iiberfiithrt und weiter kultiviert.
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3.5.3 Sammeln der sekretierten Proteine und Behandlung mit GSMs

Um die Proteinsekretion verschiedener Zelllinien zu analysieren, wurden diese so gesplittet, dass
sie abends etwa zu 70-80 % konfluent waren. Dann wurde das Medium gewechselt (DMEM ohne
Selektionsantibiotika; Mengen siehe untenstehende Tabelle) und iiber Nacht (16-18 h) auf den
Zellen gelassen. Am ndchsten Tag wurde das konditionierte Medium geerntet. Verbliebene
Zellreste wurden abzentrifugiert (16000 g, 4 °C, 10 min) und das konditionierte Medium dann

entweder direkt analysiert (z.B. per IB, ELISA, ECL-IA oder Massenspektrometrie) oder bei -20 °C

gelagert.
Grofle des Menge des Uber-
Zellgefafies Nacht-Mediums
15 cm-Schale 10 ml
10 cm-Schale 5ml
6er Multititerplatte 1 ml/Napfchen
24er Multititerplatte 500 pl/ Napfchen

Zur Analyse der Wirkung verschiedener GSMs auf die Sekretion der Zellen wurde dem fiir den
Mediumwechsel verwendeten Medium die gewiinschten Menge GSM bzw. die entsprechende
Menge DMSO als Kontrolle zugesetzt. Die in dieser Arbeit verwendeten Modulatoren sind
zusammen mit ihrem entsprechenden ICso beziiglich AB« in der nachfolgenden Tabelle

aufgefiihrt. Die Strukturen der Modulatoren sind in Abb. 13 dargestellt.

Modulator ICso fiir AB4+2 in HEK293sw-Zellen
RO-02 15 nM (Ebke et al. 2011)

RO5506284 16 nM (Brendel et al. 2015)

RO7019009 16 nM (Trambauer ef al. 2020b)
GSM-1 180 nM (Kretner et al. 2011)
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3.6 Proteinbiochemische Methoden

Die folgende Tabelle fasst die hier untersuchten Proteine sowie die dafiir genutzte Methode und

das entsprechende Ausgangsmaterial zusammen. Die Methoden werden im Folgenden genauer

beschrieben.
Untersuchte Proteine Ausgangsmaterial Methodik
PS1/2, NCT, Calnexin, APP (FL, .
AICD, CTFs) Gesamtzelllysat (STEN) direkter IB
sekretiertes Gesamt-A{3/-sAPP konditioniertes Medium direkter IB
A7, Afss, ABs9, APw, APs, APss | konditioniertes Medium | IP + IB, Massenspektrometrie
PS1/2, C99, Gesamt-Ap, AICD Membranassay direkter IB
ABss, AP0, APaz, AP konditioniertes Medium ELISA
konditioniertes Medium
ABs7,ABss, AP, A ! ECL-TA
Per, s, AP, APz Mausgehirn ¢
Photoquervernetzte C99- ?99—Bpa/PSl— Affinititsisolierung+ TB
Bpa/PS1-Komplexe, C99-Bpa Bindungsassays

3.6.1 Gesamtizelllysat

PBS 140 mM NaCl; 10 mM Na:HPOs; 17,5 mM KH2POs; 27 mM KCl; pH 7,4
STEN-Lysepuffer 50 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1 % NP-40

Die analysierten Proteine wurden, falls nicht anders angegeben, in STEN-Lysaten analysiert. Um
adharente HEK293- oder MEF-Zellen zu ernten, wurden diese in der Zellkulturschale zuerst mit
kaltem PBS gewaschen und danach in PBS abgeschabt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1000 g,
4°C, 5min) und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde dann in dem entsprechenden
Lysepuffer inkl. PI (cOmplete, Roche) resuspendiert (500 pl/konfluente 10 cm-Schale) und fiir
20 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die unldslichen Bestandteile abzentrifugiert (16000 g,
4°C, 10 min). Die zu analysierenden Proteine befinden sich im Uberstand. Vor der weiteren
Analyse wurde der Proteingehalt der Probe mittels Bicinchoninsdure-Assay (Interchim)

bestimmt.

3.6.2 Praparation von Membranfraktionen

Hypotonischer Puffer 15 mM Na-Citrat pH 6,4

Die Zellen wurden, wie in 3.6.1 beschrieben, in PBS abgeschabt und pelletiert. Das Zellpellet
wurde dann in hypotonischem Puffer inkl. PI (cOmplete, Roche) resuspendiert
(850 ul/konfluente 10 cm-Schale). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Suspensionen mit
hypotonischem Puffer auf eine ODesn von 2 eingestellt. Die Suspension wurde 10 min auf Eis
inkubiert und dann in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen wurden erst bei RT dann auf
Eis langsam aufgetaut. Danach wurde die Probe zehnmal durch eine 0,6 mm-Kaniile aufgezogen.

Nicht lysierte Zellen wurden abzentrifugiert (1000 g, 4 °C, 15 min). Um die Membranen zu
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pelletieren wurde der Uberstand erneut zentrifugiert (16000 g, 4 °C, 45 min). Die Membranpellets

wurden danach entweder direkt weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert.

3.6.3 Aktivitatsassays mit CHAPSO-solubilisierten Membranfraktionen

CHAPSO-Citrat-Puffer 1 % CHAPSO; 150 mM Na-Citrat pH 6,4
Citrat-Puffer 150 mM Na-Citrat pH 6,4
2x Assay-Puffer 150 mM Na-Citrat pH 6,4; 1 mg/ml Phosphatidylcholin; 20 mM DTT; 0,2 mg/ml BSA

Zur Herstellung des CHAPSO-Membranlysats wurden die Membranpellets (vgl. 3.6.2) in
CHAPSO-Citrat-Puffer inkl. PI (cOmplete, Roche) resuspendiert (100 ul/10 cm-Schale) und fiir
20 min auf Eis inkubiert. Danach wurde die Probe bei 100000 g fiir 30 min zentrifugiert um die
unldslichen Bestandteile vom Membranlysat zu trennen.

Die folgende Tabelle enthidlt die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes fiir den

Aktivitatsassay zur Spaltung von rekombinantem C99:

Reagenz Menge
CHAPSO-Membranlysat 5ul
Citrat-Puffer (+PI) 5ul
2x Assay-Puffer (+PI) 10 pl
C99 <1l
Inhibitor/DMSO <1l

Die finale C99-Konzentration betrug 0,5-2 uM. Die Probe muss soweit vorverdiinnt werden, dass
die SDS-Konzentration im Assay unter 0,008 % liegt. Fiir einen aussagekraftigen Assay werden
zusatzlich zu den Proben und einer Positivkontrolle (DMSO) noch zwei Negativkontrollen
bendtigt. Eine Probe wurde, anstatt bei 37 °C, bei 4 °C inkubiert, um die Spaltung durch die y-
Sekretase zu verhindern. Bei einer weiteren wurde die Spaltung von C99 durch die Zugabe von
2 uM des GSI L-685,458 (InSolution™ vy-Secretaseinhibitor X, Merck) inhibiert. Die Proben
wurden, exklusive der 4 °C Kontrolle, fiir 16-18 h bei 37 °C inkubiert. Nach Abschluss des Assays

wurde die Produktion von AICD und A mittels direktem IB analysiert.

3.6.4 Analyse von sekretiertem AR

3x Laemmli-Harnstoff-Probenpuffer 188 mM Tris-HCl pH 6,8; 6 % SDS; 30 % Glycerin; 7,5 % (3-Mercapto-
ethanol; 6 M Harnstoff; Bromphenolblau

STEN-NaCl 50 mM Tris-HCl pH 7,6; 500 mM NaCl; 2 mM EDTA; 0,2 % NP-40

STEN-SDS 50 mM Tris-HCl pH 7,6; 150 mM NaCl; 0,1 % SDS; 2 mM EDTA;
0,2 % NP-40

STEN-Puffer 50 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 0,2 % NP-40

2x HTB-Probenpuffer 720 mM BisTris; 320 mM Bicin; 2 % SDS; 5 % {3-Mercaptoethanol;

30 % Saccharose; Bromphenolblau
Von HEK293sw- bzw. MEF-Zellen sekretiertes A3 wurde in konditioniertem Medium analysiert
(vgl. 3.5.3). Zur Untersuchung des gesamten sekretierten Ap wurde der Uberstand direkt mit

Laemmli-Harnstoff-Probenpuffer versetzt und per IB analysiert. Um die Zellzahl in
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verschiedenen Bedingungen miteinzubeziehen, wurde auf dem gleichen Gel zusatzlich sAPP
analysiert. Um die Sekretion von Af in den verschiedenen Bedingungen zu vergleichen, wurde
das Verhaltnis Ap/sAPP gebildet.

Um die einzelnen AB-Spezies zu bestimmen, wurden diese zuerst per IP aufkonzentriert. Dafiir
wurde dem konditionierten Medium nach der Zentrifugation 2 pul AB-Antikorper (3552) sowie
18 ul Protein A-Sepharose (PAS) zugegeben und die Mischung fiir 1 h bei RT bzw. iiber Nacht
bei 4 °C geschiittelt. Danach wurde die PAS abzentrifugiert (bei jedem Schritt 1000 g, 4 °C, 1 min)
und jeweils einmal mit je 1 ml STEN-NaCl, STEN-SDS und STEN-Puffer gewaschen. Nach dem
letzten Schritt wurde die PAS nochmals abzentrifugiert, die komplette Fliissigkeit abgenommen
und 20 pl 1,5x HTB-Probenpuffer zugegeben. Die Proben wurden dann auf ein Harnstoff-Tris-
Bicin-Gel geladen und per IB analysiert (vgl. 3.6.6).

3.6.5 Photodffinitatsmarkierungsassay mit C99-Bpa

CHAPSO-Lysepuffer 50 mM Hepes pH 7,5; 150 mM NaCl; 5 mM CaClz; 5 mM MgCl;,
1 % CHAPSO
Lysepuffer 50 mM Hepes pH 7,5; 150 mM NaCl; 5 mM CaClz; 5 mM MgClz
Dissoziationspuffer 50 mM Tris-HCI pH 8,5; 500 mM NaCl; 5 mM CaClz; 5 mM MgClz;
1 % SDS; 2 M Harnstoff
2x Imidazol-Probenpuffer 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 4% SDS; 20% Glycerin; 5% §-

Mercaptoethanol; 4 M Harnstoff; 200 mM Imidazol; Bromphenolblau

PS1 WT oder Mutanten- {iberexprimierende HEK293sw-Zellen wurden in CHAPSO-Lysepuffer
inkl. PI (cOmplete EDTA-free, Roche) resuspendiert und 1 h auf Eis lysiert. Dafiir wurden die
Zellen einer konfluenten 15 cm-Schale in 300 pl Lysepuffer aufgenommen. Die Proben wurden
kurz zentrifugiert (16000 g, 4 °C, 1 min), um nicht lysierte Zellen zu entfernen. Der Uberstand
wurde dann fiir 90 min bei 100000 g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Dann wurde der
Uberstand mit Lysepuffer inkl. PI (cOmplete EDTA-free, Roche) auf 0,3 % CHAPSO verdiinnt.
Dabei wurde das durch die Zelllyse gewonnene Zusatzvolumen beriicksichtigt um nicht zu stark
zu verdiinnen. Ein Teil des Lysats (etwa 20 ul) wurde als Kontrolle direkt mit 2x Imidazol-
Probenpuffer versetzt uns spater weiter verdiinnt (s.u.).

Das aufgereinigte Bpa-markierte C99 (vgl. 3.4.3) wurde schnell bei 37 °C (etwa 1 min) aufgetaut.
Dann wurden 1,4 ul C99 mit 70 ul Lysat gemischt und 1h bei 4 °C im Dunkeln geschiittelt.
Danach wurde zu den Negativkontrollen, welche nicht mit UV-Licht bestrahlt wurden, das
doppelte Volumen (140 ul) Dissoziationspuffer gegeben um die Proben zu denaturieren. Die
restlichen Proben wurden auf Eis fiir 30 min mit 365 nm bestrahlt. Der Abstand zwischen UV-
Lampe und Probe betrug etwa 1 cm. Nach der Bestrahlung wurden auch diese Proben mit 140 pl
Dissoziationspuffer denaturiert. Allen Proben wurden danach 20 pl Ni-NTA-Agarose (Qiagen)
zugegeben, um den Hiss-getaggten PS1/C99-Komplex abtrennen zu konnen. Die Proben wurden

fiir 1 h bei RT geschiittelt. Danach wurde die Agarose bei 2200 g (1 min, RT) abzentrifugiert und
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der Uberstand verworfen. Die Agarose wurde danach je zweimal mit 140 pl und anschliefend je
dreimal mit 210 ul Dissoziationspuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde mit
einer Spritze die komplette Fliissigkeit abgenommen und 15 pl 2x Imidazol-Probenpuffer
zugegeben. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde die Hélfte des Ansatzes auf ein Bis-Tris-Gel
geladen und mittels SDS-PAGE und IB analysiert. Als Kontrolle wurde zusétzlich verdiinntes
CHAPSO-Lysat (inkl. 2x Imidazol-Probenpuffer) geladen. Dabei wurden die Proben so verdiinnt,
dass am Ende 4 %, 1,6 % und 0,32 % der eingesetzten 70 ul geladen wurden. Um die Menge des
eingesetzten Bpa-markierten C99 zu kontrollieren wurde 1/10 des Ansatzes auf ein 15 %-Tris-

Glycin-Gel geladen und mittels SDS-PAGE und IB analysiert.

3.6.6 Proteinanalyse mittels SDS-PAGE und Immunblot

3x Laemmli-Harnstoff-Probenpuffer 188 mM Tris-HCl pH 6,8; 6 % SDS; 30 % Glycerin; 7,5 % {3-Mercapto-
ethanol; 6 M Harnstoff; Bromphenolblau

Bei der Proteinanalyse durch SDS-PAGE wurden die Proteine der Grofie nach aufgetrennt. Zur
Visualisierung wurden die Proteine danach entweder gefdarbt oder per IB auf eine Membran
transferiert und mit Hilfe spezifischer Antikorper detektiert. Verschiedene Gele bzw. Laufpuffer
beeinflussen das Trennverhalten der Proteine. Daher wurden unterschiedliche Proteine auf
unterschiedlichen Gelen analysiert. Sofern nicht anders angegeben wurden die Proben in
Laemmli-Harnstoff-Probenpuffer aufbereitet. Im Folgenden werden die verschiedenen Gel-

Systeme kurz beschrieben.

Tris-Glycin-Harnstoff-Gele

4x Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl pH 8,8; 0,4 % SDS
4x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 0,4 % SDS
Tris-Glycin-Laufpuffer 25 mM Tris-HCL; 200 mM Glycin; 0,1 % SDS

12 % Tris-Glycin-Harnstoff-Gele wurden genutzt, um PS1/2 und Calnexin zu untersuchen. Die

folgende Tabelle enthilt die Mengenangaben fiir jeweils 2 Gele.

Reagenz 12 % Trenngel | Sammelgel
8 M Harnstoff 6,8 ml 2,5 ml
H0 2,9 ml 0,9 ml
4x Trenngelpuffer 5,85 ml -
4x Sammelgelpuffer - 1,25 ml
Acryl-/Bisacrylamid 4,9 ml 0,5ml
(37,5:1; 40 %)
10 % APS 45 ul 15 ul
TEMED 45 ul 15 pl
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Tris-Glycin-Gele

Tris-Glycin-Gele wurden genutzt, um NCT und rekombinantes C99 zu analysieren. Zur besseren
Trennung von glykosyliertem und nicht-glykosyliertem NCT wurde es auf 8 %-Gelen analysiert,
wihrend fiir C99 15 %-Gele genutzt wurden. Die Mengenangaben in der folgenden Tabelle sind

ausreichend fiir jeweils 2 Gele.

Reagenz 8 % Trenngel | 15 % Trenngel | Sammelgel
H0 12,9 ml 8,8 ml 3,4 ml
4x Trenngelpuffer 5,6 ml 5,85 ml -
4x Sammelgelpuffer - - 1,25 ml
Acryl-/Bisacrylamid 47 ml 8,8 ml 0,5ml
(37,5:1; 40 %)
10 % APS 45 ul 45 ul 15 ul
TEMED 45 ul 45 ul 15 ul

Tris-Tricin-Gele (10-20 %, Invitrogen)

Tris-Tricin-Laufpuffer 100 mM Tris; 100 mM Tricin; 0,1 % SDS
Die kommerziellen Tris-Tricin-Gradientengele wurden genutzt, um kleine Proteine wie AICD
und AP zu analysieren oder wenn eine grofle Bandbreite von Proteingréfien auf einem Gel

untersucht werden sollte.

Bis-Tris-Gele (10 %, Invitrogen)

MOPS-Laufpuffer 50 mM Tris; 50 mM MOPS pH 7,7; 0,1 % SDS; 1 mM EDTA

Zur Analyse der photoquervernetzten PS1/C99-Bpa-Komplexe wurden kommerzielle 10 % Bis-
Tris-Gele verwendet. Da bei diesen Gelen die Wahl des Laufpuffers Auswirkungen darauf hat in
welchem Groflenbereich die Proteine am besten aufgetrennt werden, wurde fiir die Analyse der

50-70 kDa groflen Komplexe MOPS-Laufpuffer verwendet.

Harnstoff-Tris-Bicin-Gele (nach Wiltfang)

Trenngelpuffer 1,6 M Tris; 400 mM H2504

Spacergelpuffer 800 mM Bis-Tris; 400 mM H2SOx

Sammelgelpuffer 720 mM Bis-Tris; 320 mM Bicin

Kathodenpuffer 200 mM Bicin; 100 mM NaOH; 0,25 % SDS

Anodenpuffer 200 mM Tris; 50 mM H2SO4

2x HTB-Probenpuffer 720 mM BisTris; 320 mM Bicin; 2 % SDS; 5 % [-Mercaptoethanol; 30 % Saccharose;
Bromphenolblau

Modifizierte Harnstoff-Tris-Bicin-Gele (Wiltfang et al. 1997) wurden zur Trennung der einzelnen
ApB-Spezies verwendet. Je geringer die Acrylamid-Konzentration war, desto besser wurden die

Spezies untereinander aufgetrennt. Um A (4243 auftrennen zu kénnen, wurden Gele mit 8,5%igem
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Trenngel verwendet. Zur Analyse auf Harnstoff-Tris-Bicin-Gelen wurden die Proben in HTB-
Probenpuffer vorbereitet. Das Sammelgel wurde 1,2 cm hoch, das Spacergel 1,3 cm hoch

gegossen. Die Tabelle enthélt die Mengenangaben fiir zwei Gele.

Reagenz Trenngel (8.5 %) Spacergel Sammelgel
Harnstoff 96¢g - -
H0 3,25 ml 1,36 ml 0,81 ml
Trenngelpuffer 5ml - -
Spacergelpuffer - 2 ml
Sammelgelpuffer - - 1,5ml
20 % SDS 100 pl 20 ul 15 ul
Acry(ll'gil;sif;ﬁ?mld 4,25 ml 600 pl 675 ul
10 % APS 80 ul 16 ul 18 ul
TEMED 10 pl 4 ul 18 ul
Immunblot
Tris-Glycin-Blotpuffer 25 mM Tris-HCI; 200 mM Glycin
Blockpuffer 0,2 % I-Block (Tropix); 0,1 % Tween20 in PBS
TBS-Tween-Puffer 100 mM Tris-HCl pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Tween20

Beim IB werden die Proteine mittels eines elektrischen Feldes auf eine Membran iibertragen. Auf
dieser Membran kénnen dann die zu analysierenden Proteine mit spezifischen Antikorpern
detektiert werden. Die Gele wurden zusammen mit den Membranen fiir 1 h (400 mA) in einer
Blotkammer in Tris-Glycin-Blotpuffer geblottet. Dabei wurden die Proteine auf die Membran
iibertragen. Danach wurde die Membran fiir 1 h bei RT in Blockpuffer inkubiert. Dann wurde
der spezifische primére Antikorper (vgl. 3.1) in Blockpuffer verdiinnt und iiber Nacht bei 4 °C
auf die Membran gegeben und geschiittelt. Danach wurde die Membran dreimal fiir jeweils 5 min
mit TBS-Tween-Puffer gewaschen. Der entsprechende HRP-gekoppelte Sekundarantikorper
wurde in Blockpuffer verdiinnt und fiir 1 h bei RT auf die Membran gegeben. Die Membran
wurde wieder dreimal fiir 5 min mit TBS-Tween-Puffer gewaschen. Danach wurde das ECL-
Substrat (Pierce™ ECL Western-Blotting Substrate, Thermo Scientific) zugegeben und die Signale
der HRP auf der Membran per Rontgenfilm oder per CCD Kamera mit dem LAS-4000 Image
Reader (Fujifilm Life Sciences) detektiert. Die aufgenommenen Bilder wurden mit der Software
Multi-Gauge (V3.0) analysiert.

Da unterschiedliche Proteine bzw. Epitope teilweise sehr unterschiedlich erkannt wurden,
musste die Art der verwendeten Membran variiert werden. So wurden einige Proteine auf PVDF-
andere hingegen auf Nitrocellulose-Membranen analysiert. Bei manchen, vor allem kleineren,
Proteinen wurde die Nitrocellulose-Membran nach dem Proteintransfer fiir 4 min in PBS gekocht.

Die abschliefiende Tabelle fasst zusammen welche Proteine auf welchen Gelen, bzw. auf welchen
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Membranen analysiert wurden.

Analysiertes Protein Art des Gels Art der Membran
12 % Tris-Glycin-Harnstoff-Gel
PS1/2, Calnexin .I‘IS ] chm amnsto ¢ I.)VDF oder
Tris-Tricin-Gel (10-20 %) Nitrocellulose
8 % Tris-Glycin-Gel PVDF oder
NCT N i
Tris-Tricin-Gel (10-20 %) Nitrocellulose
APP (FL, AICD, CTFs), s o .
sekretiertes Gesamt-AB/-sAPP Tris-Tricin-Gel (10-20 %) gekochte Nitrocellulose
Getrennte A3-Spezies Harnstoff-Tris-Bicin-Gele (8,5 %) | gekochte Nitrocellulose
- 10 % Bis-Tris-Gel
Photoquervernetzte C99 gekochte Nitrocellulose
Bpa/PS1-Komplexe, (MOPS Laufpuffer)
C99, C99-Bpa 15 % Tris-Glycin-Gel gekochte Nitrocellulose

3.6.7 AB-Quantifizierung mittels Elekirochemilumineszens-Immunassay

ECL-Blockpuffer 1 % BSA; 0,05 % Tween20 in PBS pH 7,4
ECL-Waschpuffer 0,05 % Tween20 in PBS pH 7,4
Triton-Puffer 0,5 % Triton-X-100 in PBS pH7,4

Die Mengen von As7, A3ss, ABsw0 und A4 in konditioniertem Medium, z.B. zur Bestimmung von
ICs-Werten von GSMs, wurden mittels eines Elektrochemilumineszens-Immunassay (ECL-IA)
bestimmt. Die verschiedenen Ap-Spezies im Medium wurden zuerst mithilfe eines allgemeinen
ApB-Antikorpers (2D8-Biotin) an die Platte gebunden. Danach erfolgte die Detektion der
Lichtemission nach elektrischer Stimulation eines Ruthenium-Tags am speziesspezifischen
Sekundar-antikorper. Der markierte Afss-Antikorper wurde direkt von MSD bezogen, die
Antikorper gegen Aps;, APw (BAP-24) bzw. Afs (BAP-15) wurden entsprechend der
Herstellerangaben markiert (MSD GOLD SULFO-TAG NHS-Ester, MSD).

Mit Streptavidin beschichtete 96er Multititerplatten wurden mit ECL-Blockpuffer geblockt (1 h,
RT) und dann iiber Nacht mit biotinyliertem 2D8-Antikorper bei 4 °C inkubiert. Danach wurden
die Proben 3x je 5 min bei RT mit 100 pul ECL-Waschpuffer gewaschen. Je 75 ul konditioniertes
Medium wurden zusammen mit 25ul des jeweiligen in ECL-Blockpuffer verdiinntem
speziesspezifischen Antikorpers 2 h bei RT geschiittelt. Danach wurden die Proben erneut 3x je
5 min mit 100 pl ECL-Waschpuffer gewaschen. Zur Analyse wurden 100 pl Lesepuffer (MSD)
zugegeben und die Proben auf einem MSD Sector Imager 2400 Reader gemessen.
Konditioniertes Medium von HEK293sw bzw. PSl-iiberexprimierenden Zellen wurde in der
Regel unverdiinnt gemessen. Zur Analyse der A(3-Spezies aus zellfreien Aktivitdtsassays (siehe
3.6.3) wurden die Proben 1:25 in Triton-Puffer verdiinnt. Die A{3-Standards wurden entsprechend
der jeweiligen Charge verdiinnt (siehe untenstehende Tabelle). Ausgehend von dieser hochsten
Konzentration wurden durch eine 1:3-Verdiinnungsreihe sieben verschiedene Standard-

konzentrationen vorbereitet. Im Fall von Zellkulturmediun wurden die Ap-Standards in dem fiir
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die Zellen genutzten DMEM verdiinnt. Bei der Analyse von Aktivititsassays wurden die
Standards in dem fiir die Verdiinnung der Proben genutzten Triton-Puffer verdiinnt. Zur
Bestimmung von AP« wurden die Proben mittels ELISA analysiert (siehe 3.6.8). Fiir die

Quantifizierung von A3 aus Mausgehirn siehe 3.6.9.

. Hochste
Ap-Spezies Standardkonzentration
As7 7000 pg/ml
APss 12000 pg/ml
Ao 20000 pg/ml
ABe 18000 pg/ml

3.6.8 AB-Quantifizierung mittels ELISA

Fiir die quantitative Analyse von Ass, AB4w, A« und A aus konditioniertem Medium wurden
kommerzielle speziesspezifische AB-ELISAs (IBL) verwendet. Durch die hohe Sensitivitat des
Systems mussten die Proben teils sehr stark verdiinnt werden (1:10 — 1:2000 in Assaypuffer des
Herstellers). Da die unterschiedlichen untersuchten PS1-Mutanten sehr unterschiedliche Mengen
der einzelnen AQ-Spezies produzieren, wurden, anders als beim ECL-IA, zur Analyse der
einzelnen Spezies teils unterschiedliche Verdiinnungen genutzt um im linearen Bereich des
ELISAs zu bleiben.

Die Messungen wurden wie vom Hersteller angegeben durchgefiihrt. 100 ul entsprechend
verdiinntes konditioniertes Medium wurde iiber Nacht bei 4 °C auf mit speziesspezifischen
Antikorpern beschichteten Platten inkubiert um die jeweilige Ap-Spezies zu binden. Nach
mehrmaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der enzymgekoppelte Sekundarantikdrper
dazugegeben und 1 h bei RT abgedeckt geschiittelt. Die farbgebende Reaktion wurde mit Stopp-

Losung angehalten und die Absorption der Proben bei 450 nm gemessen.

3.6.9 Sequenzielle AB-Exiraktion aus Mausgehirn

DEA-Puffer 1 % Diethylamin; 50 mM NaCl

Harnstoff-Puffer 9 M Harnstoff; 50 mM Tris-HCl pH 7,4

Assaypuffer 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 60 mM NaCl

ECL-Blockpuffer 2 5 % BSA; 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 60 mM NaCl; 0,1 % Tween20
ECL-Waschpuffer 2 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 60 mM NaCl; 0,1 % Tween20

Die bei -80 °C eingefrorene Gehirnhemisphere wurde im neunfachen Volumen DEA-Puffer (inkl.
PI, cOmplete, Roche) homogenisiert, 3 h auf Eis inkubiert und danach 1 h bei 100000 g bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Um das
unlosliche A zu extrahieren wurde das Pellet in 1 ml Harnstoff-Puffer resuspendiert und 30 min
bei RT inkubiert. Die Probe wurde 1 h bei 100000 g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand bei -

80 °C gelagert.
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Afss, AP und APs in der 16slichen (DEA) bzw. unldslichen (Harnstoff) Fraktion wurden mittels
ECL-IA (vgl. 3.6.7) bestimmt. Anstatt der dort beschriebenen Block- und Waschpuffer wurden
die hier beschriebenen verwendet. Die Proben der Harnstoff-Fraktion wurden vor der Messung
1:10 mit Assaypuffer verdiinnt. Die AB-Standards (vgl. 3.6.7) wurden in Assaypuffer mit 10 %
Harnstoff-Puffer und 6 % FBS verdiinnt.

3.6.10 AB-Analyse mittels Massenspekirometrie

TE-MS-Puffer 125 mM EDTA; 750 mM Tris-HCI pH 8

IP-MS-Puffer 140 mM NaCl; 0,1 % N-octyl-Glycopyranosid; 10 mM Tris-HCl pH 8; 5 mM EDTA

MS-Matrix 50 % Acentonitril, 0,3 % Trichloressigsdure in H:0; gesittigt mit a-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure

Zur Analyse der Ap-Sekretion von PS1-Mutanten mit normaler Aktivitdit wurde 1 ml
konditioniertes Medium einer 10 cm-Schale genutzt, bei Mutanten mit Aktivitatsverlust wurde
das komplette Medium einer 10 cm-Schale verwendet. Dem konditionierten Medium wurden
40 pl/ml TE-MS-Puffer zugesetzt. Fiir die IP von AP wurden 15 ul Protein G-Sepharose (PGS)
und 5 pl 4G8 Antikorper zugesetzt und fiir 1 h bei RT bzw. iiber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Die
PGS wurde 3x mit je 1 ml IP-MS-Puffer und danach 3x mitje 1 ml ddH>O gewaschen (dazwischen
jeweils Zentrifugation bei 1000 g, 4 °C, 1 min). Nach dem letzten Waschschritt wurde mit einer
Spritze die komplette Fliissigkeit entfernt. Danach wurde die Probe bis zur Analyse bei -20 °C
gelagert.

Vor der Analyse wurde die MS-Matrix vorbereitet. Dafiir wurde 0,6%ige Trichloressigsaure 1:2
mit Acetonitril verdiinnt. Der Mischung wurde eine Spatelspitze a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
zugegeben. Dann wurde die Mischung 10 min bei 37 °C geschiittelt, um eine geséttigte Losung
herzustellen. Nach Ende der Inkubation wurde die nicht geldste Zimtsdure abzentrifugiert. 10 pl
der MS-Matrix wurden auf die PGS gegeben und kurz vermischt um die A3-Peptide zu eluieren.
Die Sepharose wurde kurz abzentrifugiert. Danach wurden 3x je 0,4 ul des Uberstands auf eine
MALDI-Stahlplatte pipettiert. Die Proben wurden dann auf einem 4800 MALDI-TOF/TOF-
Massenspektrometer (Applied Biosystems/MDS SCIEX) gemessen und mit der Software

DataExplorer™ (V4.8, Applied Biosystems) analysiert.
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