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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Charakteristika der Alzheimer-Krankheit

Der Neurologe Alois Alzheimer berichtete im Jahre 1906 erstmals iiber eine Erkrankung des
Gehirns, welche er ,,prisenile Demenz* nannte (Alzheimer, 1907). Diese nachfolgend nach
ithm benannte Krankheit trifft hauptsdchlich Menschen hoheren Alters und ist mit einem
fortschreitenden Verlust der mentalen Fiahigkeiten verbunden. Die betroffenen Patienten
leiden an progressivem Geddchtnisverlust, kognitiven Beeintrachtigungen und
Personlichkeitswandel. Das Risiko an der Alzheimer-Demenz zu erkranken steigt mit
zunehmendem Alter drastisch an. Die mittlere Prdvalenzrate aller Demenz-Formen in
Deutschland betrdgt 1,2% bei iiber 65-Jdhrigen, wihrend sie bei iiber 90-Jdhrigen bei 34,6%

liegt (Quelle: www.deutsche-alzheimer.de). Der Anteil der Alzheimer-Krankheit an den

Demenzen wird auf etwa zwei Drittel aller Demenzen geschétzt, eine eindeutige Diagnose
dieser weltweit hdufigsten Form der Demenz ist jedoch lediglich mittels einer histologischen
Hirnuntersuchung post mortem moglich (Jellinger, 2005; Selkoe, 2001a). In Deutschland
leiden schitzungsweise 1,2 Millionen Patienten am Morbus Alzheimer (Quelle:

http://www.neuro24.de/alzhei.htm, Stand 2006).

Die Alzheimer-Krankheit stellt eine &dtiologisch heterogene Gruppe von neuropathologisch,
sowie klinisch sehr &hnlichen Krankheitsbildern dar und zdhlt zu den neurodegenerativen
Krankheiten. Diese Krankheiten sind charakterisiert durch Ablagerungen der Proteine
Amyloid-f (AP) und Tau im Gehirn (Braak et al., 1996). Neuropathologisch fiihrt die
Alzheimer-Krankheit zu einem massiven Neuronen-Verlust im limbischen System und im
zerebralen Kortex. Bedingt durch die damit verbundene Atrophie kann das Gehirn einen

Gewichtsverlust von bis zu 60% erleiden (siche Abb. 1).

Abbildung 1 A) Darstellung des Gehirn eines gesunden Menschen und B) eines
Alzheimer-Patienten (Kriesten, 2003)
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Die Alzheimer-Krankheit ist charakterisiert durch intra- und extrazelluldre unlosliche,
proteinhaltige Ablagerungen in Hippokampus, GroBhirnrinde und Hirnstamm, (Alzheimer,
1907; Katzman, 1986; Reisberg et al., 1983b). Als ein pathologisches Merkmal treten
neurofibrillire Biindel (,,neurofibrillary tangles®) auf, die aus dem krankhaft verdnderten
hyperphosphorylierten Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau bestehen, welches in Neuronen
akkumuliert (Goedert et al., 1991; Grundke-Igbal et al., 1986; Trojanowski and Lee, 1994)
(siche Abb. 2B). Das Hauptaugenmerk der Forschung liegt jedoch auf dem Vorkommen von
extrazelluldren Ablagerungen, welche rundliche Lasionen mit einem Durchmesser von 20-120
um bilden, wobei deren Anzahl nicht mit dem Grad der Demenz korreliert (Dickson, 1997;
Masters et al., 1985b) (siche Abb. 2A). Diese Lidsionen bestehen hauptsidchlich aus
Ablagerungen des Amyloid-B-Proteins (AB) und werden demzufolge als Amyloid-Plaques
bezeichnet (Glenner et al., 1984; Masters et al., 1985a). Der Hauptbestandteil der Plaques ist
eine leicht aggregierende 42-Aminosdure-lange Form des Amyloid-B (AP4y) (Jarrett et al.,
1993; Lansbury, 1997), wihrend ein kleinerer Anteil aus einer 40-Aminosdure-langen Form
(AP4o) besteht. Zusitzlich sind weitere N- und C-terminal verkiirzte oder verlangerte Formen
des AB-Peptids nachweisbar (Glenner et al., 1984; Masters et al., 1985b; Wang et al., 1996).
Die Ablagerungen sind aus unldslichen AB-Fibrillen zusammengesetzt, die eine p-Faltblatt-
Struktur ausbilden und daher mit Kongo-Rot anfirbbar sind. In Abhédngigkeit von der
Aggregationsform und Fibrillenbildung des Amyloid-Bs werden diffuse und senile Plaques
unterschieden, wobei die diffusen Plaques zeitlich friiher auftreten und auch bei idlteren
Menschen post mortem beobachtet werden konnen, bei denen keine Demenz-Anzeichen
festzustellen waren (Hardy and Selkoe, 2002; Von Braunmuhl, 1952). Deren limbische
Hirnrinden wiesen zwar einen erhohten Anteil an AB-Ablagerungen des diffusen Typs auf,
welche allerdings nicht aus Amyloid-Fibrillen bestehen und keinerlei neuritische und gliale
Zythopathologie erzeugen, wie dies bei senilen Plaques der Fall ist, worauf jedoch préziser
unter Kapitel 1.3 eingegangen wird (Dickson, 1997). Bei einem Teil der Alzheimer-Patienten
findet sich dariiber hinaus auch eine Ablagerung des Amyloid-Proteins in den zerebralen und
meningealen Blutgefdlen in Form eines vaskuldren Amyloids, welche als kongophile
Angiopathie bezeichnet wird und zu Hirnblutungen fiihren kann (Muller-Hill and Beyreuther,

1989).
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Abbildung 2: Histopathologische Charakteristika der Alzheimer-Krankheit

A) hochauflosende mikroskopische Aufnahme einer Silberfirbung seniler Plaques
unterschiedlicher GroBe (blaue Pfeile) B) Silberfairbung von neurofibrilliren Biindeln
(rote Pfeile) [Quelle: http:/library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS097.html]

1.2 Die Proteolyse des Amyloid-Vorliufer-Proteins als zentraler Prozess

in der Alzheimer-Krankheit

Ein fiir die Entstehung der Alzheimer-Krankheit wesentlicher Schritt ist die proteolytische
Spaltung des Amyloid-Vorldufer-Proteins APP (,,amyloid precursor protein®). Das Amyloid-
Vorldufer-Protein ist ein grofes Typ-I-transmembranes Glykoprotein, welches eine Ap-
Doméne enthélt, die mittels Proteolyse freigesetzt werden kann. Auf die Struktur und
Funktion von APP wird unter Kapitel 1.5 eingegangen. APP kann alternativ auf zwei
unterschiedlichen Wegen prozessiert werden, dem amyloidogenen Weg, bei dem A entsteht
und dem anti-amyloidogenem Weg, bei dem die Freisetzung des AB-Peptids durch einen
proteolytischen Schnitt in der AB-Region verhindert wird (Kang et al., 1987). Die beiden
Prozessierungswege unterscheiden sich demzufolge sehr in der Funktion ihrer Spaltprodukte,
welche im anti-amyloidogenen Weg zu Neuroprotektion und im amyloidogenen Weg zu
Neurotoxizitét fiihrt. Im gesunden Organismus finden beide Wege statt, jedoch sind bisher die
Mechanismen noch nicht eindeutig aufgeklirt, die der Entscheidung zugrunde liegen, welcher

Weg eingeschlagen wird (Haass et al., 1992b; Seubert et al., 1993; Shoji et al., 1992).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Prozessierung von APP

A) Schematische Darstellung der a-Sekretase (a)-, B-Sekretase (B)- und y-Sekretase-
Schnittstellen (y) in der AB-Sequenz (fett gedruckt). Die Zahlen iiber der Sequenz geben
die Aminosdure-Position der Schnittstellen an. PM: Plasmamembran

B) Schematische Darstellung des amyloidogenen und anti-amyloidogenen
Prozessierungsweges von APP (modifiziert nach (Haass and Steiner, 2002))

1.2.1 Die anti-amyloidogene Prozessierung generiert neuroprotektives APPsa

Die Proteolyse von APP durch Mitglieder der ADAM-Genfamilie (,,A Disintegrin And
Metalloprotease®) initiiert den anti-amyloidogenen oder auch nicht-pathogenen Weg. Die
ADAM-Proteasen ADAM-9, -10, -17, die auch als a-Sekretasen bezeichnet werden, spalten
APP vorrangig an der Plasmamembran, sind jedoch zum Teil bereits im Golgi aktiv (Allinson

et al., 2003; Buxbaum et al., 1998; Lammich et al., 1999; Skovronsky et al., 2000). APP wird

-8-
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dabei extrazelluldr an der Position Lys16/Leul7 innerhalb der AB-Region von der a-Sekretase
geschnitten, wodurch ein extrazelluldr sezerniertes, 10sliches N-terminales Spaltprodukt
(APPsa) und ein membransténdiges C-terminales Fragment einer Lédnge von 83 Aminosiuren
(CTFa, C83) entsteht (Esch et al., 1990; Oltersdorf et al., 1990; Selkoe, 1989; Sisodia et al.,
1990; Weidemann et al., 1989) (siche Abb. 3A/B). Sodann kann das C-terminale Fragment
durch Aktivitdt der y-Sekretase an der Plasmamembran, in spidten Endosomen, im trans-
Golgi-Netzwerk (TGN), aber auch im ER weiter prozessiert werden (Chyung et al., 2005; De
Strooper, 2003; Kaether et al., 2006; Pasternak et al., 2003; Vetrivel and Thinakaran, 2006).
Die y-Sekretase ist eine Aspartyl-Protease und stellt einen Komplex bestehend aus vier
Proteinen dar, Presenilin, Nicastrin, Pen2 (,,presenilin enhancer*) und Aphl (,,anterior
pharynx defective homolog®) (Edbauer et al., 2003). Die Spaltung mittels der y-Sekretase
erfolgt innerhalb der Transmembrandomine des Substrats, wobei fiir die Position des
Schnittes Lange und Struktur der Transmembrandomine entscheidend sind (Esler and Wolfe,
2001; Lichtenthaler et al., 2002; Wolfe et al., 1999). Die Prozessierung des CTFo von APP
durch die y-Sekretase resultiert in der Sekretion eines 3 kDa groflen Fragments (p3), welches
dem C-terminalen Teil der AB-Sequenz (Aminosduren 17-40/42) entspricht, und der Bildung
der APP-intrazelluliren C-terminalen Domine (AICD) (Haass et al., 1993; Haass et al.,
1992a; Seubert et al., 1992; Shoji et al., 1992) (siche Abb. 3A/B). Alternativ kann das
gesamte C-terminale Fragment iiber ein NPXY-Motiv internalisiert und in den Lysosomen
abgebaut werden.

Der neuroprotektive Effekt des anti-amyloidogenen Weges beruht auf dem Spaltprodukt
APPsa, welches selbst neuroprotektiv wirkt und die Erinnerungsleistung fordert (Furukawa et
al., 1996; Mattson et al., 1999; Meziane et al., 1998; Roch et al., 1994; Smith and Anderton,
1994; Stein et al., 2004). Dieser anti-amyloidogene Weg der APP-Prozessierung steuert der
Entwicklung der Alzheimer-Krankheit entgegen, da er nicht zur Generierung des Amyloid-f3s

fiihrt, was unter Kapitel 1.2.2 erlautert wird (Esch et al., 1990).

1.2.2 Die amyloidogene Prozessierung generiert neurotoxisches Amyloid-f

Alternativ zur Prozessierung durch die o-Sekretase kann APP von einer Pepsin-dhnlichen

Aspartylprotease (B-Sekretase) gespalten werden (Estus et al., 1992; Golde et al., 1992; Haass

et al., 1992a) (siche Abb. 3A/B). BACEI (,,3-site APP Cleaving Enzyme 1 oder memapsin2)

wurde im Jahre 1999 als die APP-prozessierende B-Sekretase identifiziert (Hussain et al.,

1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Der
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enzymatischen Spaltung durch die B-Sekretase geht die Internalisierung von APP {iber
Clathrin-vermittelte Endozytose von der Plasmamembran in die sauren Kompartimente der
Endosomen oder nachfolgendem Transport in das TGN voraus (Capell et al., 2000; Haass et
al., 1995a; Huse et al., 2000; Koo and Squazzo, 1994; Vassar et al., 1999). Die B-Sekretase
BACEl st ein komplex-glykosyliertes Typ-I-Transmembranprotein mit luminaler
enzymatischer Aktivitit (Charlwood et al., 2001; Haniu et al., 2000; Huse et al., 2000).
BACE1 wird ubiquitdir exprimiert, wobei die maximale Aktivitit dieser Protease in
neuronalem Gewebe nachweisbar ist (Haass et al., 1992a; Seubert et al., 1993). Nach der
Glykosylierung wird BACE1 schnell zum Golgi-Apparat und den Endosomen transportiert
(Creemers et al., 2001), wo im Rahmen des amyloidogenen Prozessierungsweges der [-
Sekretase-Schnitt von APP stattfindet (Haass et al., 1992a; Koo and Squazzo, 1994; Koo et
al., 1996). Dennoch ist ein Anteil aktiven BACE1 sowohl auf der Zelloberfldche, als auch im
TGN zu detektieren (Capell et al., 2000). Durch Aktivitdt von BACEI, das APP an Position 1
der AB-Sequenz schneidet, ensteht zundchst ein membranstindiges C-terminales Fragment
einer Lange von 99 Aminosduren (CTFB, C99), welches die gesamte AB-Sequenz beinhaltet,
sowie das losliche N-terminale Spaltprodukt APPsp (Golde et al., 1992) (siche Abb. 3A/B).
Die enzymatische Aktivitéit der y-Sekretase fiihrt anschlieend neben der Bildung der AICD
zur Freisetzung unterschiedlich langer proteolytischer Ap-Spaltprodukte in den
extrazelluliren Raum (Citron et al., 1996; Haass et al., 1993b; Zhong et al., 1994) (siche Abb.
3A/B). Die y-Schnittstellen sind zwar variabel, unter physiologischen Bedingungen variiert
die Lange des Amyloid-f3 zwischen 38 und 42, vorwiegend wird jedoch meist A4y generiert
(Dyrks et al., 1993; Haass et al., 1992a; Seubert et al., 1992). Der jeweilige y-Schnitt ist fiir
die nachfolgenden Aggregations-Eigenschaften des AB-Peptids duflerst relevant, worauf unter
Kapitel 1.3 eingegangen werden wird.

Da die enzymatische Spaltung von APP alternativ durch die a- oder die B-Sekretase erfolgt,
verhindert die Prozessierung von APP durch die a-Sekretase die Bildung von Amyloid-f3
(Buxbaum et al., 1998; Haass et al., 1995b; Skovronsky et al., 2000; Thinakaran et al., 1996).

Die beiden Sekretasen konkurrieren um dasselbe Substrat, wobei ungefahr 90% von APP
durch die a-Sekretase prozessiert werden (Skovronsky et al., 2000). Damit beeinflussen die
Aktivitaten der Sekretasen, die Affinitdten zum Substrat und die Zugénglichkeit zum Substrat
die Menge des gebildeten AB-Peptids. Gegenwirtig ist noch nicht im Detail geklart, welche
Mechanismen kontrollieren, ob der APP-Schnitt durch die a-, bzw. die B-Sekretase erfolgt.
Die Aktivierungen bestimmter Kinasen wie der MAP-Kinase oder der Protein-Kinase-C

erhohen den a-Schnitt (Allinson et al., 2003; Esler and Wolfe, 2001; Felsenstein et al., 1994;
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Hung et al., 1993; Huovila et al., 2005; Jacobsen et al., 1994). Bislang ist jedoch nicht

verstanden, wie diese Kinasen letztendlich zur verstdrkten a-Prozessierung fiihren.

1.3 Die Amyloid-Kaskade fiihrt zum Tod von Neuronen

Amyloid-f bildet mit seinen p-Faltblattfibrillen im Patienten den stark verdichteten
Amyloidkern der senilen Plaques (Busciglio et al., 1993; Golde et al., 1992; Haass et al.,
1992a; Seubert et al., 1993; Shoji et al., 1992) (sieche unter Kapitel 1.1). Dieser Amyloidkern
ist umgeben von verdnderten Neuriten, degenerierten Nervenzellkérpern und aktivierten
Mikrogliazellen (Braak et al., 1996; Pike et al., 1994). Die diffusen Plaques hingegen gelten
als Vorstufe der senilen Plaques und bestehen aus nicht-fibrilldiren, amorphen Ap-
Ablagerungen, welche lediglich A4, enthalten und nicht von verdnderten Neuronen oder
aktivierten Gliazellen umgeben sind (Giaccone et al.,, 1989). Obwohl das Auftreten von
Amyloid-Plaques im Gehirn einen eindeutigen Hinweis auf das Bestehen der Alzheimer-
Krankheit gibt, konnte in jiingster Zeit gezeigt werden, dass weder unldsliche fibrillare
Aggregate, noch monomere Formen des AB-Peptids primér neurotoxisch sind. Die toxische
Spezies scheinen 16sliche AB-oligomerische Intermediate zu sein, wihrend die Plaques
lediglich einen Speicher fiir reaktive AP-Oligomere bilden (Haass and Selkoe, 2007;
Kawasumi et al., 2002; Walsh et al., 2002). Abbildung 4 stellt die sogenannte Amyloid-
Kaskade dar, in der anfingliche Verdnderungen im Ap-Stoffwechsel, wie vermehrte Ap-
Bildung, reduzierter AB-Abbau, bzw. eine Verschiebung des AB-Gleichgewichts zugunsten
von APy, letztlich zu einer Neuronenschiadigung fithren (Hardy and Selkoe, 2002). A4, ist
gegeniiber enzymatischem Abbau widerstandsfahiger als die iibrigen AB-Spezies (Glabe,
2001). Zudem ist A4, aufgrund seiner C-terminalen Alanin- und Isoleuzin-Reste
hydrophober und somit in der Lage, sich zu 16slichen Oligomeren zusammenzulagern und
mikroskopisch sichtbare, diffuse AP4,-Plaques zu bilden, welche die Reizweiterleitung an
Synapsen beeintrachtigen (Hardy, 1992; Kamenetz et al., 2003; Selkoe, 1991; Selkoe, 1999;
Walsh et al., 2002). Diese diffusen Plaques konnen sich mittels AB-Fibrillenbildung in senile
Plaques umwandeln, worauthin Mikrogliazellen und Astrozyten eine lokale chronische
Neuroinflammation auslosen (McGeer and McGeer, 1995; Rogers et al., 1996). Experimentell
konnte nachgewiesen werden, dass Mikroglia durch Behandlung mit dem Ap-Peptid und
Interferon-y neurotoxische Faktoren sezernierten, wie beispielsweise TNFa, widhrend A-
behandelte Astrozyten verstirkt Zytokine und Wachstumsfaktoren sekretierten (Araujo and

Cotman, 1992; Gitter et al., 1995; Meda et al., 1995). Die zunechmende Schidigung der
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Neurone fithrt zu einer verdnderten Kinase- und Phosphataseaktivitit, woraufhin sich

neurofibrillire Biindel durch Tau-Hyperphosphorylierung bilden. Diese beiden Mechanismen

fiihren darauffolgend zum Funktionsverlust und Tod von Neuronen, was als unmittelbare

Ursache der Demenz angesehen wird (Hardy and Selkoe, 2002; Selkoe, 2001b; Sisodia and St

George-Hyslop, 2002).

- Erhéhung des Verhaltnisses AR,/ ABsy

- erh6hte AB-Bildung
- reduzierter AB-Abbau

Oligomerisierung von AB42 und Bildung

v

diffuser Plaques
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Oligomere auf die Synapsen- Funktion
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Abbildung 4: Vereinfachte schematische Darstellung der Amyloidkaskade

Der auslosende Faktor der pathologischen Ereignis-Kaskade, die schlieBlich zur
Entstehung der Alzheimer-Krankheit fiihrt, ist ein verstirktes Vorkommen von Ap,,.

[modifiziert nach (Hardy and Selkoe, 2002)]

1.4 Formen der Alzheimer-Erkrankung

Man kann in dem Auftreten der Alzheimer-Krankheit die Form der senilen, sporadischen

Alzheimer-Krankheit von der prédsenilen, autosomal-dominanten familidren Erkrankung

(FAD, ,,Familiar Alzheimer’s Disease‘) unterscheiden. Dariiber hinaus kategorisiert man die

Alzheimer-Krankheit nach dem Alter des Patienten, in dem sich die Erkrankung manifestiert.
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Sind typische Merkmale vor dem Erreichen des 65. Lebensjahres eindeutig nachgewiesen, so
spricht man vom ,,early onset* (frither Ausbruch), wahrend hingegen der ,,late onset™ (spiter

Ausbruch) eine Manifestation nach dem 65. Lebensjahr bedeutet (Jellinger, 2005).

1.4.1 Die sporadische Form der Alzheimer-Krankheit

Bei dem weitaus groBeren Anteil (95%) der Alzheimer-Patienten tritt die Krankheit
sporadisch auf. Die ersten klinischen Symptome manifestieren sich zumeist erst nach
Erreichen des 65. Lebensjahres, es handelt sich demzufolge um einen ,late onset der
Alzheimer-Erkrankung (Breitner and Folstein, 1984; Nee et al., 1983; Reisberg et al., 1983a).
Die Entstehung der sporadischen Form kann multifaktoriell bedingt sein, beispielsweise durch
Umweltfaktoren oder genetische Pridisposition, die im Falle der sporadischen Erkrankung
zwar nicht die Ursache der Krankheit sind, jedoch den Ausbruch beschleunigen und den
Verlauf beeinflussen kénnen. Der grofite Risikofaktor ist das Alter, gefolgt beispielsweise von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Fettleibigkeit, Typ2-Diabetes oder Artheriosklerose (Mayeux
et al., 2003).

Das Auftreten eines bestimmten Allels des Apolipoprotein-E (ApoE) als genetischer
Risikofaktor kann jedoch das Risiko eines ,,early-onsets* erhohen. ApoE, welches im ZNS an
der Regeneration und Degeneration neuronaler Zellen beteiligt ist, indem es die
Neuverteilung von Lipiden, Lipid-Abbauprodukten und Cholesterin ermoglicht, existiert in
drei Isoformen (E2, E3 und E4), welche durch drei verschiedene Allele kodiert werden. Die
ApoE4-Isoform ist in der Lage Amyloid- zu binden (Strittmatter et al., 1993). Liegt das
apoe4-Allel homozygot vor, kommt es zu einer verstiarkten AB-Aggregation, was das Risiko
erhoht frith an Alzheimer zu erkranken (Castano et al., 1995; Holtzman et al., 2000; Hyman et
al., 1996). Die molekulare Grundlage hierfiir ist noch nicht geklért.

1.4.2 Die familidre Form der Alzheimer-Krankheit

Verschiedene Einfliisse kdnnen eine verstiarkte APP-Prozessierung iiber den amyloidogenen
Weg bewirken und so das Risiko erhohen, an Alzheimer zu erkranken. Die Atiologie der
familidren Alzheimer-Demenz (FAD) ist zum Teil genetisch bedingt. Hiufig tritt diese Form
schon vor dem 50. Lebensjahr auf, in seltenen Féllen sogar schon vor dem 30. Lebensjahr
(Breitner and Folstein, 1984; Nee et al., 1983; Reisberg et al., 1983a). Bislang konnten neben
dem APP-Gen auf Chromosom 21 zwei weitere Gene identifiziert werden, die zur

Generierung von mehr Af4; und somit zur Ausbildung der Alzheimer-Pathogenese fiihren.
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Dabei handelt es sich um das Gen fiir Presenilin 1 (PS1) auf Chromosom 14 und Presenilin 2
(PS2) auf Chromosom 1. Insgesamt sind diese drei Gene an ca. 50 % aller FAD-Fille beteiligt
(Tanzi et al., 1996). Die familidre Form der Alzheimer-Krankheit konnte bislang in 300
Familien weltweit nachgewiesen werden (Blennow et al., 2006). Alle bislang bekannten
Genmutationen fordern die Bildung von amyloidogenen Plaques im Gehirn, jedoch nicht die
Bildung der neurofibrilldren Biindel. Dies bestdtigt die Amyloid-Kaskaden-Hypothese, dass
nidmlich ein Ungleichgewicht zwischen AB-Produktion und —Abbau im Gehirn das initiale

Ereignis ist, welches zur neuronalen Degeneration und Demenz fiihrt.

1.4.2.1 Mutationen im APP-Gen

Alle Alzheimer-verursachenden APP-Mutationen, die bislang identifiziert wurden, treten
entweder in oder nahe bei der AB-Region von APP auf. Mutationen der APP-Sequenz im
Bereich der B-Sekretase-Schnittstelle, die die Affinitdt zur B-Sekretase erhohen, konnen zu
einer hoheren Gesamtmenge an Amyloid-f fithren (Irie et al., 2005). Mutationen im Bereich
der y-Sekretase-Schnittstellen kdnnen zu einer Verschiebung des Verhiltnisses von A4 zu
A4, fiihren, welches starker aggregiert und somit leichter zur Plaque-Bildung fiihrt (Ancolio
et al., 1999; Makarova et al., 2004). Treten Mutationen innerhalb der AB-Sequenz auf, so

konnen diese zu verstirktem Aggregationsverhalten von Ay fiihren (Irie et al., 2005).

1.4.2.2 Mutationen im Presenilin-Gen

Neben den Mutationen im APP-Gen konnten zahlreiche Missense-Mutationen in den Genen
fiir Presenilin 1 und 2 identifiziert werden, die einen frithen Ausbruch der Alzheimer-
Krankheit in der fiinften bis sechsten Lebensdekade oder sogar frither verursachen (Levy-
Lahad et al., 1995; Sherrington et al., 1995). In Zellkulturmodellen, sowie in Tiermodellen
und Patienten konnte ein Einfluss von Mutationen im Presenilin-Gen auf die Prozessierung
von APP und die vermehrte Generierung des AP4,-Peptids gezeigt werden (Borchelt et al.,
1996; Citron et al., 1997; Haass, 1997; Haass and Steiner, 2002; Scheuner et al., 1996). Die
Mutationen in diesen Genen decken 20% der familidren Fille der Alzheimer-Krankheit ab

(Hyman and Tanzi, 1995).
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1.5 Allgemeine Charakterisierung des Amyloid-Vorliauferproteins

Die biochemische Analyse des Amyloid-Proteins fiihrte 1984 zur Isolierung eines 42-43
Aminosédure-langen Peptids als Hauptbestandteil der extrazelluldren Ablagerungen (Glenner
et al., 1984; Masters et al.,, 1985a). Ausgehend von der APB-Sequenz wurde das
Vorlauferprotein APP identifiziert (Goldgaber et al., 1987; Kang et al., 1987; Robakis et al.,
1987; Tanzi et al., 1987b). Mittlerweile sind verschiedene APP-mRNAs des mehr als 170 kb
umfassenden APP-Gens beschrieben, die durch alternatives Spleilen von vier der insgesamt
19 Exons entstehen (Kang et al., 1987; Kitaguchi et al., 1988; Ponte et al., 1988; Tanzi et al.,
1988; Yoshikai et al., 1990).

1.5.1 Isoformen und Struktur von APP

Humanes APP ist lokalisiert auf Chromosom 21 und umspannt mit 19 Exons eine Lénge von
ca. 3600 Basenpaaren. Es ist ein Typ-I-Transmembran-Protein, welches durch einen
extrazelluliren Aminoterminus, einen Transmembranbereich und einen intrazelluldren
Carboxyterminus gekennzeichnet ist (Dyrks et al., 1988; Kang et al., 1987) (siche Abb. 5).
APP zdhlt zu einer Proteinfamilie, die auch die APP-homologen Proteine APLP-1 und APLP-
2 (,amyloid precursor like protein®) umfasst, wobei diese keine AP-Domine enthalten
(Sandbrink et al., 1994; Sprecher et al., 1993; Wasco et al., 1992; Wasco et al., 1993). Die
verschiedenen Isoformen von APP werden nach der Anzahl der Aminosduren (AS) benannt
und besitzen eine Molmasse von ca. 100 bis 140 kDa. Als haufigste Translationsprodukte im
peripheren System wurden die Isoformen APP;7p und APP;s; beschrieben, welche eine
Doméne enthalten, deren Sequenz etwa 45% Homologie zu den Kunitz-TyplI-Serin-Protease-
Inhibitoren (KPI) aufweist (Kitaguchi et al., 1988; Ponte et al., 1988; Tanzi et al., 1988)
(sieche Abb. 5). APP; enthilt zusitzlich eine Domine, die Ahnlichkeiten mit dem MRC-OX-
2-Antigen auf Thymozyten aufweist (Clark et al., 1985). Die Isoformen APP7;o und APP7s,
werden im Gehirn vorwiegend von glialen Zellen exprimiert, wihrend die dominierende
Isoform im Gehirn des Menschen, APPgos, der die Domédnen KPI und OX-2 fehlen,
hauptséchlich von Neuronen exprimiert wird (Golde et al., 1990; Gray and Patel, 1993a; Gray
and Patel, 1993b; Kang et al., 1987; Kang and Muller-Hill, 1990; Neve et al., 1988; Tanzi et
al., 1987a).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der APP-Doméinenstruktur

N-terminal ist ein 17 AS groBles Signalpeptid (SP) lokalisiert, das die Translokation von
APP in das ER vermittelt. Darauf folgt eine Cystein-reiche Doméne, eine saure Doméne,
die Kunitz-Protease-Inhibitor-Doméne (KPI), die lediglich in den Isoformen APP;;, und
APP;s; enthalten ist, die OX-2-Doméne, die nur in APP;7 vorkommt, und die Amyloid-
B-Sequenz (AP). PM: Plasmamembran

Homologe APP-Formen wurden sowohl in Sdugern (APLP-1 und APLP-2), als auch in
Drosophila melanogaster (APPL) und Caenorhabditis elegans (APL-1) gefunden (Daigle and
Li, 1993; Rosen et al., 1989; Wasco et al., 1992; Wasco et al., 1993).

1.5.2 Funktion von APP

Bis heute liegen zwar bereits Erkenntnisse iiber die mogliche physiologische Funktion von
APP vor, es gibt jedoch lediglich Hinweise auf einige zum Teil sehr grundlegende potentiell
APP-abhéngige Mechanismen, so soll APP beispielsweise in die Entwicklung des
Nervensystems involviert sein. Ein interessanter Hinweis auf die physiologische Rolle von
APP im Gehirn stammt aus der Analyse von Mausmodellen. app-, aplpl- oder aplp2-
defiziente Méuse zeigten nur geringe neurologische Abnormalititen gegeniiber Kontrolltieren,
dies galt ebenso in app” aplpl”-Mausen (Heber et al., 2000). Jedoch starben jene Tiere kurz
nach der Geburt, die eine kombinierte Gendefizienz mit aplp2 aufwiesen, namlich app'/ “‘aplp2”
" oder aplpl”aplp2”". Miuse defizient fiir alle drei Mitglieder der Genfamilie wiesen eine
sehr frithe Letalitdt auf, bedingt durch kortikale Fehlbildungen, darunter Lissenzephalie und
neuronale Migrationsdefizite (Herms et al., 2004). Dies lésst auf eine essentielle Funktion von
APP und seinen Homologen in der frithen Entwicklung schlieBen (Dawson et al., 1999; Heber
et al., 2000; Zheng et al., 1995). Dariiber hinaus unterstiitzen APP und das homologe Protein
APPL aus D. melanogaster die Verzweigung der Axone nach traumatischem Strefl im Gehirn
(Jellinger, 2004; Li et al., 2004). Im Gehirn von Trauma-Patienten wurden verstirkt
AB/ApoE-Ablagerungen und eine sehr hohe APP-Expression nachgewiesen. Wahrend der
neuronalen Maturierung und Differenzierung wird die Expression von APP ebenfalls

hochreguliert (Bibel et al., 2004; Hung et al., 1992). Weiterhin scheint APP eine Rolle in der
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Entwicklung neuromuskuldrer Synapsen zu spielen (Wang et al., 2005). APP hat zusétzlich
iiber das Aktin-Zytoskelett einen Einfluss auf die Zellmigration und spielt durch Interaktion
mit bestimmten Proteinen, unter anderem Fe65, X11/Mintl und Dabl, eine Rolle in der
Signaltransduktion (Homayouni et al., 1999; McLoughlin and Miller, 1996, Nishimoto et al.,
1993; Sabo et al., 2001). Offensichtlich ist APP auch durch Interaktion mit
Adhisionsproteinen, wie Integrinen oder Lamininen, an der zelluldren Adhidsion beteiligt
(Fossgreen et al., 1998; Milward et al., 1992; Saitoh and limoto, 1989; Storey et al., 1996).
APP77p und APP;s; kénnen zudem als Inhibitoren von Serin-Proteasen, wie Trypsin und
Chymotrypsin, fungieren und somit die Inhibierung der Serum-Protease Xla in der Blut-

Koagulationskaskade verursachen (Smith et al., 1990).

1.5.3 APP-Transport und -Glykosylierung

Das Typ-I-Transmembranprotein APP wird kotranslational in das endoplasmatische
Retikulum (ER) transloziert und von dort entlang des sekretorischen Weges in den Golgi-
Apparat transportiert, von wo aus es weiter an die Plasmamembran und in die Endosomen
gelangt (siche Abb. 6). Nach der Reifung in ER und Golgi-Apparat werden lediglich 30% des
gebildeten APP an die Zellmembran transportiert, wo ein Grofiteil der a-Proteolyse stattfindet
(Knops et al., 1992; Weidemann et al., 1989) (siehe unter Kapitel 1.2.1). Alternativ kann APP
in saure Kompartimente, wie Endosomen, internalisiert werden und nachfolgend ins TGN
transportiert werden, wo die enzymatische Spaltung durch die B-Sekretase erfolgt (siehe unter
Kapitel 1.2.2). Die Prozessierung durch die y-Sekretase geschieht an der Plasmamembran, in
spiaten Endosomen oder im TGN (Vetrivel and Thinakaran, 2006). APP kann zusétzliche
Wege beschreiten, nimlich ein ,,Recycling” von der Plasmamembran, den retrograden
Transport von der Membran zum TGN, sowie den Transport in die degradierenden
Lysosomen (Vetrivel and Thinakaran, 2006) (siche Abb. 6). Anderungen im subzelluliren
APP-Transport, die die Dauer der Interaktion von APP und seinen Sekretasen beeinflussen,
bedingen demzufolge auch eine Anderung der APP-Prozessierung. In Neuronen wird APP
anterograd durch Kinesin in tubuldren Vesikeln transportiert (Ferreira et al., 1992; Kaether et
al., 2000; Kamal et al., 2000; Koo et al., 1990; Simons et al., 1995; Sisodia et al., 1993).

Wihrend des Durchwanderns von ER und Golgi-Apparat wird APP modifiziert. Den APP-
Isoformen ist eine Vielzahl von kovalenten posttranslationalen Modifizierungen gemein, zu
denen neben der N-Glykosylierung auch die O-Glykosylierung, sowie die Phosphorylierung,
die Tyrosin-Sulphatierung und proteolytische Spaltungen zdhlen (Oltersdorf et al., 1989;
Weidemann et al, 1989). Alle Translationsprodukte des APP besitzten zwei N-
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Glykosylierungs-Stellen (Asngs7 und Asngos der APPgos-Isoform), von denen jeweils eine oder

beide glykosyliert werden, abhéngig von den expremierenden Zelltypen (Pahlsson et al.,

1992; Yazaki et al., 1996).
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Abbildung 6: Darstellung des intrazelluldren Transports von APP

Nach der posttranslationellen Modifikation in ER und Golgi (I) wird APP mittels
sekretorischer Vesikel an die Plasmamembran transportiert (II), wo es entweder
prozessiert oder endozytiert wird. Nach der Endozytose (III) wird APP entweder in
Lysosomen degradiert (VI), wieder mit friilhen Endosomen an die Zelloberfliche
transportiert (IV) oder mittels spiater Endosomen retrograd in den Golgi gebracht (V).

[modifiziert nach (Vetrivel and Thinakaran, 2006)]

Es konnten bereits einige Risikofaktoren beschrieben werden, welche die Gefahr der

Alzheimer-Erkrankung durch Verdnderung des APP-Transports oder des BACEI-Schnitts

erhohen. So flihrt der Knock-down des mutmalBlichen Transport-Faktors Ubiquilinl zur

Stimulation des APP-Transports zur Plasmamembran und nachfolgender Sekretion von

APPsa, APPsp und dem AB-Peptid (Hiltunen et al., 2006). Die Uberexpression des Vps10p-

Rezeptors SorLa beispielsweise fiihrt zu einer Blockade des APP-Transports und zu

verminderter APP-Prozessierung, was eine Senkung der AB-Generierung bedeutet (Haass et

al., 1993; Schmidt et al., 2007; Yamazaki et al.,

1995). Im Gegenzug resultiert ein SorLa-

Knock-down in einer verstdrkten B-Sekretase-Prozessierung von APP (Rogaeva et al., 2007).
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Die Hemmung der Endozytose von APP hingegen fiihrt zu einer verringerten AB-Bildung
(Koo and Squazzo, 1994; Soriano et al., 1999). Der Transport von APP spielt demzufolge fiir
dessen nachfolgende Prozessierung eine gro3e Rolle, eine Beeinflussung des Transports kann

ein mogliches Risiko fiir die Entstehung der Alzheimer-Krankheit darstellen.

1.6 Transport und Glykosylierung von Proteinen

Da in vorliegender Arbeit neben APP der Transport und die Glykosylierung von weiteren
Proteinen eine Rolle spielt, soll in diesem Kapitel genauer auf Transport und Glykosylierung
eingegangen werden.

Zusammen mit der Plasmamembran bilden das ER, der Golgi-Apparat, sowie Endosomen und
Lysosomen ein funktionelles Netzwerk aus, welches fiir die Modifizierung und Lokalisierung
von Proteinen und Lipiden, flir die Sekretion, sowie fiir die Endozytose verschiedenster
Proteine und Verbindungen verantwortlich ist. Der Transport von Proteinen geschieht zu
einem erheblichen Teil mit Hilfe von Transportvesikeln, wobei ein Vesikel entweder 16sliche
Proteine im Inneren oder in seiner Lipiddoppelschicht inkorporierte Transmembran-Proteine
tragt (Palade, 1975). Der sekretorische Weg beginnt mit der Signalpeptid-vermittelten
kotranslationalen Translokation der ungefalteten Form eines Proteins aus dem Zytoplasma in
das ER (Mothes et al., 1997; Rapoport, 1992). Im ER werden die Proteine glykosyliert,
gefaltet und zusammengebaut, um als biologisch aktive Molekiile an die Zelloberfldche oder
in bestimmte Kompartimente transportiert oder sekretiert werden zu konnen (Sitia and
Braakman, 2003). Auf dem Weg zum Zielort miissen anschlieBend das ER-Golgi-
Intermedidrkompartiment (,,ERGIC*) und Bereiche des Golgi-Apparates durchquert werden.
Einige Proteine werden anschlieBend retrograd vom Golgi zum ER transportiert. Eine
Funktion des retrograden Transports ist das Zuriickfiihren von Proteinen, die normalerweise
im ER lokalisiert sind, jedoch im Vesikelfluss des anterograden Transports in den Golgi
gelangt sind. Der Riicktransport ist Rezeptor-vermittelt und geschieht mittels eines
Riicktransport-Signals, wie beispielsweise der KDEL-Sequenz in Sdugern, die sich am C-
Terminus von iliberwiegend 16slichen Proteinen befindet (Munro and Pelham, 1987; Scheel
and Pelham, 1996). Fiir Typ-I-Transmembranproteine konnte gezeigt werden, dass ein C-
terminales Di-Lysin-Motiv (K(X)KXX-Motiv, wobei X eine beliebige Aminosdure darstellt)
als Riickfiihrungssignal dient, was unter Kapitel 2.3.2 aufgegriffen werden wird (Jackson et

al., 1990; Nilsson et al., 1989).
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Die Glykosylierung der Proteine geschieht wéhrend des Transportes innerhalb des
sekretorischen Weges. Fiir die N-Glykosylierung existieren zwei verschiedene Erkennungs-
Sequenzen, N-X-S (Asparagin - beliebige AS aufler Prolin — Serin) und N-X-T (Asparagin —
X — Threonin) (Bause, 1983). Auf die Asparaginseitenkette in diesen Erkennungs-Sequenzen
kann kotranslational von dem an der ER-Membran lokalisierten Tréger-Lipid
Dolicholphosphat ein aktiviertes ,,Core“-Oligosaccharid auf eine wachsende Polypeptidkette
iibertragen werden (Burda and Aebi, 1999; Gahmberg and Tolvanen, 1996; Kornfeld and
Kornfeld, 1985), welche nun vom ,Mannose-reichen“-Typ ist (Silberstein and Gilmore,
1996). Darauffolgend werden im ER enzymatisch Zuckerreste abgespalten (Kornfeld and
Kornfeld, 1985; Moremen et al., 1994) (siche Abb. 7). Anschliessend beginnt der Export des
Proteins in den Golgi-Komplex. In den Kompartimenten des Golgi-Apparates werden
enzymatisch weitere Zuckerreste entfernt, sowie andere angehingt, das Protein wird komplex
glykosyliert (Lyckman et al., 1998). Wéhrend im ER die Grund-Glykosylierung aller Proteine
eine einheitliche Struktur und Zusammensetzung der Oligosaccharide aufweist und unter
anderem eine Rolle in der Proteinfaltung und Qualititskontrolle einnimmt, nehmen die
Proteine im Golgi-Apparat diverse komplexe Strukturen mit heterogener Oligosaccharid-
Zusammensetzung an, die Zelltyp- und Spezies-spezifisch sind und unterschiedliche
Funktionen der reifen Proteine vermitteln, wie Zellerkennung oder Signalwirkung (Kornfeld

and Kornfeld, 1985; Paulson and Colley, 1989; Varki, 1993).
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Abbildung 7: Prozessierung der N-gebundenen Oligosaccharide im ER und den
Golgi-Kompartimenten

Folgende Enzyme sind an der Prozessierung beteiligt: ER-Mannosidase, ER-Glukosidase,
Golgi-Mannosidase I, Golgi-Mannosidase II, GlcNAc-Transferase, Galaktose-
Transferase und Sialyltransferase. Endo-H bezieht sich auf das Enzym Endoglykosidase
H, welches in der Lage ist, ,,Mannose-reiche“-Oligosaccharidketten zu spalten, jedoch
keine komplexer glykosylierten Ketten mehr, worauf nachfolgend unter Kapitel 2.1.4
eingegangen wird.

[Quelle: http://www.steve.gb.com/images/science/glycosylation flowchart.png]

Neben der N-Glykosylierung an Asparagin konnen Oligosaccharide auch kovalent an das
Sauerstoffatom des Serin oder Threonin gebunden werden. Diese hdufig vorkommende
Bindung wird als O-Glykosylierung bezeichnet und erfolgt ausschlieBlich im Golgi-Apparat.
Ein komplex-glykosyliertes Protein durchlduft also unterschiedliche Glykosylierungsstadien:
die unglykosylierte Form, die Mannose-reiche Glykosylierungsform und schlieBlich die
komplexe Glykosylierung, die durch das Auftreten von N-Azetyl-Glukosamin, Galaktose,

Sialinsdure und L-Fukose gekennzeichnet ist.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Beeinflussung des Transports von APP und der nachfolgenden APP-Prozessierung stellen
moglicherweise einen Risikofaktor der Alzheimer-Krankheit dar. Da bislang nur sehr wenig
tiber die Regulation des APP-Transports und der APP-Prozessierung durch o- und -
Sekretase bekannt ist, sollen neue Regulatoren der APP-Ektodoménenspaltung identifiziert
werden. Mittels eines Expressions-Klonierungs-Screens einer ¢cDNA-Bibliothek aus dem
Gehirn wurde nach Modulatoren der APP-Spaltung gesucht, die den Zugang von APP zu
seinen Sekretasen kontrollieren und somit auch den a- und B-Sekretase-Schnitt beeinflussen.
Ein dabei identifizierter cDNA-Klon eines Transmembran-Proteins ist bis dato noch
unbeschrieben, lediglich die Sequenz des auf Chromosom 1 kodierten Gens ist in der NCBI-
Datenbank als TMEMS9 (,transmembrane protein 59°) vermerkt. Aufgabe vorliegender
Doktorarbeit ist die generelle Charakterisierung des Proteins TMEMS59, sowie die ndhere
Beschreibung und funktionelle Analyse dessen Einflusses auf die Prozessierung und
Sekretion von APP.

Im ersten Teil dieser Arbeit soll die generelle Charakterisierung von TMEMS9 erfolgen,
sowie sein Vorkommen in unterschiedlichen Organismen und Geweben analysiert werden.
Parallel werden Modifikationen, wie beispielsweise Glykosylierungen, und subzelluldre
Lokalisierung  untersucht. Dies soll in-vitro mittels molekularbiologischer und
proteinbiochemischer Methoden erfolgen.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit dem Einfluss von TMEMS9 auf die APP-
Prozessierung und —Sekretion. Es stellt sich die Frage, ob TMEMS59 den Transport, die
Modifizierung oder die Prozessierung von APP beeinflusst. Zur Beantwortung dieser Fragen
werden ebenfalls molekularbiologische und proteinbiochemische Methoden verwendet. Des
Weiteren wird ein moglicher Effekt von TMEMS59 auf weitere Proteingruppen analysiert und
mittels einer Dominen-Deletions-Analyse die fiir den Effekt verantwortliche Doméne

gesucht.
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2. Ergebnisse

2.1 Allgemeine Charakterisierung von TMEMS9

Um Modulatoren der APP-Prozessierung zu identifizieren, wurde von Dr. Stefan
Lichtenthaler ein Expressions-Screen in speziellen HEK293-Zellen durchgefiihrt. Diese
Zellen expremieren stabil ein APP-Fusionsprotein, an dessen N-Terminus die Ektodoméne
der sekretorischen alkalischen Phosphatase (SEAP) gekoppelt ist (Lichtenthaler et al., 2003).
cDNAs einer humanen Gehirn-cDNA-Bibliothek wurden in diese Zelllinie transfiziert und
mittels SEAP-Aktivititsbestimmung im Zellkultur-Uberstand die Menge an o- oder j-
Sekretase-prozessiertem SEAP-APP im Vergleich zu Kontroll-transfizierten SEAP-APP-
Zellen analysiert.

Mittels diesen Ansatzes konnte Dr. Lichtenthaler die cDNA des bis dahin unbeschriebenen
Proteins TMEMS9 identifizieren, dessen Expression die Prozessierung von APP zu inhibieren

scheint.

2.1.1 Sequenz- und Dominenanalyse von TMEMS9

Zunichst wurde eine Sequenzanalyse von TMEMS9 durchgefiihrt. Die Aminosduresequenz
ist 323 Aminosduren lang und weist vier auffdllige Abschnitte auf, ein mutmaBliches
Signalpeptid, eine vermeintliche N-Glykosylierungs-Stelle, eine mdgliche Transmembran-

Doméne und ein PDZ-Bindemotiv (siche Abb. 8).

1 MAAPKGSLWVRTQLGLPPLLLLTMALAGGSGTASAEAFDSVLGDTASCHR
51 ACQLTYPLHTYPKEEELYACQRGCRLFSICQFVDDGIDL KLECESAC
101 TEAYSQSDEQYACHLGCONQLPFAELRQEQLMSLMPKMHLLFPLTLVRSF
151 WSDMMDSAQSFITSSWIFYLOADDGKIVIFQSKPEIQYAPHLEQEPTNLR
201 ESSLSKMSYLOMRNSQAHRNFLEDGESDGFLRCLSLNSGWILTTTLVLSV
251 MVLLWICCATVATAVEQYVPSEKLSIYGDLEFMNEQKLNRYPASSLVVVR
301 SKTEDHEEAGPLPTKVNLAHSET

Abbildung 8: Sequenz und Doménen von TMEMS59
Das Signalpeptid ist blau dargestellt, die N-Glykosylierungsstelle griin, die
Transmembrandoméne rot und das PDZ-Bindemotiv rosa.

Die Aminosduresequenz des Proteins wurde in das Transmembrandoménen-Vorhersage-

Programm  TMHMM-Server  (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM)  eingespeist,
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worauthin die rot markierte Sequenz als mogliche Transmembran-Doméne angegeben wurde

(siche Abb. 9).

TMHMM posterior probabilities for Sequence
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Abbildung 9: Transmembran-Doménen-Vorhersage fiir TMEMS9
Die Vorhersage wurde mittels des Programms TMHMM-Server
(http://www.cbs.dtu.dk/servicessyTMHMM) ermittelt.

Die rot-hervorgehobenen Bereiche kennzeichnen eine hydrophobe Sequenz, die eine
Signalpeptid- oder Transmembrandoméine darstellen konnen. Der kleinere rote Bereich in der
Vorhersage weist auf eine kurze hydrophobe Sequenz hin, die als Signalpeptid fungieren
konnte. Auf das Vorhandensein dieses moglichen Signalpeptids wird unter Kapitel 2.1.5
eingegangen.

Die Aminosduresequenz -SEI konnte ein mdgliches PDZ-Bindemotiv fiir PDZ-Doménen-
enthaltende Proteine sein (Ponting et al., 1997; Zimmermann, 2006), welches die Sequenz-
Kriterien eines Klasse-I-PDZ-Bindemotivs erfiillt: -X-S/T-X-®-COOH, wobei X fiir eine
beliebige und @ fiir eine hydrophobe Aminosdure steht, im Falle von TMEMS59 Isoleuzin
(Brone and Eggermont, 2005). Die mutmaBliche N-Glykosylierungsstelle wird unter Kapitel

2.1.4 behandelt, weitere Doménen konnten in diesem Protein nicht entdeckt werden.

2.1.2 TMEMS9 besitzt ein humanes Homolog und Orthologe

Das humane Protein TMEMS59 weist mit den Sequenzen aus Maus (mus musculus), Ratte

(rattus norwegicus) und Zebrafisch (danio rerio) eine hohe Ubereinstimmung auf. In
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Abbildung 10 ist der Sequenzabgleich dargestellt, der den hohen Konservierungsgrad von
TMEMS59 verdeutlicht. Die Ahnlichkeit zu der Maus-Sequenz betrigt 97,2%, zu dem
Zebrafisch schlieB3lich noch 57,9%.

mus MAAPKGKLWVQAQLGLPPLLLLTMALAGGSGTAAAEAFDSVLGDTASCHRACQLTYPLHT 60
rattus MAAPKGKLWVQAQVGLPPLLLLTMALAGGSGTAAAEAFDSVLGDTASCHRACQLTYPLHT 60
homo MAAPKGSLWVRTQLGLPPLLLLTMALAGGSGTASAEAFDSVLGDTASCHRACQLTYPLHT 60
danio MLQFGG--RVRGVPALVSL I LVALAAAS—————— SDLFDNQLGDINYCKKQCQUSIKNKS 52
* * *_ -* * x> - : -% * :: ** *xx *:: *x - : -
mus YPKEEELYACQRGCRLFS1CQFVDDGLDLNRTKLECESACTEAYSQPDEQYACHLGCQDQ 120
rattus  YPKEEELYACQRGCRLFSICQFVDDGIDLNRTKLECESACTEAYSQPDEQYACHLGCQDQ 120
homo YPKEEELYACQRGCRLFS1CQFVDDG I DLNRTKLECESACTEAYSQSDEQYACHLGCQNQ 120
danio PAKDS IMNACHRGCRLYS I CQFVNGNTG INTSKEECQGACQEAYSKLLEQEACSTGCASQ 112
-*- - : *k - ***** ****** . _ -* * ** ** **** ** Kk *x _*
mus LPFAELRQEQLMSLMPRMHLLFPLTLVRSFWSDMMDSAQSF I TSSWTFYLQADDGKIVIF 180
rattus LPFAELRQEQLMSLMPRMHLLFPLTLVRSFWSDMMDSAQSF I TSSWTFYLQADDGKIVIF 180
homo LPFAELRQEQLMSLMPKMHLLFPLTLVRSFWSDMMDSAQSF I TSSWTFYLQADDGKIVIF 180
danio PAEPE IKRRKLKALTNRPKP I SVMEAVSSWCND 1VSSAQSF I SSTWTFYLQADDGKVVVF 172
_*:::_:* :* - - - : * * _*:: ****** * E R s S e e e e o * *
mus QSKPE1QY-APQLEQEPTNLRESSLSKMSYLQMR---NSQAHRN === ———————————— Y 221
rattus  QSKPEIQY-APQLEQEPADLRQSSLSKMSYLQMR---NSQAHRN-—————————————— Y 221
homo QSKPE1QY-APHLEQEPTNLRESSLSKMSYLQMR-~-NSQAHRN-—————————————— F 221
danio QSQPEIEYSLPELQAPRSNVVDKPWPQVNSHTQRPHTGGRLHRERNAAKPGVKGKNVSQH 232
** **** ** el S LT __: ** .
mus LEEEESD-GFLRCLSLNSG---WILTTTLVFSVMVLLWICCAAVATAVEQYVPPEKLSIY 277
rattus LEDEESD-GFLRCLSLNSG---WILTTTLVLSVMVLLWICCAAVATAVEQYVPPEKLSIY 277
homo LEDGESD-GFLRCLSLNSG---WILTTTLVLSVMVLLWICCATVATAVEQYVPSEKLSIY 277
danio AEDPAAEHDFLGCNSRRSGLPRWILAACLFLS INVNLILSCASLVTAPEQHIKT-QLSIN 291
** * - * ** E ok = : *_ * ** ** ** : **k Kk - : _ ***
mus GDLEFMNE-QKLSRYP-APSLV 1VRSQTEEHEEAGPLPTKVNLAHSEI 323
rattus  GDLEFMNE-QKLSRYP-APSLVVVRSQTEEHEEAGPLPTKVNLAHSEI 323
homo GDLEFMNE-QKLNRYP-ASSLVVVRSKTEDHEEAGPLPTKVNLAHSEI 323
danio GDKEFMDDAQKVNPYHLTPV IAMT IAQSEESKEAGPLPVKVDLSKTSL. 339

Ex 3 *** - ** * - - ****** ** EGCICEE

Abbildung 10: Vergleich der Proteinsequenzen aus Mensch, Maus, Ratte und

Zebrafisch
Der Vergleich der Protein-Sequenzen wurde mittels des ,,ClustalW*“-Programmes von
EMBL-EBI durchgefiihrt. "*" zeigt identische Reste an, ":" &dhnliche Reste, die

nn

konserviert scheinen, sowie "." dhnliche Reste, die semi-konserviert zu sein scheinen.

TMEMS9 tritt in fast allen Vertebraten auf, ist jedoch nicht in Invertebraten, wie
Caenorhabditis elegans oder Drosophila melanogaster vertreten. Interessanterweise gibt es
jedoch Vertreter der Insekten, die Orthologe zu TMEMS9 aufweisen, zum Beispiel Ixodes
scapularis mit einer Sequenz-Ahnlichkeit von 44%.

Im Menschen existiert ein homologes Protein zu TMEMS59 mit einer Ubereinstimmung von
32% (siehe Abb. 11). Dieses Protein wurde bereits als mutmaBliches Typ-I-Transmembran-

Protein BSMAP (,,Brain-Specific Membrane-Anchored Protein“/TMEMS9L) beschrieben,
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das in hohem Grad im Gehirn exprimiert wird, wobei eine Expression auch in Zellen anderer
Gewebe nachweisbar ist, beispielsweise in den humanen Nierenzellen HEK293 (Elson et al.,
1999). Uber BSMAP ist nichts Weiteres bekannt, als dass es ebenfalls eine mdgliche N-

Glykosylierungsstelle aufweist und nicht an der Zelloberflache nachweisbar ist.

THENS9 HAAPHEGSLWVRTOLGTFELIT LT AT aG—-GCoGT ASAEAFDSY LEITASI HREC (LT— &5

BSHAP — N VAINEFEL I T TT T LA PP dSAF = AT EF APOLCITONTOLECFIRDTG 52
*
THENS9 ————¥PLHTYEFEEELY A0 RGCRLESIC FWDDGIDIHRT LFLECESACTEAYS 115
BSHAP POPSQAGLEGASESE VI EAVL [SACERGCRELESIC RS WARSSKENAT OTICE:ACYEAYY 112
THENS9 SLEOY ACHT SCONOLPFA ELR =0T HSLEPKMAT LrEFLTLVRSFWSDMYTISACSETTSS 155
BSHAP FEREQCACSHECYSOPAEREPEC - FEVLEI PSG—-ATSTIDTFS TTONDT Y HSAGEEYSST 171
THENS9 UTFELOADDGY IW FOSHEET YAPELEQE2TNILRESSLEE 216
BSHAP T YEL O TD G Y EQ TR TV ESLGF QGG RLORYEYT VRGSHPEATEVHVDEP "GPLDEYE 231

THENS9 =¥ LOMEN SOARFNF LEDGESDE LRCISIHSG— I ILTTIIVLSYHVLIN _CCATYAT 253
BSHAP EAK IRVETSSE FVESEEF DHDELSCHESRRSGLPRI L LyCCIFLISY TVIINISCSTIET 231

THENS9 AVEDY VPSEKLS I TGDLEFHHEQXINEYF ASSTVVVRSH T EDEEEM-PT=TEVHLAHSET 323
BSHAP 2APCLUHLEF QBL TTEQHKGEHN EPOWPLYE PESHACE ) =———LE-YEIKINL TET, 342

Abbildung 11: Sequenz-Vergleich zwischen TMEMS9 und BSMAP

Vergleich der Protein-Sequenz von TMEMS59 und BSMAP, identische Reste sind in
dunkelgrau, dhnliche Reste in hellgrau unterlegt. Ermittelt wurde der Vergleich mittels
des ,,AlignX“-Programmes von Vector-NTI (Invitrogen). Die Transmembran-Domine ist
durch Unterstreichung hervorgehoben, die mogliche N-Glykosylierungs-Stelle mit einem
Sternchen gekennzeichnet.

2.1.3 TMEMS9 ist ubiquitir exprimiert

Um zu tberpriifen, in welchen humanen Geweben TMEMS9 exprimiert wird, wurde eine
TMEMS59-spezifische cDNA-Sonde, welche den Bereich 67-898 bp der kodierenden Sequenz
von TMEMS9 reprisentiert, auf einen ,,human multiple tissue Northern-Blot* hybridisiert.
Auf dem Northern-Blot ist in acht Spuren Gesamt-RNA aus den folgenden humanen
Geweben aufgetragen: Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Muskel, Niere und Pankreas.
Die Menge an RNA pro Spur auf diesem Northern-Blot ist so abgeglichen, dass ein
konsistentes Signal fiir ein ,,housekeeping**-Gen erlangt wird, in diesem Falle B-Aktin. Daher
kann der tatsidchliche Gehalt an RNA pro Spur unter den verschiedenen Proben variieren, das
Signal fiir B-Aktin sollte jedoch gleichbleibend sein.

Nach Hybridisierung des Blots mit der TMEMS59-cDNA-Sonde sind bei 1,35 kb und ca. 2 kb
zwel unterschiedliche Transkriptvarianten zu detektieren (sieche Abb. 12). Diese beiden

Varianten unterscheiden sich in ihrer 3’-UTR (,,untranslated region‘), was anhand der NCBI-
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EST (,,expressed sequence tag™)-Datenbank ermittelt werden konnte. Bei langer Exposition
scheint ersichtlich, dass diese zwei Transkripte in allen Geweben exprimiert werden, in
Gehirn und Lunge jedoch deutlich schwicher, als in den anderen Gewebetypen. Nach der
Entfernung der radioaktiven TMEMS59-Sonde wurde der Northern-Blot mit einer von BD
Bioscience zur Verfiigung gestellten p-Aktin—Sonde hybridisiert. Durch das deutlich
schwichere 3-Aktin-Signal in der Spur, in der die RNA aus dem Gehirn geladen waren, zeigte
sich, dass dort im Vergleich zu den anderen Spuren deutlich weniger RNA geladen war.
Dieser Befund relativiert das deutlich schwichere Signal von TMEMS9 in dieser Spur,
TMEMS59 wird also auch im Gehirn und somit ubiquitdr exprimiert. Eine Aussage iiber die
Quantitdt der Expression ist nicht zu treffen. In den Herz- und Muskel-Spuren treten bei
Hybridisierung der B-Aktin—Sonde bei 1,8 kb und 2,4 kb zwei zu erwartende Isoformen auf,

in den restlichen Geweben ist hingegen nur die 2,4 kb-Isoform vertreten.

Plazenta
Lunge
Leber
Muskel
Niere

Herz
Gehirn
| Pankreas

kb
2,4

1,35 —

2,4
TMEMS59

lange
1.35 Exposition
2,4 — :
R-Aktin

Abbildung 12: TMEMS59 wird ubiquitir exprimiert

Hybridisierung der TMEMS59-cDNA-Sonde, welche den Bereich 67-898 bp der
kodierenden Sequenz von TMEMS9 représentiert, und nachfolgend einer B-Aktin—Sonde
(BD Bioscience) auf einen ,,human multiple tissue Northern-Blot®, auf dem Gesamt-RNA
unterschiedlicher Gewebetypen aufgetragen ist.
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TMEMS59 wurde von Dr. Lichtenthaler als Klon aus einer humanen Gehirn-cDNA-Bibliothek
isoliert, was ebenfalls die Epression von TMEMS59 im Gehirn zeigt (siehe unter Kapitel 2.1).
Zusitzlich finden sich in der NCBI-EST-Datenbank weitere Eintrige die belegen, dass
TMEMS59 in Gehirngewebe vorkommt, ndmlich in humanen Neuroblastom-Zellen, sowie in

humanem adultem und fetalem Gehirn.

2.1.4 Membranprotein-Klassifizierung und Signalpeptid-Vorhersage

2.1.4.1 TMEMS)9 trigt ein Signalpeptid

Proteine, die fiir den Transport in das ER bestimmt sind, weisen in ihrer Aminoséuresequenz
ein Signal auf, welches sie spezifisch zur ER-Membran zielleitet (Blobel and Dobberstein,
1975). Bei sekretorischen oder Membran-Proteinen besteht das Signal im Allgemeinen aus
einem 15-40 Aminosdure-langen N-terminal-lokalisierten Signalpeptid. Die Primérstruktur
des Signalpeptids ist nicht konserviert, dennoch konnen drei verschiedene Bereiche
unterschieden werden: ein zentraler hydrophober Kern wird N-terminal von positiv geladenen
Aminosduren und C-terminal von polaren Aminosduren flankiert. In den meisten Fallen wird
die Signalsequenz nach dem Membrandurchtritt durch die membransténdige Signalpeptidase
proteolytisch vom eigentlichen Protein abgespalten. Die Schnittstelle wird dabei durch kleine
Aminosdurereste in den Positionen -3 und -1 der C-terminalen polaren Reste der
Signalsequenz definiert (Steger, 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Signalpeptid-Sequenz mittels des Vorhersage-

Programms SignalP bestimmt (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Nielsen et al.,

1997). Als Ergebnis werden verschiedene ,,scores® fiir jede Position in der zu analysierenden
Aminoséduresequenz geliefert, wobei der die Wahrscheinlichkeit liefert, mit der das
entsprechende Peptid ein Signalpeptid ist, wohingegen der C-score die Position der Spaltstelle
angibt. Das Produkt von C-score und S-score ist der sogenannte , welcher die
genauere Schnittstellen-Vorhersage darstellt. Das Programm definierte das Signalpeptid von

TMEMS59 von Aminosdure 1-35 (sieche Abb. 13).

-28 -


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/�

Ergebnisse

T T T T T T
1.8 -
score ——
8.8 -
a.6 -1
2
H |
w 9.4 H -
M
fAL T
8.2 F - { W/ ‘ A -}
Y \J ¥i 3l
/ W ] |'.' \
a.0 1 | L - =
MAAPKGSLUYRTOQLGLPPLLLLTMALAGGSGTASAEAFDSYLGDTASCHRACQLTYPLHTYPKEEELYA
L 1 1 1 L 1

8 18 28 28 48 Se 68 78

Position

Abbildung 13: Vorhersage des TMEMS59-Signalpeptids
Dargestellt ist eine Teilsequenz von Aminoséure 1-70. Die Vorhersage erfolgte unter

Verwendung des Programmes ,,SignalP* (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

Auf dieses vorhergesagte Signalpeptid trifft zwar die -3/-1-Regel zu, jedoch ist das
Vorkommen von zwei Prolinen an den Positionen 17/18 etwas aullergewdhnlich. Aus diesem

Grunde wurde experimentell tiberpriift, ob TMEMSO tatséchlich ein Signalpeptid enthilt.

2.1.4.2 TMEMS) ist ein Typ-I-Membranprotein

Handelt es sich bei der im SignalP-Vorhersage-Programm angegebenen Sequenz tatsdchlich
um ein Signalpeptid, so muss das Protein nach Abspaltung des Signalpeptids in das ER
transloziert werden konnen. Um dies zu iiberpriifen, wurde die Fahigkeit zur Lokalisierung
und Insertion von TMEMS59 in die Membran von mikrosomalen Mikrosomen analysiert, die
biochemisch ein Aquivalent zu dem ER darstellen und die gleiche enzymatische
Zusammensetzung aufweisen (Dallman et al., 1969). Wird ein Protein in die mikrosomale
Membran eingebaut, bedeutet das gleichzeitig auch den Verlust des Signalpeptids (sieche Abb.
14). In einem in-vitro-Retikulozyten-Lysat-Translationssystem, dem posttranslational
ribosomenbesetzte mikrosomale Membranen (RM) zugesetzt werden, fiihrt die Membran-
Insertion des Proteins anschlieBend zur N-Glykosylierung des Proteins, die im Falle von
TMEMS59 eine Unterscheidung von Typ-I- und Typ-II-Transmembran-Proteinen erlaubt.
Wird die einzig mogliche N-Glykosylierungsstelle glykosyliert, dann befindet sich diese
Doméne des Proteins im Lumen der Mikrosomen (siche Abb. 14). Demzufolge lige die N-

Glykosylierungsstelle am N-Terminus und TMEMS59 wire ein Typ-I-Transmembran-Protein.

-29.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/�

Ergebnisse

Wird die N-Glykosylierungsstelle nicht glykosyliert, so ragt sie in das Zytosol, das Protein

wire ein Typ-II-Transmembran-Protein (siche Abb.14).

+ Us:

- o
unglykosyllert

srtﬁ,ﬁ,jn

Typd Typdl

Abbildung 14: Membranprotein-Klassifizierung mittels mikrosomaler Membranen
Insertion von TMEMS59 in die Mikrosomen (+ps) fithrt zur Abspaltung des
Signalpeptides (SP) und N-Glykosylierung, falls es sich um ein Typ-I-Membranprotein
handelt. Ein Typ-II-Membranprotein bleibt unglykosyliert, verliert jedoch ebenfalls sein
Signalpeptid. Ohne Mikrosomen (-us) bleibt das Signalpeptid erhalten und das Protein
unglykosyliert. Der blaue Stern kennzeichnet die Glykosylierung des Proteins an der
moglichen Glykosylierungsstelle, farblos bleibt das Protein unglykosyliert. Die
Transmembrandomine (TM-Doméne) ist in griin dargestellt.

TMEMS59-DNA wurde in-vitro transkribiert und die RNA mittels des in-vitro-Retikulozyten-
Lysat-Translationssystems translatiert, dem ribosomenbesetzte mikrosomale Membranen (der
Zusatz von Mikrosomen wird kiinftig mit ,,+us* markiert) zugesetzt waren. Dem Kontroll-
Ansatz wurden keine Mikrosomen (-us) zugesetzt, hier sollte demzufolge TMEMS59 das
Signalpeptid noch enthalten und unglykosyliert vorliegen. Beide Ansétze wurden daraufthin
jeweils mit N-Glykosidase-F (PNGase-F) deglykosyliert oder zur Kontrolle nur mit dem
Deglykosylierungs-Puffer ohne Zusatz des Enzyms behandelt, per SDS-PAGE aufgetrennt
und mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Die PNGase-F ist enzymatisch in der Lage, alle
Typen Asparagin-gebundener N-Glykanketten abzuspalten und somit alle Mannose-reichen,
hybriden und komplexen Kohlehydrat-Seiten-Ketten anzugreifen (Tarentino et al., 1985). Die
Verwendung dieses Enzyms ermoglicht daher die Unterscheidung eines komplex-
glykosylierten Proteins von einem unglykosylierten Protein. Im Translations-Kontroll-Blot
(sieche Abb. 15A) wird deutlich, dass in den Fraktionen, in denen keine RNA eingesetzt
wurde, unabhéngig von der Anwesenheit von mikrosomalen Membranen keine Translation
stattfand. Die TMEMS59-RNA wurde in den Fraktionen mit Mikrosomen deutlich effektiver
translatiert, als in den Fraktionen ohne Mikrosomen. Dies wird auch im Western-Blot
ersichtlich, wo in den Fraktionen ohne Mikrosomen geringere Proteinmengen nachweisbar

sind (siche Abb. 15C). Moglicherweise ist das TMEMS59-Protein in den mikrosomalen
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Fraktionen stabiler und wird weniger schnell abgebaut. Alternativ konnte der TMEMS59-
Antikorper aufgrund von beispielsweise einer verdnderten Sekundirstruktur das Protein in
den Fraktionen ohne Mikrosomen nicht so effizient erkennen. Tabelle 15B veranschaulicht
nochmals, in welcher Form das Protein in dem jeweiligen Ansatz vorliegen muss. In der
Western-Blot-Analyse wird deutlich, dass das in Anwesenheit von Mikrosomen translatierte
und nachfolgend mit PNGase-F behandelte TMEMS9 (+F), welches kein Signalpeptid mehr
trigt und unglykosyliert ist (+F/+us), eine hohere elektrophoretische Mobilitit im Gel
aufweist , als TMEMS59 ohne Signalpeptid, welches hingegen noch glykosyliert ist (-F/+pus)
(siche Abb. 15C). TMEMS59 aus den Translations-Ansdtzen ohne Mikrosomen (-pus) liegt
unglykosyliert vor, die PNGase-F zeigt daher keinerlei Effekt. Das noch vorhandene
Signalpeptid in diesen Ansdtzen (+F/-F, -us) erklart die verringerte elektrophoretische
Mobilitdt im Vergleich zu TMEMS59, welches ebenfalls unglykosyliert ist, jedoch auch kein
Signalpeptid mehr tragt (+F, +us).

A B
-mRNA TMEM59-HA
kDa _tHS -MS +tUs -ps SP Glykosylisrung
50 — A —ps/+F: + -
:TMEMSQ rus/+F: _ _
+us/-F: - +
TMEMS59 (HA) —ps! —F: + -
C
+F -F TMEM59-HA
kDa -ps  +ps +ps  -ps *F -F

50—

SP oder glykos. —» ‘
kein SP und unglykos. - . TMEMS9 (HA)

Abbildung 15: TMEMS39 besitzt ein Signalpeptid und ist glykosyliert

A) Western-Analyse der Translation von TMEMS59-HA-RNA in Anwesenheit (+us) und
Abwesenheit (-us) von mikrosomalen Membranen; als Kontrolle wurde der
Translationsansatz ohne RNA gestartet. Der Pfeil markiert TMEMS9, wéhrend die Sterne
Hintergrundsbanden anzeigen. Der Nachweis des Proteins erfolgte mittels der HA-
Markierung per HA-Antikdrper B) Ubersicht iiber den Zustand von TMEMS59 unter den
gegebenen Bedingungen, Anwesenheit oder Abwesenheit von Mikrosomen (+/-us) und
Behandlung mit oder ohne PNGase F (+/-F). C) Western-Analyse der zwei
Reaktionsansidtze in Anwesenheit/Abwesenheit von mikrosomalen Membranen (+/-ps)
und darauffolgendem PNGase-F-Verdau samt Kontrolle (+/-F). Zur PNGase-F-
Funktionalitits-Kontrolle und zum Vergleich der Mobilitdt im Gel wurde Zelllysat
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transient p12-TMEMS59-HA-transfizierter HEK293-Zellen mit PNGase-F behandelt und
analysiert. Die hohere Bande repriasentiert TMEMS9, dem entweder das Signalpeptid
fehlt oder das glykosyliert ist, die untere Bande reprisentiert unglykosyliertes TMEMS59
ohne SP. Der Nachweis erfolgte mittels eines HA-Antikorpers.

Die Ergebnisse vorangegangener Experimente stimmen iiberein mit der Annahme, dass es
sich bet TMEMS59 um ein Typ-I-Transmembran-Protein handelt, da das Protein in
Anwesenheit von mikrosomalen Membranen glykosyliert wird und sein Signalpeptid
abgespalten wird. Die N-Glykosylierungs-Stelle befindet sich demzufolge am N-Terminus
des Proteins. Die vermeintliche Signalpeptid-Sequenz von TMEMS59-HA wird somit in
Anwesenheit der mikrosomalen Membranen abgespalten und fungiert tatsdchlich als

Signalpeptid.

2.1.5 TMEMS?9 ist glykosyliert

In der Sequenzanalyse von TMEMS59 wurde eine mutmaBliche N-Glykosylierungs-Stelle
detektiert: Asn-Arg-Thr (NRT, Darstellung im Einbuchstaben-Code). Diese Sequenz erfiillt
die Vorraussetzung fiir eine N-Glykosylierung, da sie der Konsensus-Sequenz Asn-X-Ser/Thr
entspricht (siehe unter Kapitel 1.6). Zur Untersuchung einer moglichen N-Glykosylierung des
TMEMS59-Proteins, wurden HEK293-Zellen mit TMEMS59 transfiziert und die daraus
gewonnenen Lysate zum Einen mit PNGase-F und zum Anderen mit Endoglykosidase-H
(Endo-H) behandelt. Die Endo-H weist eine engere Substratspezifitit auf als die PNGase-F
und spaltet spezifisch zwischen zwei N-Azetyl-Glukosamin-Resten, an denen mindestens fiinf
Mannose-Einheiten gekoppelt sind. Sie prozessiert demzufolge lediglich unreife, im rER
angefligte N-glykosidische Oligosaccharide des Mannose-reichen, nicht jedoch des
komplexen Typs (Maley et al., 1989; Robbins et al., 1984). Durch Einsatz dieser die
Zuckerreste modifizierenden Enzyme wird die Unterscheidung einer reifen von einer
unvollstindig prozessierten Form eines Proteins mdglich. Im Anschluss an die Behandlung
des Lysats mit PNGase-F und Endo-H wurde TMEMS59 mittels Western-Blot-Analyse auf
Verdnderungen des Laufverhaltens untersucht.

Um festzustellen, ob eine zu beobachtende verdnderte elektrophoretische Mobilitdt des
Proteins im Gel durch den enzymatischen Verdau bedingt war, wurde zum Vergleich ein
weiteres Aliquot des Lysats nur mit dem jeweiligen Deglykosylierungspuffer ohne Zusatz von
Enzymen inkubiert und analysiert. Als Kontrolle fiir eine prinzipiell erfolgreiche
Deglykosylierung wurde BACE1 ebenso mit PNGase-F und Endo-H behandelt. BACE] ist
bekanntermaflen glykosyliert (Capell et al., 2000), so dass eine definierte Abweichung des

apparenten Molekulargewichts von BACE1 erwartete wurde. Bei der Detektion von
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TMEMS59 konnte, wie auch bei BACEI, nach der PNGase-F-Behandlung eine erhohte
elektrophoretische Mobilitit im Gel festgestellt werden (siehe Abb. 16). Dieses Ergebnis
beweist, dass TMEMS59 durch N-Glykosylierung modifiziert ist. Nach Behandlung mit Endo-
H konnte ebenfalls ein verdndertes Laufverhalten im Gel detektiert werden, das exakt dem
Laufverhalten nach Behandlung mit PNGase-F entsprach. Eine Endo-H-Stabilitdt der Zucker
wiirde auf eine Lokalisierung von TMEMS9 in spiteren Zellkompartimenten hinweisen
(Tarentino et al., 1974). Die Sensitivitit von TMEMS59 gegeniiber Endo-H weist jedoch auf
ein alleiniges Vorkommen von Oligosacchariden des Mannose-reichen Typs hin, was darauf
hindeuten konnte, dass TMEMS9 in den friihen Kompartimenten des sekretorischen Weges
lokalisiert ist. BACEI1 zeigt, wie vormals schon beschrieben, nach Behandlung mit PNGase-F
das Fehlen der Oligosaccharid-Reste der maturen und immaturen Form des Proteins durch ein
verdandertes Laufverhalten beider Formen (Capell et al., 2000). Der Endo-H-Verdau zeigt die
Stabilitit der maturen Form und die Sensitivitit der immaturen Form, die durch abgespaltene

Zuckerketten eine erhohte Mobilitdt im Gel aufweist (Capell et al., 2000).

A B
kba -F +F -H +H wa - +~F -H *H
64 —] <«matur
P TMEM59 - LA __Db§
26 - - (HA-Lys) . <«immatur

BACE1 (EE-17-Lys)

Abbildung 16: TMEMS59 ist PNGase-F- und Endo-H-sensitiv

A) HEK293-Zellen wurden transient im 24-well-Format mit 200 ng p12-TMEM59-HA
oder B) mit p12-BACEI] transfiziert. Nach 48 Stunden wurden in einem Volumen von
300ul Zelllysate hergestellt, die entweder mit PNGase-F (+F) oder Endo-H (+H), sowie
zur Kontrolle nur mit den jeweiligen Puffern (-F/-H) inkubiert wurden. Mittels SDS-
PAGE und Western-Analyse wurde die Mobilitdt von TMEMS59 (HA) und BACE1 (EE-
17) untersucht. Die Proteinkonzentration der Proben wurde aufeinander abgeglichen und
von der niedrigst konzentrierten Probe das maximale Volumen auf die Gele geladen, was
25ul entspricht.

2.1.6 Subzellulire Lokalisierung von TMEMS9 in ER und Golgi-Apparat

2.1.6.1 Endogenes TMEMS?Y ist Golgi-lokalisiert

Das Vorhandensein eines Signalpeptides und das Auftreten von Oligosacchariden des
Mannose-reichen Typs kdnnten einen Hinweis geben auf eine subzelluldre Lokalisierung von

TMEMS59 im sekretorischen Transportweg im ER oder ER-cis-Golgi intermediéren
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Kompartiment (,,ERGIC*) oder Golgi-Apparat (Tarentino and Plummer, 1994). Per
Immunfluoreszenz-Analyse sollte mittels eines Golgi-Markers die Lokalisierung von endogen
exprimiertem TMEMS59 untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden TMEMS59-spezifische
Antikorper benotigt, die das endogene Protein detektieren konnen. Der polyklonale
Antikdrper 93 wurde bei der Firma Eurogentech in Auftrag gegeben, welche diesen
TMEMS59-spezifischen Antikorper aus immunisierten Kaninchen isolierte. Zusitzlich zu dem
Antikdrper wurde ein Pridimmunserum mitgeliefert, welches vor der Immunisierung der
Kaninchen gewonnen wurde und somit TMEMS59 nicht detektieren diirfte. HEK293-Zellen
wurden transient mit pl2-TMEMS9 oer pl2-TMEMS59-HA oder einem Kontrollplasmid
transfiziert. Als Kontrollplasmid diente im Rahmen dieser Doktorarbeit pl12-Luziferase. Die
Transfektion dieses Kontroll-Plasmides fithrt zur Expression der sekretierten Luziferase,
welche keines der zu beobachtenden Effekte beeinflussen diirfte. Nach 48 h wurden die
Zellen lysiert und die Lysate mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Tatséchlich
detektiert der 93-Antikorper sowohl TMEMS9, als auch abgeschwécht das HA-markierte
TMEMS9, welches aufgrund der Markierung eine verminderte elektrophoretische Mobilitét
aufweist (siche Abb. 17A). Anscheinend wurde das HA-markierte TMEMS9 schwécher
expremiert, als das unmarkierte TMEMS59. Das korrekte Laufverhalten von TMEMS9 kann
anhand des HA-Blots nachgewiesen werden. Der 93-Antikorper ist nicht in der Lage,
endogenes TMEMS9 zu detektieren, welches in der Kontroll-Spur sichtbar werden miisste, da
die Sensitivitét dieses Antikorpers zu gering zu sein scheint. Er weist keinerlei unspezifisches
Signal in der Kontroll-Spur auf, ebenso detektiert das Prdimmunserum keinerlei
unspezifischen Proteine, der Antikorper 93 weist demzufolge spezifisch TMEMS9 nach.
Zusétzlich wurde ein monoklonaler C-Terminus-gerichteter Antikérper durch Immunisierung
von Ratten generiert. Dieser 4E5-Antikorper wies im Western-Blot ebenso eine spezifische
Detektion von TMEMS59 auf, im Kontrolllysat wurde jedoch ebenfalls kein endogenes
TMEMS59 und keinerlei unspezifisches Signal detektiert (sieche Abb. 17B). Das Laufverhalten
des 4E5-detektierten Proteins entsprach der Laufhdhe des 93-detektierten TMEMS9.
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Abbildung 17: Spezifitit der Antikérper 93 und 4E5 gegen TMEMS9

A) HEK293-Zellen wurden im 24-well-Format transient mit 200ng p12-TMEMS59, bzw.
200 ng pl12-TMEMS59-HA oder dem Kontroll-Plasmid p12-Luziferase (Kon), welches
auch in den kiinftigen Experimenten das Kontroll-Plasmid darstellt, transfiziert. Nach 48
Stunden wurden in 300ul Volumen Zelllysate hergestellt und mittels SDS-PAGE und
Western-Analyse die TMEMS59-Expression mittels des polyklonalen Antikorpers 93 aus
dem Hasen, des dazugehorigen Praimmunserums (prd) und des HA-Antikorpers
untersucht. Hierfiir wurde die Proteinkonzentrationen der Proben aufeinander abgeglichen
und von der niedrigst konzentrierten Probe 25 pl auf das Gel geladen. Alle weiteren
Transfektions-Experimente im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden mit genannter DNA-
Konzentration, sowie genanntem Lyse-Volumen und Lade-Volumen durchgefiihrt.
B) HEK?293-Zellen wurden transient mit p12-TMEMS59 oder dem Kontroll-Plasmid p12-
Luziferase (Kon) transfiziert, nach 48 Stunden wurden Zelllysate hergestellt. Per SDS-
PAGE und Western-Analyse wurden mittels des monoklonalen Antikorpers 4E5 aus der
Ratte und des Antikorpers 93 die Expression von TMEMS59 untersucht.

Endogenes TMEMS59 wurde daraufhin mit dem polyklonalen Antikdrper 93 in COS-Zellen
nachgewiesen, als Golgi-Marker wurde ihm Rahmen dieser Arbeit ein monoklonaler
Antikorper gegen das endogene Golgi-stindige Protein Giantin (Linstedt and Hauri, 1993)
verwendet. Als Kontrolle wurde der 93-Antikorper mit dem Peptid geblockt, gegen welches
der Antikorper generiert wurde, so dass keine spezifische Bindung an ein Epitop mehr
moglich war. Die Signal-Detektion erfolgte iiber Fluorophor-gekoppelte Sekundér-
Antikorper, die Auswertung mittels des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops. Durch
Uberlagerung der griinen (TMEMS59) und roten (Giantin) Signale wird eine mogliche
Kolokalisierung mittels eines gelben Signals sichtbar gemacht (siche Abb. 18). Die beiden
Signale von TMEMS59 und Giantin kolokalisieren in demselben Kompartiment. TMEM59
befindet sich demzufolge tatsdchlich im Golgi-Apparat, wenn auch die Verteilung innerhalb
des Golgis nicht exakt mit der Verteilung Giantins libereinstimmt. Dies zeigt sich daran, dass
die beiden fluoreszierenden Signale flir Giantin und TMEMS59 nur teilweise iiberlagern und
zusitzlich jeweils unterschiedliche Bereiche im Golgi-Apparat markieren. Giantin ist im cis-
und medialen-Kompartiment des Golgi-Apparates lokalisiert, beispielsweise konnte
TMEMS9 auf das mediale- und trans-Golgi-Kompartiment verteilt sein. Das Signal des 93-
Antikorpers ist spezifisch fiir endogenes TMEMS9, da der geblockte Antikorper kein Signal

erzeugt.
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Giantin Uberlagerung VergréRerung

Giantin 93 geblockt Uberlagerung VergroRerung

Abbildung 18: Endogenes TMEM39 kolokalisiert mit endogenem Golgi-Marker
Giantin

Fluoreszenzautnahme der Kolokalisierung (gelbes Signal) von endogenem Giantin (anti-
Giantin, rotes Signal) und endogenem TMEMS59 (93, griines Signal, obere Reihe) in
COS-Zellen. Als Antikorper-Spezifititskontrolle fiir den Antikorper 93 diente ein Peptid-
geblockter 93-Antikorper (griines Signal, untere Reihe).

Um sicherzustellen, dass TMEMS9 tatsichlich mit Giantin kolokalisiert, wurde ein weiterer
Antikorper spezifisch fir TMEMS59 getestet. Dieser monoklonale C-Terminus-gerichtete
Antikdrper 4E5 generiert in der Immunfluoreszenz ein Signal, dass durch seinen Isotyp-
Kontroll-Antikdper IgG2b nicht entsteht, auch hier ist die Detektion von endogenem
TMEMS9 spezifisch. Wiederum ist in diesem Ansatz erkennbar, dass das Giantin—Signal
(griin) mit dem 4E5-Signal (rot) kolokalisiert (siche Abb. 19). Diese Analysen zeigen eine
subzelluldre Lokalisierung von TMEMS59 im Golgi.
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Giantin TMEM59 (4E5)  Uberlagerung VergréRerung

u .

Giantin Kontrolle 1IgG2b Uberlagerung VergréRerung

Abbildung 19: Endogenes TMEMS9 kolokalisiert mit endogenem Golgi-Marker
Giantin

Fluoreszenzaufnahme der Kolokalisierung (gelbes Signal) von endogenem Giantin (anti-
Giantin, griines Signal) und endogenem TMEMS59 (4ES5, rotes Signal, untere Reihe) in
COS-Zellen. Als Kontrolle fiir die Spezifitit des 4E5-Antikorpers fiir TMEMS9 diente
ein Antikorper desselben Isotyps (IgG2b, rotes Signal, obere Reihe).

2.1.6.2 Das TMEMS59-GFP-Fusionsprotein zeigt Golgi- und ER-Lokalisierung
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zusétzlich die subzelluldre Lokalisierung von
TMEMS59 mittels GFP (,,green fluorescence protein*)-Fusion untersucht. GFP wurde aus
einer Quallenart, Aequorea victoria, isoliert und in heterologen Organismen exprimiert
(Chalfie et al.,, 1994; Prasher et al., 1992; Shimomura et al., 1962). GFP dient nun
standardmifBig zur Charakterisierung rekombinanter Proteine in vielen biologischen Systemen
(Brandizzi et al., 2003). Nach Anregung mit UV-Licht einer Wellenldnge von A=488 nm kann
die Fluoreszenz des GFP-Proteins bei A=509 nm detektiert werden. Zur Untersuchung der
Lokalisierung wurde ein TMEMS59-GFP-Fusionskonstrukt hergestellt. Dabei wurde der
Vollldingenklon von TMEMS59 ohne Stopkodon C-terminal mit GFP im offenen Leseraster
fusioniert. Dieses Konstrukt wurde in COS-Zellen transfiziert und die Fluoreszenz durch
Verwendung des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops ausgewertet. In Abbildung 20
erkennt man ein sehr starkes Signal, bei dem es sich um den Golgi-Apparat handeln konnte,
von dem aus kleinere Vesikel auszugehen scheinen. Zusétzlich ist etwas abgeschwécht eine
netzformige Struktur zu erkennen, bei der es sich typischerweise um das endoplasmatische
Retikulum (ER) handelt. Das Vorhandensein eines Signalpeptides erklért eine Lokalisierung
im ER, wihrend die Sensitivitit von TMEMS59 gegeniiber Endo-H fiir eine Lokalisierung im
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sekretorischen Weg und fiir eine fehlende Plasma-Membran-Férbung spricht. Demzufolge
stimmt die Lokalisierung von TMEMS59 in ER und Golgi-Apparat und das Fehlen eines

Signals an der Zelloberfliche mit den bisherig erbrachten molekularen Daten {iberein.

TMEMS59-GFP

Abbildung 20: Uberexprimiertes TMEM59-GFP ist Golgi-lokalisiert
COS-Zellen wurden transient mit p12-TMEMS59-GFP transfiziert, nach 24 h fixiert und
per konfokaler Mikroskopie ausgewertet.

2.2  TMEMS9-Einfluss auf die Maturierung und Sekretion von APP

2.2.1 TMEMS59 inhibiert die Maturierung von endogenem APP

Das Protein TMEMS59 wurde auf der Suche nach APP-Modulatoren identifiziert. Um den
Effekt von TMEMS9 auf die Proteolyse des endogenen wildtyp-APP zu charakterisieren,
wurde p12-TMEMS59 im 24-Well-Format in HEK293-Zellen transfiziert. Zugleich wurden
parallel Zellen mit dem Kontrollplasmid p12-Luziferase transfiziert, welches fiir ein Protein
kodiert, das keinen Effekt auf APP zeigen sollte. Die Zellen diirfen zum Zeitpunkt der
Transfektion nicht konfluent sein, damit eine hohe Transfektionseffizienz erzielt wird. 48
Stunden nach der Transfektion wurde der Zellkultur-Uberstand gesammelt und die Zellen
lysiert. Zelllysat und Medium wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Schnitt-
spezifischer Antikorper im Western-Blot auf zelluldres und sekretiertes APP iiberpriift. Die
Bindestellen der jeweiligen APP-spezifischen Antikdrper werden im folgenden Kapitel
erldutert, sowie in Abbildung 22A dargestellt. Im Zelllysat ldsst sich endogenes APP als drei-
Banden-Muster identifizieren, die untere Bande stellt das immature APPgos dar, die mittlere
Bande ist eine Mischform aus maturem APPgys und immaturem APP7s;, wihrend die oberste
Bande das mature APP7s; zeigt (sieche Abb. 21A). Unter TMEMS9-Expression ist eine

Abnahme der maturen APP;5;-Bande und eine leichte Zunahme des immaturen APPgos zu
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beobachten. Das 16sliche APPsa nimmt unter TMEMS59-Expression ab (siche Abb. 21A).
Aktin gilt als Ladekontrolle, zum Nachweis des Ladens vergleichbarer Mengen an Lysat
(siche Abb. 21A). Anhand des Aktin-Blots scheint die Proteinkonzentration in den TMEMS59-
transfizierten Lysaten schwécher zu sein. Um nicht aufgrund unterschiedlicher
Proteinkonzentrationen verfdlschte Ergebnisse zu erhalten, wurden die Signale des 22C11-
Blots und des W02-Blots quantifiziert. Darauffolgend wurde das Verhéltnis von l6slichem
APP zu zelluldirem APP bestimmt und mittels einer Graphik dargestellt (siche Abb. 21B). Die
Quantifizierung erfolgte anhand von vier unabhingigen Experimenten. Die Graphik
verdeutlicht, dass die TMEMS59-Expression zu einer ca. 65%igen Abnahme des sekretierten
APPsa fiihrt.

A Kon TMEMS59 B
kDa e <« matures APP5, APP
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1 4
W e s | APPsa 08 u
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50—F TMEMS59 el
S ((93-Lys) ’
0,2 -
50— e wnea Aktin (Lys) 0 :
Kon TMEMS59
Sekretion von APPsa

Abbildung 21: TMEMS9 inhibiert die Maturierung und Sekretion von endogenem
APP

A) HEK293-Zellen wurden im 24-Well-Format mit p12-TMEMS59 oder Kontroll-Plasmid
pl2-Luziferase (Kon) transfiziert, die Zellen wurden nach 48 h lysiert und mittels
Western-Analyse auf endogenes zelluldres (22C11) und 16sliches (W02) APP und
TMEMS59-Expression (93) untersucht. Die Transfektion der Plasmide erfolgte jeweils in 2
wells als Doppelkontrolle. Als Ladekontrolle dient Aktin (B-Aktin). B) Graphische
Darstellung der Abnahme des Verhéltnisses 16slichen APPsa (W02) zu zellulirem APP
(22C11) unter Einberechnung von Mittelwerten und Standardabweichung in den
transfizierten Zellen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen anhand von vier
unabhéngigen Experimenten; p-Wert: 0,015.

2.2.2 Transient iiberexprimiertes APP wird in seiner Maturierung inhibiert

Um den Effekt von TMEMS59 und seines Homologen BSMAP auf die Proteolyse von APP
genauer charakterisieren zu konnen, beispielsweise die Generierung des B-prozessierten APP,
sowie des AP-Peptids, wurde APPgs unter Kotransfektions-Bedingungen untersucht. Ein
moglicher Effekt auf die APP-Maturierung und die APP-Sekretion ist auf transient
tiberexpremiertes APP einfacher nachzuweisen als auf endogenes APP, dies wurde bereits

von anderen Arbeitsgruppen gezeigt (Pahlsson and Spitalnik, 1996). In HEK293-Zellen
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wurde eine transiente Kotransfektion von p12-APPgys und p12-TMEMS59-HA, bzw. einem
Kontroll-Plasmid durchgefiihrt. die Transfektion des pl2-GFP-Plasmides diente als
Transfektions-Kontrolle. Bei einer gleichmifBigen Transfektionsrate sollten im Western-Blot
homogene Mengen an GFP detektierbar sein. 48 Stunden nach Transfektion wurde das
Medium (Zellkultur-Uberstand) der Zellen gesammelt und die Zellen lysiert. Zelllysat und
Medium wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Schnitt-spezifischer Antikoérper im
Western-Blot auf APP-Fragmente iiberpriift. Die Epitope der Antikdrper sind in Abbildung
22A schematisch dargestellt. Um B-Sekretase prozessiertes APPsf nachzuweisen, wurde der
schnittspezifische Antikorper 192wt verwendet, der das durch die Proteolyse entstandene C-
terminale Neo-Epitop erkennt. Der W02-Antikorper ist in der Lage, durch Bindung zwischen
o- und B-Schnittstelle, a-Sekretase-geschnittenes APPsa nachzuweisen. Allerdings existiert
neben der hauptsidchlich verwendeten -Sekretase-Schnittstelle eine weitere Position, an der
APP zu einem geringeren Teil durch die B-Sekretase prozessiert werden kann. Diese Stelle
wird als B” bezeichnet und gleichfalls vom WO02-Antikorper detektiert (siche Abb. 22A). Die
zytoplasmatische Doméne von zellulirem APP wird von dem Antikdrper 6687 erkannt,
zusitzlich enthélt der N-Terminus von APP ein Epitop fiir den 22C11-Antikorper, der somit
in der Lage ist, sowohl zellulires APP im Lysat, sowie prozessiertes APP im Uberstand
nachzuweisen. In dem Kontroll-transfizierten Lysat detektiert man unter Verwendung des
Antikorpers 22C11 zwei Formen des zelluldren APP, eine immature und eine héher laufende
mature Form (siche Abb. 22B). Unter Kotransfektions-Bedingungen mit p12-TMEMS59-HA
wird die mature Bande von APP stark reduziert, stattdessen ist eine Akkumulation der
immaturen Form erkennbar. Im Uberstand ist unter TMEMS59-Expression eine starke
Reduktion sowohl des sekretierten APPsa, als auch des APPsp und des AB-Peptids zu sehen.
Um zu untersuchen, ob das Homolog BSMAP einen &hnlichen Effekt auf die APP-
maturierung und —Sekretion zeigt, wurden HEK293-Zellen transient mit p12-APPgos und p12-
TMEMS59-HA, bzw. pl2-BSMAP-HA oder dem Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase
kotransfiziert. Sodann wurden 48 Stunden nach der Transfektion die Lysate und
Zellkulturiiberstinde mittels SDS-PAGE und Western-Analyse untersucht. BSMAP weist wie
TMEMS59 eine Maturierungs-Hemmung von APP auf, zudem wird die Sekretion von APPsa
und APPsB reduziert (siche Abb. 22C). Es scheint, als hitten TMEMS59 und BSMAP
denselben Effekt auf APP.

Um zu testen, ob der Antikorper 22C11 tatsdchlich iiberexpremiertes APPgos nachweisen
kann, wurden HEK293-Zellen transient mit p12-APPsys und einem Kontroll-Plasmid, bzw.
p12-TMEMS59-HA kotransfiziert. Diese Zellen, sowie untransfizierte HEK293-Zellen wurden
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48 h nach der Transfektion lysiert und die Zelllysate, sowie die Zellkulturiiberstdnde per SDS-
PAGE und Western-Analyse untersucht. Abbildung 22D zeigt, dass der 22C11-Antikorper die
mature und immature Form des iliberexpremierten APPgos nachweisen kann, die dasselbe
Laufverhalten aufweisen, wie die Formen des endogenen APPgs, was in der langen
Exposition sichtbar wird. Die oberste der drei Banden repréisentiert die mature Form des
APP7s;. Im Zellkulturiiberstand hingegen kann man nur die 16sliche Form des APP;s; sehen,
welches in HEK293-Zellen stirker expremiert wird. Daher zeigt die 16sliche Form des
endogenen APP in dem W02-Blot in der langen Exposition ein verlangsamtes Laufverhalten

im Vergleich zu den transfizierten Proben.
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Abbildung 22: TMEMS59 und BSMAP inhibieren APP-Maturierung und Sekretion
A) Darstellung der Epitope der APP-spezifischen Antikdrper und der spezifischen
Schnittstellen der Sekretasen (Pfeile). B) HEK293-Zellen wurden transient mit p12-
APPgs und pl2-TMEMS59-HA, bzw. Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase (Kon)
kotransfiziert, p12-GFP diente als Transfektions-Kontrolle. Die Zellen wurden lysiert und
die Lysate und das Medium mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf zelluldres APP
(22C11), 16sliches APPsa. (W02), APPsp (192wt), AP (6E10, erkennt AB1-17), TMEMS59
(HA) und GFP (GFP-mono) untersucht. C) HEK293-Zellen wurden transient mit p12-
APP¢os und p12-TMEMS59-HA, p12-BSMAP-HA, bzw. Kontroll-Plasmid p12-Luziferase
(Kon) kotransfiziert, pl2-GFP diente als Transfektions-Kontrolle. Die Zellen wurden
lysiert und die Lysate und das Medium mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf
zelluldres APP (22C11), 16sliches APPsa (W02), APPsp (192wt), TMEMS59 und BSMAP
(HA) und GFP (GFP-mono) untersucht. D) HEK293-Zellen wurden mit p12-APPgs und
Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase (Kon), bzw. mit pl2-TMEMS59 kontransfiziert. Die
transfizierten Zellen und zugleich untransfizierte Zellen wurden nach 48 h lysiert und
mittels SDS-PAGE und Western-Analyse auf zellulares APP (22C11) und l6sliches APP
(W02) untersucht.
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Um einen Zelltyp-abhingigen Effekt auszuschlieBen, wurde dieser auBer in humanen
HEK?293-Zellen auch in COS7-Zellen aus dem Affen und in CHO-Zellen aus dem Hamster
analysiert. Auch in diesen Zellen ist unter transienter Kotransfektion ein Einfluss auf die
Maturierung und Sekretion von APPgos erkennbar, wiederum ist eine Abnahme der maturen
Bande und eine Akkumulation der immaturen Form von APP im Zelllysat sichtbar, ebenso

kann nochmals eine Abnahme des APPsa gezeigt werden (siche Abb. 23A/B).
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Abbildung 23: TMEMS59 inhibiert APP-Maturierung und Sekretion in COS7- und
wtCHO-Zellen

A) COS7-Zellen und B) wtCHO-Zellen wurden transient mit pl12-APPgs und pl2-
TMEMS59, bzw. Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase kotransfiziert, p12-GFP diente als
Transfektions-Kontrolle. Die Zellen wurden nach 48 h lysiert und in Lysaten und
Medium mittels SDS-PAGE und Western-Analyse zelluldres APP (22C11), sekretiertes
APPsa (W02), TMEMS59 (93) und GFP (GFP-mono) analysiert.

Wie gezeigt werden konnte, sorgen TMEMS59 und BSMAP fiir eine Inhibition der
Maturierung von APP und eine Reduktion der Sekretion der 16slichen APP-Formen. Dies
konnte darauf hindeuten, dass die Hemmung der Maturierung einen gestorten APP-Transport
zur Folge haben konnte. Durch den gestdrten Transport konnte APP nicht mehr zu den

Sekretasen gelangen, was die Reduktion der Sekretion von APP erkldren wiirde.

2.2.3 TMEMS9-Expression hemmt die Maturierung von APP

Um die Frage zu beantworten, ob das mature APP unter TMEMS59-Expression erst gar nicht
entsteht oder schneller abgebaut wird, wurde die Maturierung von APP in einem
»pulse/chase“-Experiment analysiert. HEK293-Zellen wurden mit p12-APPsos und entweder
dem Kontrollplasmid pl2-Luziferase oder p12-TMEMS59 kotransfiziert. Nach 48 Stunden
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wurden die Zellen und damit das neu synthetisierte APP radioaktiv mit *°S markiert (,,pulse®)
und zeitlich in seiner Maturierung verfolgt (,,chase*). Zu den angegebenen ,,chase‘-
Zeitpunkten (0, 30, 60, 90 und 120 min) wurden Zelllysate hergestellt und ein Teil mittels
SDS-PAGE und Western-Analyse auf TMEMS59-Expression analysiert. Das restliche Lysat
wurde gegen APPgys immunoprizipitiert und sodann ebenfalls per Western-Analyse
untersucht. Das zum ,chase“-Zeitpunkt ,0 min“ hergestellte Zelllysat der
Ausgangspopulation zeigt fiir Kontroll-transfiziertes APP eine starke immature Bande und
eine schwichere mature Bande (sieche Abb. 24). Die Intensitidt der maturen Bande nimmt
zuerst zu, bis sie ab dem Zeitpunkt ,,60° min erneut abnimmt, bedingt durch den Abbau des
maturen APP. Das Signal der immaturen Bande hingegen wird kontinuierlich schwécher, da
diese Form von APP glykosyliert wird und sich zu einer maturen Form umwandelt. Dagegen
nimmt in TMEMS59-kotransfizierten Zellen das mature APP kontinuierlich ab, bedingt zum
Einen durch den Abbau des bereits vorhandenen maturen Proteins, zum Anderen durch die
gehemmte Maturierung der immaturen Bande. Diese ldsst daher auch keine Abnahme
erkennen, sondern zeigt kontinuierlich dieselbe Intensitdt. Dieses Experiment spricht fiir eine
Inhibition der APP-Maturierung und nicht fiir einen beschleunigten Abbau unter TMEMS59-
Expression, da ansonsten in den TMEMS59-kotransfizierten Zellen die mature Bande des APP

bei frithen Zeitpunkten zuerst zunehmen wiirde, bevor es abgebaut wiirde.
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Abbildung 24: TMEMS9 inhibiert die Maturierung von APP

HEK?293-Zellen wurden transient mit pl12-APPgs und pl12-GFP und entweder dem
Kontrollplasmid pl12-Luziferase (Kon) oder p12-TMEMS9 kotransfiziert. Nach 48 h
wurden die Zellen mit *°S radioaktiv markiert und zu bestimmten Zeitpunkten Lysate der
Zellen hergestellt, die partiell gegen APPgs immunoprézipitiert wurden (6687) und per
SDS-PAGE und Western-Analyse auf APP (6687), TMEMS59 (93) und GFP (GFP-mono)
untersucht wurden.
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2.2.4 Kontrollproteine inhibieren nicht die Maturierung und Sekretion von APP

Der inhibitorische Effekt, den die TMEMS59-Expression auf die APP-Maturierung und
—Sekretion zeigt, kdnnte ebenso durch die artifizielle Uberexpression von TMEM59 bedingt
sein. Um dies auszuschlieBen, wurde ein Plasmid, welches ein zweites Typ-I-
Membranprotein, CD4, kodiert, zusitzlich zu pl2-APPgs kotransfiziert, um dessen
vermeintlichen Effekt auf die APP-Maturierung zu iiberpriifen. HEK293-Zellen wurden
transient mit p12-APPg9s und entweder dem Kontroll-Plasmid p12-Luziferase oder p12-HA-
TMEM59, bzw. pl12-HA-CD4 kotransfiziert. Die Zellkultur-Uberstinde wurden nach 48
Stunden gesammelt und die Zellen lysiert. Per SDS-PAGE und Western-Analyse wurden
zelluldres und sekretiertes APP, sowie die Expression von TMEMS59 und CD4 analysiert.
CD4 verhélt sich in allen Blots exakt wie die Kontrolle (sieche Abb. 25). Weder ist ein
Einfluss auf die Maturierung (APP), noch auf die Sekretion detektierbar (APPsa, APPsp). Die
CD4-Uberexpression beeinflusst APP demzufolge nicht in seiner Maturierung und weiteren
Prozessierung. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass der inhibitorische Maturierungs-Effekt,

den TMEM59 verursacht, nicht durch einen Uberexpressions-Artefakt verursacht wird.
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Abbildung 25: CD4 hat keinen Einfluss auf die Maturierung oder Sekretion von
APP

HEK293-Zellen wurden transient mit pl2-APPgs und dem Kontroll-Plasmid pl12-
Luziferase (Kon), bzw. p12-HA-TMEMS59 oder p12-HA-CD4 kotransfiziert. p12-GFP
diente als Transfektionskontrolle. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert. Mittels SDS-
PAGE und Western-Analyse wurde in den Lysaten und den Zellkulturiiberstinden
zelluldres (22C11) und 16sliches APP (W02, wt192), sowie TMEMS59 und CD4 (HA) und
GFP (GFP-mono) untersucht. In dem APPspB-Blot wurden Spuren mit irrelevanten Proben
entfernt, was mittels einer vertikalen Linie markiert ist, die dargestellten Proben waren
dennoch auf demselben Blot geladen.
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Das Typ-I-Transmembranprotein CD4 beeinflusst die Maturierung und Sekretion von APP
nicht. CD4 ist jedoch hauptsédchlich an der Plasmamembran lokalisiert, nur ein geringer Teil
des Proteins befindet sich im Golgi-Apparat. Um zu {Uberpriifen, ob nicht die reine
Uberexpression von TMEM59 unspezifisch zu dem inhibitorischen Effekt auf APP fiihrt,
wurde als zusitzliches Kontrollprotein ein Golgi-standiges Fusions-Protein verwendet. Dieses
Protein, Golgi-Venus, wurde durch Fusion des N-Terminus der humanen [-1,4-
Galaktosyltransferase an den N-Terminus des fluoreszierenden Proteins Venus generiert
(Llopis et al.,, 1998). Somit ist das griin-fluoreszierende Protein durch den
Galaktosyltransferasen-Anteil Golgi-stindig. Zum Nachweis der Golgi-Lokalisierung von
Golgi-Venus wurden HEK293-Zellen in Kammern ausgesit, die eine Lebendzell-Aufnahme
ermoglichen. Das Material dieser Platten besitzt dhnliche Eigenschaften wie Glas und
entspricht in der Dicke und den optischen Eigenschaften einem Objekttrager. Daher kdnnen
Zellen in diesen Kammern kultiviert und nachfolgend mit konfokaler in-vivo-Laser-Scanning-
Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht werden. Die ausgesiten HEK293-Zellen wurden
transient mit pCAG-IRES2-Golgi-Venus transfiziert und nach 24 Stunden in-vivo unter einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop untersucht. Das Signal von Golgi-Venus scheint
tatsidchlich Golgi lokalisiert zu sein (siche Abb. 26A, weille Pfeile), es ist weder eine Farbung
der Plasmamembran, noch des Zytoplasmas oder des Kerns zu erkennen. HEK293-Zellen
wurden nun transient mit pl12-APPgs und entweder p12-TMEMS9, pCAG-IRES2-Golgi-
Venus oder dem Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase (Kon) kotransfiziert. Die Zellkultur-
Uberstéinde wurden nach 48 Stunden gesammelt und die Zellen lysiert. Mittels SDS-PAGE
und Western-Analyse wurden zelluldres und sekretiertes APP, sowie die Expression von
TMEMS59 und Golgi-Venus identifiziert. In diesem Experiment diente pl12-GFP nicht als
Transfektionskontrolle, da der Nachweis von Golgi-Venus iiber einen GFP-Antikorper
erfolgte und das GFP-Signal des transfizierten GFP das Signal von Golgi-Venus iiberlagert
hitte.  Interessanterweise  verhédlt sich das  Golgi-stindige  Protein  unter
Uberexpressionsbedingungen in Bezug auf APP wie die Kontrolle (siche Abb. 26B). Golgi-
Venus zeigt, im Gegensatz zu TMEMS59, keinen Einfluf} auf die Sekretion und Maturierung
von APP. Dies ist ein weiterer Hinweis, dass der Effekt, den TMEMS59 auf die Maturierung
und Sekretion von APP zeigt, spezifisch ist und kein Artefakt darstellt.
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Abbildung 26: Golgi-Venus hat keinen Einflufl auf die Maturierung oder Sekretion
von APP

A) HEK293-Zellen wurden in Kammern ausgesét und nach 24 h transient mit pCAG-
IRES2-Golgi-Venus transfiziert. Die Auswertung erfolgte nach 24 h am konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop. Weile Pfeile markieren den Golgi-Apparat. B) HEK293-
Zellen wurden transient mit p12-APP¢os und dem Kontroll-Plasmid p12-Luziferase (Kon),
bzw. p12-TMEMS59 oder pCAG-IRES2-Golgi-Venus kotransfiziert. Mittels SDS-PAGE
und Western-Analyse wurde zellulires (22C11) und 16sliches APP (W02), sowie
TMEMS59 (93) und Golgi-Venus (GFP-mono) untersucht.

2.2.5 Die generelle Sekretion von Proteinen wird von TMEMS39 nicht beeinflusst

2.2.5.1 Die TNFa-Sekretion wird von TMEM 59 nicht gehemmt

Um zu tiberpriifen, ob die TMEMS59-Expression ebenfalls auf die Prozessierung und
Sekretion anderer Proteine einen Einfluss zeigt, wurde ein moglicher Effekt von TMEMS9
auf den Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) untersucht. Es handelt sich dabei um ein potentes
Zytokin, das von mehreren Zelltypen, unter ihnen Makrophagen, Monozyten und
Fibroblasten, produziert wird. TNFa ist ein Typ-II-Transmembran-Protein, welches als
Vorldufer-Protein synthetisiert und sodann, vergleichbar mit APP, in einer a-Sekretase-
dhnlichen Art prozessiert wird (Hooper et al., 1997). Es liegt in der biologisch aktiven Form
als nicht-glykosyliertes Trimer oder Dimer vor. Wird TNFa prozessiert, so entsteht ein
16sliches Fragment, sowie ein N-terminales Fragment von TNFa, TNFa-NTF. Als weitere
Form ldsst sich im Lysat transfizierter Zellen das unprozessierte Vollldngen-Protein
nachweisen (TNFa-fl). Um zu iberpriifen, ob TMEMS59 auch auf dieses sekretierte
unglykosylierte Protein einen Einfluss hat, wurden HEK293-Zellen transient mit p12-Flag-
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TNFa-HA und Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase, bzw. pl12-TMEMS59 kotransfiziert. Als
transfektionskontrolle wurde jeweils zusitzlich p12-GFP kotransfiziert. Nach 48 h wurden die
Zellen lysiert und Zellkultur-Uberstand und Lysat wurden per Western-Analyse untersucht.
Weder auf die 16sliche Form im Uberstand, noch auf TNFa-NTF oder die Volllingen-Form
ist ein Einfluss der TMEMS59-Koexpression zu detektieren (sieche Abb. 27). TMEMS59 scheint
demzufolge keinen Effekt auf die Maturierung oder Prozessierung von TNFa zu haben.
Offensichtlich zeigt die TMEMS59-Expression keinen generellen Effekt auf die Prozessierung

und Sekretion von Proteinen.

Flag-TNFa-HA
KDa Kon TMEM59

17—|w = = - ITNFa I8slich (HA-U)

16— TNFa (Flag-Lys)
o “NTF

36_ e TMEMS59 (93-Lys)

36—

Abbildung 27: TMEMS9 beeinflusst nicht die TNFa-Prozessierung

HEK?293-Zellen wurden transient mit einem p12-Flag-TNFalpha-HA und dem Kontroll-
Plasmid  pl2-Luziferase = (Kon), bzw. pl2-TMEMS59  kotransfiziert, als
Transfektionskontrolle diente p12-GFP. Nach 48 Stunden wurde der Zellkultur-Uberstand
gesammelt und die Zellen lysiert. Uberstand und Lysat wurden mittels Western-Analyse
unter Verwendung spezifischer Antikorper auf 16sliches TNFa (HA), TNFa-fl und TNFa-
NTF (Flag), TMEMS59 (93) und GFP (GFP-mono) untersucht.

2.2.5.2 Die Sekretion der alkalischen Phosphatase (SEAP) bleibt durch
TMEMS9 unbeeinflusst

Zusitzlich zu TNFa sollte der mogliche Effekt von TMEMS9 auf ein weiteres Protein
untersucht werden, um eine genauere Aussage treffen zu konnen, ob die generelle Sekretion
von Proteinen unter der Expression von TMEMS59 gestort ist.

Die sekretierte alkalische Phosphatase (SEAP) ist die verkiirzte Form der GPI-verankerten
humanen plazentaren alkalischen Phosphatase (AP), die eine verdnderte kodierende Region
fiir die Membran-Lokalisierung im Vergleich zur AP aufweist. Die SEAP ist ein I6sliches,
glykosyliertes Enzym, welches enzymatisch aktiv ist und ein groes Spektrum an Substraten
bei alkalischem pH hydrolysiert (Cullen and Malim, 1992). Somit ist die SEAP-Aktivitit im
Zellkultur-Uberstand transfizierter Zellen durch Zugabe von para-Nitrophenolphosphat
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(pNPP) und photometrischer Messung des Umsatzes zu para-Nitrophenol (pNP) moglich. Die
Aktivitdt der endogenen alkalischen Phosphatase kann durch Erhitzen eliminiert werden und
ist somit nicht in der Lage, die Messung der Phosphatase-Aktivitét der transfizierten SEAP zu
verfilschen (Cullen and Malim, 1992).

Um zu testen, ob die Kotransfektion mit p12-TMEMS59 die Maturierung und Sekretion eines
weiteren sekretierten Proteins beeinflusst, wurden HEK293-Zellen mit p12-HA-SEAP und
pl12-TMEMS59, bzw. dem Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase kotransfiziert. Per Western-
Analyse wurden das Zelllysat und der Zellkultur-Uberstand auf HA-SEAP und TMEMS59-
Expression getestet. Die TMEMS59-Koexpression fiihrt in diesem Falle zu einer Inhibierung
der Maturierung, die mature Bande der SEAP im Lysat ist im Vergleich zu Kontroll-
transfizierten Proben nicht mehr zu detektieren (siche Abb. 28). Die SEAP wird zwar unter
dem Einfluss von TMEMS59 weiterhin sekretiert, weist jedoch eine hohere Mobilitét im Gel
auf, als Kontroll-transfizierte SEAP, was auf eine verdnderte Glykosylierung hindeuten
konnte. TMEMS9 inhibiert demzufolge nicht generell die Funktion des Golgi-Apparates, da
Sekretion weiterhin stattfindet. Anscheinend beeinflusst TMEMS9 allerdings dennoch die
Maturierung und Glykosylierung von sekretorischen Proteinen. Parallel wurde im Zellkultur-
Uberstand die Phosphatase-Aktivitit der SEAP in TMEMS59-kotransfizierten Zellen im
Vergleich zu Kontroll-kotransfizierten Zellen gemessen (siche Abb. 28B). Die Messwerte
stammen aus zwei voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten und beziehen die
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung mit ein. Die SEAP-Aktivitdt ist
unter dem Einflul der TMEMS9-Expression stark reduziert, was auf eine unzureichende
Glykosylierung hindeutet, durch die SEAP nicht mehr enzymatisch aktiv ist. Bereits in
fritherer Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass stabil-SEAP-expremierende Zellen nach
Tunikamyzin-Induktion eine reduzierte dosisabhéngige Phosphatase-Aktivitit aufweisen, was
zeigt, dass eine normale Glykosylierung fiir die volle Aktivitidt der SEAP Vorraussetzung ist

(Hiramatsu et al., 2006b).
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Abbildung 28: TMEMS9 inhibiert nicht die Sekretion der SEAP, beeinflusst jedoch
die komplexe Glykosylierung

HEK?293-Zellen wurden transient mit p12-HA-SEAP und p12-TMEMS59, bzw. Kontroll-
Plasmid pl2-Luziferase (Kon) kotransfiziert, pl12-GFP diente als Transfektions-
Kontrolle. A) Die Zellen wurden nach 48 h lysiert und das Medium gegen SEAP
immunprézipitiert (HA). Mittels SDS-PAGE und Western-Blot wurde SEAP (HA),
TMEMS59 (93) und GFP (GFP-mono) nachgewiesen. B) Phosphatase-Aktivitits-
Bestimmung im Zellkultur-Uberstand der kotransfizierten HEK293-Zellen. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardabweichung anhand zweier unabhingig voneinander
durchgefiihrten Experimenten.

2.2.5.3 Losliche Formen von APP werden trotz TMEM59-Expression

sekretiert

Um den Effekt auf ein drittes sekretiertes Protein zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen
transient mit p12-APPsa, p12-APPsp und p12-APPsB’, die jeweils die sekretierten Formen
von APP kodieren, sowie entweder p12-TMEMS59 oder dem Kontroll-Plasmid p12-Luziferase
kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 48 Stunden lysiert und der Zellkultur-Uberstand und
das Lysat mittels Western-Analyse untersucht. Wie schon bei der sekretorischen AP zeigt
auch hier die Expression von TMEMS59 keine Inhibition der Sekretion (siche Abb. 29). Erneut
ist eine erhohte Mobilitdt der sekretierten Proteine im Gel zu beobachten, die mit TMEMS59
kotransfiziert wurden. Augenscheinlich wurde auch bei diesen sekretierten Proteinen die
Glykosylierung beeinflusst, was die Sekretion jedoch nicht stort. Dies deutet abermals
daraufhin, dass TMEMS59 die Golgi-Funktion nicht grundsitzlich hemmt, da die Sekretion
stattfindet.
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Abbildung 29: Losliches APP wird unter TMEMS59-Einfluf} sekretiert, jedoch nicht
mehr komplex-glykosyliert.

HEK?293-Zellen wurden transient mit p12-APPsa, p12-APPsp und p12-APPsB” und p12-
TMEMS9, bzw. dem Kontroll-Plasmid pl12-Luziferase (Kon) kotransfiziert, p12-GFP
diente als Transfektions-Kontrolle. Die Zellen wurden nach 48 h lysiert und die Lysate
und das Medium mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf sekretiertes APPsa, APPsp
und APPsB” (22C11), TMEMS59 (93) und GFP (GFP-mono) iiberpriift.

2.2.6 TMEMS9Y beeinfluf3t die Glykosylierung von APP

Fiir die SEAP (unter Kapitel 2.2.5.2) und die 16slichen APP-Formen (unter Kapitel 2.2.5.3)
konnte gezeigt werden, dass die Expression von TMEMS59 die Glykosylierung zu
beeinflussen scheint. Bei genauerer Betrachtung der vorangegangenen Experimente scheint
die TMEM59-Expression ebenfalls nicht nur die Maturierung und Sekretion von APP zu
inhibieren. Betrachtet man das sekretierte APPsa im Zellkultur-Uberstand genauer, so scheint
es eine leicht erhohte Mobilitdt im Gel aufzuweisen, im Gegensatz zu Kontroll-transfiziertem
APPsa (siche Kapitel 2.2.3, Abb. 24). Dasselbe gilt fiir APPsp, wobei dort der leichte
Laufverhaltensunterschied geringer ausfillt (sieche Kapitel 2.2.3, Abb. 24). Dies wirft die
Vermutung auf, dass durch die TMEMS59-Koexpression die Glykosylierung von APP
gehemmt sein konnte. Dadurch konnte der Transport von APP beeinflusst werden, was
sowohl die fehlende komplex-glykosylierte Bande des zelluldiren APP, als auch die stark
verminderte Sekretion, sowie die erhhte Mobilitdit von APPsa und APPsf erkldren wiirde.
Um die Frage nach einer Beeinflussung der Glykosylierung zu beantworten, wurde der
Zellkultur-Uberstand von HEK293-Zellen gesammelt, die transient mit p12-APPgs und
entweder einem Kontroll-Plasmid oder pl12-TMEMS9 kotransfiziert wurden, und mit
PNGase-F behandelt. Darauffolgend wurden die Proben mittels SDS-PAGE und Western-
Analyse auf APPsa untersucht. Wiirde die erhohte Mobilitit im Gel bei Kontroll-
kotransfizierten Proben nach PNGase-F-Behandlung dasselbe Laufverhalten demonstrieren,
wie die Proben nach TMEMS59-Kotransfektion, so wiirde die TMEMS59-Expression die N-
Glykosylierung von APP hemmen. Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, fiihrt der PNGase-F-
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Verdau nicht nur in den Kontroll-transfizierten Zellen zu einer erhéhten Mobilitdt im Gel,
also zu einer Abspaltung der komplexen N-Glykosylierung, sondern auch in den TMEMS59-
transfizierten Zellen, wo ebenfalls eine minimale Anderung im Laufverhalten detektiert
werden kann. Die N-Glykosylierung ist unter TMEMS59-Expression demzufolge nicht
komplett inhibiert, andernfalls wére kein Unterschied zwischen PNGase-F-behandelten und —
unbehandelten Zellen erkennbar. Zugleich wird deutlich, dass die mit pl12-TMEMS59-
transfizierten Proben im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Proben, die PNGase-F behandelt
wurden, eine erhohte Mobilitdit im Gel aufweisen. Der Laufverhaltens-Unterschied der
16slichen Form von APP, welches entweder mit einem Kontroll-Plasmid oder p12-TMEMS59
kotransfiziert wurde, ist also nicht nur durch eine Anderung der N-Glykosylierung bedingt.
Vermutlich verursacht eine Anderung der O-Glykosylierung, einen GroBteil des
Laufverhaltens-Unterschiedes. Dies scheint auch insofern plausibel, als APP stark O-
glykosyliert ist und ein Defekt in der O-Glykosylierung einen deutlich sichtbaren Unterschied
in der elektrophoretischen Mobilitdt im Gel verursacht (Pahlsson and Spitalnik, 1996). Ein
alleiniger Effekt auf die N-Glykosylierung wiirde nicht einen so deutlichen

Laufverhaltensunterschied verursachen kdnnen (siehe unter Kapitel 2.2.3, Abb. 24).

Kon + APP_ TMEM59+APP
wa _-F _*F _+F -F

e APPsa
98— - - - (W02-0)

Abbildung 30: Die TMEMS9-Expression scheint nicht nur die N-Glykosylierung zu
inhibieren

HEK?293-Zellen wurden transient mit p12-APPgs und entweder dem Kontroll-Plasmid
pl12-Luziferase (Kon) oder p12-TMEM59 kotransfiziert. Der Uberstand der Zellen wurde
nach 24 h gesammelt und mit PNGase-F verdaut (+F). Per Western-Analyse wurde der
Uberstand sodann auf 16sliches APPso (W02) iiberpriift. Die Proben waren auf demselben
Gel geladen, zwischenliegende Spuren wurden entfernt, dies ist mittels eines vertikalen
Strichs dargestellt.

Es stellte sich die Frage, ob TMEMS59 tiberhaupt einen Effekt auf die N-Glykosylierung oder
tatsdchlich nur auf die O-Glykosylierung ausiibt. Zur weiteren Klarung wurde ein APP-
Konstrukt generiert, bei dem beide mdglichen N-Glykosylierungsstellen mutiert wurden,
indem jeweils das Serin an Position drei des Motivs —N-X-S- durch ein Alanin ersetzt wurde.
Zeigt TMEMS59-Koexpression mit diesem APPANGS-Konstrukt keinen Effekt auf dessen
Maturierung und Sekretion, so widre die N-Glykosylierung, die wtAPP aufweist,

mitverantwortlich fiir den inhibitorischen Effekt von TMEMS59 auf dessen Maturierung. Es
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konnte bereits gezeigt werden, dass APPANGS in der Sekretion jedoch unbeeintrachtigt
bleibt, die Sekretion von APP hingt demzufolge nicht von der N-Glykosylierung ab (Pahlsson
and Spitalnik, 1996). HEK293-Zellen wurden transient mit pl2-APPgs oder pl2-
APPgsANGS und jeweils einem Kontroll-Plasmid oder p12-TMEMS59 kotransfiziert. Mittels
Western-Analyse wurden Zelllysat und Zellkultur-Uberstand auf APP und TMEMS59-
Expression hin untersucht. Die Mutation der N-Glykosylierungsstellen war erfolgreich, da die
APPANGS-Banden durch die fehlenden Zuckerketten im Vergleich zu den APP-Banden eine
leicht erhohte Mobilitdt im Gel aufwiesen, als die wtAPP-Banden, was im Zelllysat
ersichtlich ist (sieche Abb. 31). Es wird jedoch deutlich, dass APPANGS unter TMEMS59-
Koexpressions-Bedingungen genauso in der Maturierung und Sekretion beeintrachtigt ist, wie
wtAPP.

Dies deutet erneut darauf hin, dass TMEMS59 einen Einfluss auf die O-Glykosylierung von
APP hat. In einem spiteren Kapitel (unter Kapitel 2.2.7.1) wird nachgewiesen, dass TMEMS59
jedoch nicht nur die O-Glykosylierung, wie im Falle von APP, sondern auch die N-
Glykosylierung von Proteinen beeintrachtigen kann. In fritherer Arbeit wurde gezeigt, dass
eine defekte N-Glykosylierung anderer zelluldrer Proteine die Maturierung von APP
beeinflusst (Pahlsson and Spitalnik, 1996). Mdglicherweise hemmt auch TMEMS9 nicht
direkt die Glykosylierung von APP, sondern ebenfalls die Glykosylierung anderer zellulérer

Proteine, welche wiederum fiir die Maturierung von APP notwendig sind.

APP APPANGS

Kon TMEM59 TMEM59 Kon
kDa

.. APPsa
0| - -q (W02-0)
TMEMS59 Kon Kon TMEM59

98— (22C11-Lys)
= ___ __ TMEMS59
36 —| ™ (93-Lys)
| (GFP-Lys)

Abbildung 31: TMEMSY inhibiert Maturierung und Sekretion von APPANGS
HEK293-Zellen wurden transient mit p12-APPgs oder p12-APPgos-ANGS und jeweils
dem Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase (Kon) oder pl2-TMEMS59 kotransfiziert, als
Transfektionskontrolle diente pl12-GFP. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert. Mittels
Western-Analyse wurde Zelllysat und Zellkultur-Uberstand auf zelluldres APP (22C11),
sowie l6sliches APPsa (W02) und TMEMS59-Expression (93) hin untersucht.
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Es stellte sich die Frage, ob es weitere Proteine gibt, welche die Golgi-Glykosylierung
beeinflussen und somit einen Einfluss auf die Maturierung von zelluldren Proteinen haben
konnen. Eine Uberpriifung der Literatur zeigte, dass der Defekt in der N- und O-
Glykosylierung, den die TMEMS59-Uberexpression verursacht, auch unter Knock-out-
Bedingungen verschiedener Proteine beschrieben wurde. Unter ihnen befinden sich die
Komponenten des COG (,,conserved oligomeric Golgi“)-Komplexes. Dieser oktamere
Komplex (COG1-8) wird fiir die korrekte Lokalisierung und Aktivitdt der Golgi-residenten
Proteine bendtigt, insbesondere von Enzymen, die in den Glykosylierungs-Prozess involviert
sind (Oka and Krieger, 2005; Ungar et al., 2006). Es existieren zwei COG-Knock-out-CHO-
Zelllinien, die COG1-defizient (1dIB) oder COG2-defizient (1dIC) sind. In diesen Zelllinien
wurden Defekte in der Glykosylierung des LDL-Rezeptors und anderer Proteine
nachgewiesen (Kingsley et al., 1986). Ausgehend von diesen Befunden stellte sich die Frage,
ob die APP-Glykosylierung und -Prozessierung auch in diesen COG-defizienten-Zellen
gestort ist und ein dhnliches Bild ergibt, wie unter Koexpression mit TMEMS59 in HEK293-
Zellen. Zu diesem Zweck wurden wtCHO-, 1dIB-CHO- und 1dIC-CHO-Zellen transient mit
pl12-APPss und entweder Kontroll-Plasmid oder pl2-TMEMS59 kotransfiziert. Die
Uberstinde wurden gesammelt und die Zellen lysiert, beides wurde mittels SDS-PAGE und
Western-Analyse auf APP und TMEMS59-Expression hin untersucht. In Abbildung 32 ist zu
erkennen, dass in den wtCHO-Zellen die APP-Maturierung und —Sekretion durch die
TMEMS59-Koexpression inhibiert wird. Ein Ausschnitt dieser Abbildung wurde bereits unter
Kapitel 2.2.2 in Abbildung 23B gezeigt. Die Banden im Western-Blot wurden quantifiziert,
sekretiertes APP zu zelluldirem APP ins Verhéltnis gesetzt und eine Graphik generiert, die die
Sekretion der unterschiedlichen Zelltypen verdeutlicht. Dies ist notig, da zum Einen durch das
Ausséden der drei unterschiedlichen Zelltypen und zum Anderen durch die unterschiedliche
Transfizierbarkeit der Zellen kein dquivalent-starkes Signal fiir zellulires APP erhalten
werden konnte, so dass das Verhiltnis sekretiertes zu zellulirem APP mehr Aussagekraft
besitzt. Die Sekretion von APPsa wird in wtCHO-Zellen durch die Expression von TMEMS59
um 70% reduziert (siche Abb. 32/ Graphik). Sowohl in den 1dIB-, als auch in den 1dIC-Zellen
findet eine Maturierung von APP selbst in den Kontroll-transfizierten Zellen nicht mehr statt,
was den bereits publizierten Glykosylierungs-Defekten in diesen Zellen entspricht (Kingsley
et al., 1986). Die Sekretion von APP in diesen Zellen wird im Vergleich zur wtCHO-Zelllinie,
in der APP normal maturiert und sekretiert wird, interessanterweise um 40%, bzw. 70%
reduziert. APP-Maturierung und —Prozessierung scheinen demzufolge abhingig von der

Expression von COG1/COG2 zu sein. Die Sekretion von APP in den COG-Knock-out-Zellen
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zeigt durch die Koexpression von TMEMS59 lediglich in den 1dIB-Zellen eine sehr geringe
zusdtzliche Abnahme. Das sekretierte APPsa in 1dIB- und 1dIC-Zellen weist im Vergleich zu
wtCHO-Kontroll-transfizierten Zellen, gleich den wtCHO-TMEMS59-transfizierten Zellen,
ebenfalls eine erhohte Mobilitdt im Gel auf. Anscheinend sorgt TMEMS9 fiir einen
Glykosylierungs-Defekt, der dhnliche Auswirkungen zeigt, wie der COG-Knock-out. Dies ist
eine unabhiingige Bestitigung die zeigt, dass Anderungen in der Golgi-Glykosylierungs-
Regulation tatsdchlich die APP-Sekretion beeinflussen. Auch Pahlsson konnte zeigen, dass in
Glykosylierungs-defizienten Zellen, in denen die initiale N-Glykan-Prozessierung gestort ist,

zugleich die APP-Sekretion reduziert ist (Pahlsson and Spitalnik, 1996).
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Abbildung 32: Expression von TMEMS9 dhnelt dem COG-Knock-out

wtCHO-, 1dIB-CHO- und 1dIC-CHO-Zellen wurden transient mit pl2-APPgs und
entweder dem Kontroll-Plasmid p12-Luziferase (Kon) oder p12-TMEMS59 kotransfiziert.
Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die Zellkulturiiberstinde gesammelt. Mittels
Western-Analyse wurde zelluldres (22C11), sowie sekretiertes APP (WO02) und die
TMEMS59-Expression  (93)  analysiert.  Dargestellt sind  Mittelwert  und
Standardabweichung aus zwei voneinander unabhéngigen Experimenten.

Um zu tiberpriifen, ob der COG-Defizit auch einen Einfluf} auf endogenes APP zeigt, wurden
wtCHO-, 1dIB- und 1dIC-Zellen auf zelluldres und sekretiertes endogenes APP hin untersucht.
Die ausgesiten Zellen wurden nach 48 Stunden lysiert und die Zellkultur-Uberstinde
gesammelt. Im Gegensatz zu den wtCHO-Zellen findet sowohl in den 1dIB-, als auch in den

1dIC-Zellen keine Maturierung des endogenen APP statt, lediglich die immature Form von
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APP ist zu detektieren (siche Abb. 33). Das sekretierte endogene APPsa zeigt ebenfalls wie
im Falle des iiberexprimierten APP in den 1dIB- und 1dIC-Zellen eine erhohte
elektrophoretische Mobilitit im Gel, was erneut auf eine verinderte Glykosylierung hindeutet.
Ein inhibitorischer Effekt auf die Sekretion konnte in diesen COG-defizienten Zellen nicht
festgestellt werden, da trotz Messung der Proteinkonzentration und Abgleich beim Laden des
Gels das Erlangen dquivalenter Proteinmengen schwierig zu bewerkstelligen ist. Daher kann
zwar eine Aussage iliber das unterschiedliche Laufverhalten von APPsa im Gel getroffen

werden, jedoch nicht {iber die Quantitdt des Signals.

CHO
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Abbildung 33: Der COG-Knock-out inhibiert die Maturierung des endogenen APPs
wtCHO-, 1dIB- und 1dIC-Zellen wurden ausgesit und nach 48 h lysiert. Mittels Western-
Analyse wurden Lysate und Zellkulturiiberstinde auf endogenes zelluldres (22C11) und
sekretiertes APP (W02) hin untersucht.

2.2.7 TMEMS59 beeinflusst die Glykosylierung verschiedener Proteine

2.2.7.1 BACE1 wird durch TMEMS59-Expression in seiner Glykosylierung

gehemmt

Es stellte sich die Frage, ob ein moglicher Effekt von TMEMS9 auf die Glykosylierung
weiterer Proteine nachgewiesen werden kann, zu diesem Zweck wurde der Effekt von
TMEMS59 auf BACE]1 untersucht. BACE1 ist wie APP ein Typ-I-Transmembranprotein, das
kotranslational N-glykosyliert und darauffolgend komplex-glykosyliert wird, jedoch im
Unterschied zu APP nicht O-glykosyliert ist (Huse et al., 2000). Unter Kapitel 1.2.2 wurde
auf BACE1 néher eingegangen. Um den EinfluB von TMEMS59 auf die Glykosylierung von
BACEI! zu iiberpriifen, wurden HEK293-Zellen transient mit p12-BACE1 und entweder p12-
TMEMS59 oder einem Kontroll-Plasmid kotransfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen
lysiert und mittels Western-Analyse auf BACE1- und TMEMS59-Expression tiberpriift. In
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Abbildung 34A wird deutlich, dass die TMEMS59-Expression die Maturierung von BACEI
deutlich hemmt. Die mature, komplex-glykosylierte Bande, die in den Kontroll-transfizierten
Proben zu sehen ist, ist verschwunden, stattdessen ist nur noch die immature, nicht-komplex
glykosylierte Form zu erkennen. In einem zweiten Experiment wurden wiederum HEK293-
Zellen nach demselben Schema transfiziert, jedoch wurden die Lysate jeweils mit PNGase-F
und Endo-H behandelt. Kontroll-Lysate wurden lediglich mit den jeweiligen Puffern
behandelt. In den Kontrollzellen war die deutliche mature, komplex-glykosylierte Form und
eine schwichere immature, nicht komplex-glykosylierte Form von BACEI zu detektieren
(siche Abb. 34A). Die mature Bande erwies sich, wie bereits publiziert, als PNGase-F-sensitiv
und Endo-H stabil, die immature hingegen war sensitiv gegeniiber beiden Enzymen (Capell et
al., 2000; Huse et al., 2000). Die Expression von TMEMS59 verursachte eine deutliche
Inhibition der Maturierung von BACE1, die komplex-glykosylierte Form war nicht mehr zu
detektieren. Die verbleibende immature Form zeigte sich wie bei den Kontroll-transfizierten
Zellen sensitiv gegeniiber PNGase-F und Endo-H (siehe Abb. 34B). TMEMS9 selber ist, wie
bereits unter Kapitel 2.1.5 beschrieben, sowohl PNGase-F-, als auch Endo-H-sensitiv, was

anhand des unterschiedlichen Laufverhaltens beobachtet werden kann (siche Abb. 34B).

A B BACE1
kD %59 Kon TMEMSS
A fon VR kDa -F +F -H +H -F +F -H +H
|- BACET e
64— W W EETLys) g ”. “ 4 |, BACE1
B (EE-17-Lys)
50 . TMEM59 . 8 -
(O51ys) 07 TMEM59
36— GFP
- o (GFP-Lys) ....‘ (93-Lys)

Abbildung 34: Die TMEMS59-Expression inhibiert die komplexe Glykosylierung
von BACE1

A) HEK293-Zellen wurden transient mit p12-BACEl und p12-TMEMS59, bzw. dem
Kontroll-Plasmid  pl2-Luziferase (Kon) kotransfiziert. pl2-GFP diente als
Transfektionskontrolle. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert. Mittels Western-Analyse
wurden die Zelllysate auf BACE1 (EE-17), sowie TMEMS59-Expression (93) untersucht.
B) HEK293-Zellen wurden transient mit pl12-BACE1 und p12-TMEMS59, bzw. dem
Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase (Kon) kotransfiziert. Nach 48 Stunden wurden
Zelllysate hergestellt, die jeweils mit PNGase-F und Endo-H behandelt wurden, zur
Kontrolle lediglich mit Deglykosylierungs-Puffer. Mittels SDS-PAGE und Western-Blot
wurden BACE1 (EE-17) und TMEMS59 (93) detektiert. Die mature komplex-
glykosylierte Form von BACE!] ist mit einem Pfeil, die immature Form mit einem
Sternchen und die deglykosylierte Form mit einem Punkt gekennzeichnet.
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Unter EinfluB von TMEMS9 scheint BACE1 demnach keine N-Glykosylierung mehr zu
erhalten, die BACEI jedoch fiir seine volle Aktivitdt benotigt (Chang et al., 2005; Charlwood
et al., 2001). Somit konnte der Effekt, den TMEMS9 auf die Prozessierung von APP zeigt,
nicht nur durch einen Effekt auf APP selbst, sondern zuséitzlich auch auf einen Einfluf} auf die

Aktivitit einer seiner Sekretasen zuriickzufiihren sein.

2.2.7.2 Das Prion-Protein zeigt unter TMEMS59-Expression eine verdnderte
Glykosylierung

Der Glykosylierungseffekt von TMEMS9 sollte noch auf ein weiteres Protein getestet werden,
hierfiir wurde das GPI-verankerte Prion-Protein (PrP) gewihlt. Die Akkumulation einer
anormal gefalteten Form des Prion-Proteins im zentralen Nervensystem fiihrt bei erkrankten
Organismen zu der Prion-Krankheit. Korrekt gefaltetes PrP durchquert das Golgi-
Kompartment und den sekretorischen Weg und wird mittels eines GPI-Ankers an der
Aussenseite der Plasmamembran befestigt (Borchelt et al., 1990; Caughey and Raymond,
1991; Taraboulos et al., 1990). Das Maus-Prion-Protein wird durch zwei N-Glykosylierungen
an den Asparaginen 180 und 196 posttranslational modifiziert, es erhdlt jedoch keinerlei O-
Glykosylierung (Endo et al., 1989; Haraguchi et al., 1989; Rudd et al., 1999; Stimson et al.,
1999). Das Protein kann demnach in drei unterschiedlichen Glykosylierungszustinden
vorkommen, wobei anhand des Molekulargewichts unglykosylierte Molekiile, Mannose-
reiche Molekiil-Formen und komplex-glykosylierte Molekiile unterschieden werden konnen,
die im Western-Blot ein charakteristisches vier-Banden-Muster aufweisen (Winklhofer et al.,
2003). Alle Formen werden auf der Zelloberfliche exprimiert, jedoch zu unterschiedlichen
Anteilen am Gesamt-PrP (Stahl et al., 1990). Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition
der N-Glykosylierung von PrP nicht mit dem zelluldren Transport von PrP interferiert
(Winklhofer et al., 2003). Selbst in Anwesenheit von Tunikamyzin fand Transport von PrP zu
der Plasma-Membran statt (Lehmann and Harris, 1997). Mit Hilfe von Tunikamyzin kann die
Bildung des ,,Core“-Oligosaccharids schon in der ersten Stufe gehemmt werden und die N-
Glykosylierung vollstindig unterbundenen werden.

Das Prion-Protein PrP war im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus drei Griinden von
Interesse: in fehlgefalteter Form kann es ebenfalls zu einer amyloidogenen Erkrankung
filhren. Zusétzlich eignet es sich durch seine Zucker-Modifikationen und dem daraus
resultierenden charakteristischen Vier-Banden-Muster (unglykosyliert, monoglykosyliert,

diglykosyliert, komplex glykosyliert) fiir eine Analyse des mdglichen Effekts von TMEMS59
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auf die Maturierung eines Proteins. SchlieBlich handelt es sich bei PrP nicht um ein Typ-I-
Transmembranprotein, wie APP, sondern um ein GPI-verankertes Protein.

Um den Glykosylierungsstatus des wtPrP zu bestimmen, wurde, wie zuvor bei APP, in
HEK?293-Zellen eine transiente Kotransfektion von pcDNA3.1-wtPrP und p12-TMEMS59,
bzw. einem Kontroll-Plasmid durchgefiihrt. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und
abzentrifugiert und nachfolgend das entstehende Pellet und das Lysat per SDS-PAGE auf PrP
untersucht. Kontroll-kotransfiziertes PrP weist das charakteristische Vier-Banden-Muster auf,
wobei unter Kotransfektion mit TMEMS59 die komplex-glykosylierte Bande nicht mehr zu
detektieren ist, wihrend die verbleibenden Formen zu akkumulieren scheinen (siche Abb. 35).
TMEMS59 scheint demzufolge auch auf die Maturierung des Prion-Proteins einen Einfluss zu

haben.

PrP+Kon
PrP+
TMEMS59

kDa

Pellet

Lys

TMEMS59

Abbildung 35: TMEMSY inhibiert die komplexe Glykosylierung von wtPrP
HEK?293-Zellen wurden transient mit pcDNA3.1-wtPrP und p12-TMEMS59, bzw. dem
Kontroll-Plasmid p12-Luziferase (Kon) kotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen
lysiert, abzentrifugiert und das entstehende unl6sliche Pellet und das Lysat mittels SDS-
PAGE und Western-Blot auf PrP (3F4) und TMEMS59 (93) untersucht.

2.3 Molekulare mechanistische Untersuchung des Effekts von TMEMS59

2.3.1 TMEMS9 muss Golgi-lokalisiert sein

TMEMS59 scheint die Glykosylierung von Proteinen beeinflussen zu kénnen, was aufgrund
der Lokalisierung von TMEMS59 im Golgi plausibel sein kdnnte. Um zu testen, ob die Golgi-
Lokalisierung von TMEMS59 ausschlaggebend fiir den Effekt auf die Glykosylierung anderer
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Proteine ist, wurde ein Konstrukt kloniert, bei dem TMEMS59 mit einem ER-Riickhaltesignal
ausgestattet wurde (TMEMS59-KKXX) (Jackson et al., 1990; Nilsson et al., 1989). HEK293-
Zellen wurden transient mit pl12-APPgos und pl12-HA-TMEMS59-KKXX, bzw. Kontroll-
Plasmid oder p12-HA-TMEMS59 transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und
das gesammelte Medium und das Lysat mittels SDS-PAGE und Western-Blot untersucht. In
Abbildung 36 ist erkennbar, dass TMEMS59-KKXX gleich der Kontrolle keinen Effekt auf
APP hat, wiahrend TMEMS59 den typischen inhibitorischen Effekt auf Maturierung und
Sekretion von APP zeigt. Dies deutet daraufthin, dass TMEMS59 im Golgi lokalisiert sein

muss, um die Glykosylierung von Proteinen inhibieren zu kénnen.

TMEM59-
KKXX Kon TMEMS59
kDa
S me __ ... APP (22C11-Lys)
98-
S D . L | APPSO (W02-0)
98
6. - S TMEMS9(HA-Lys)
36—
A e e s e GFP (GFP-Lys)

Abbildung 36: TMEMS9 mit ER-Retentionssignal zeigt keinen Einflull auf die
Glykosylierung und Sekretion von APP

HEK293-Zellen wurden transient mit p12-APPgys und p12-HA-TMEMS59, bzw. p12-HA-
TMEMS59-KKXX oder dem Kontroll-Plasmid p12-Luziferase(Kon) kotransfiziert, p12-
GFP diente als Transfektions-Kontrolle. Die Zellen wurden nach 48 h lysiert und die
Lysate und das Medium mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf zelluldres APP
(22C11), sekretiertes APPsa (W02), zellulires TMEMS59 (HA) und GFP (GFP-mono)
untersucht.

2.3.2 TMEMS9 beeintrachtigt den Transport von Proteinen

Unter Expression von TMEMS59 ist die Maturierung von APP geblockt, gleichzeitig wird die
APP-Sekretion inhibiert. Die Tatsache, dass TMEMS59 Golgi-lokalisiert ist legt die
Vermutung nahe, dass die Expression von TMEMS59 den Transport von APP beeintrichtigen
konnte. Dies konnte durch ein Zuriickhalten des immaturen, unterglykosylierten APP im
sekretorischen Weg geschehen, so dass APP weder die Plasmamembran der Zelle, wo der o-
Sekretase-Schnitt stattfindet (Checler, 1995; Sisodia, 1992), noch die Endosomen erreicht, in
denen der B-Sekretase-Schnitt erfolgt (Haass et al., 1992a; Perez et al., 1999) und demzufolge
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dort auch nicht prozessiert werden kann. Um dies zu testen, wurden HEK293-Zellen in
Kammern ausgesdt, die eine Lebendzell-Aufnahme ermoglichen. Die ausgesiten Zellen
wurden transient mit pShuttle-CMV-YFP-APP transtiziert, einem APP-Konstrukt, welches N-
terminal anstelle der KPI-Doméne ein fluoreszierendes Protein, YFP (,,yellow fluorescent
protein®), triagt (Goldsbury et al., 2006). Zusitzlich wurden die Zellen entweder mit einem
Kontrollplasmid, pl12-TMEMS59 oder mit pl2-HA-TMEMS59-KKXX mit dem ER-
Riickhaltesignal transfiziert. Nach 24 Stunden wurden diese Zellen in-vivo unter einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop untersucht. In den Kontroll-transfizierten Zellen ist
anhand der Zell-Zell-Kontakte eine deutliche Zelloberfldchen-Farbung durch YFP-APP zu
erkennen, APP wird demzufolge zur Plasmamembran transportiert (siche Abb. 37, roter
Pfeil). Zugleich deutet ein Signal im Inneren der Zelle auf eine Golgi-Féarbung (sieche Abb. 37,
weiller Pfeil). Dies ist nicht verwunderlich, da das Protein bei dem Transport zur
Zelloberfliche den Golgi-Apparat durchwandern muss. Sind die Zellen hingegen mit
TMEMS59 kotransfiziert, so ist das YFP-Signal nicht mehr an der Zelloberfldche detektierbar,
sondern verstirkt im Golgi und im perinukledren Raum (siche Abb. 37, blauer Pfeil), YFP-
APP wird also nicht mehr an die Zelloberflache transportiert, sondern scheint in Golgi und
ER arretiert. Das TMEMS59-Konstrukt mit dem ER-Riickhaltesignal hingegen verhilt sich
auch in der Lebendzell-Beobachtung wie in der Western-Blot-Analyse, es zeigt vergleichbar
zur Kontrolle keinen Effekt, YFP-APP ist ebenfalls Plasmamembran-lokalisiert und zeigt eine
Golgi-Farbung. Somit scheint die Expression von TMEMS9, die zu einer unterglykosylierten
Form von APP fiihrt, zu einer Riickhaltung von APP im Golgi zu fiihren und den Transport
zur Zelloberfliche zu blocken. Dies konnte die starke Abnahme der prozessierten 16slichen
APP-Formen der TMEMS59-transfizierten Zellen erkldren, APP gelangt, zuriickgehalten im

Golgi, nicht mehr in die Kompartimente, in denen es von den Sekretasen prozessiert wiirde.
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YFP-APP

Kontrolle TMEMS9 TMEMS59-KKXX

Abbildung 37: Konfokale In-vivo-Laser-Scanning-Fluoreszenz-Mikroskopie von
YFP-APP

HEK?293-Zellen wurden in Kammern ausgesit, nach 24 h mit pShuttle-CMV-YFP-APP
und entweder dem Kontrollplasmid pl2-Luziferase, pl2-TMEMS59 oder pl2-HA-
TMEMS59-KKXX kotransfiziert. Die Auswertung erfolgte nach 24 h am konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop. Rote Pfeile markieren Zell-Zell-Kontakte, weile Pfeile den
Golgi-Apparat und der blaue Pfeil ein perinukledres Signal.

Zur Kontrolle, ob TMEMS59-Expression auch zur Riickhaltung von anderen Proteinen im
Golgi fiihrt, wurde derselbe Ansatz mit einem anderen fluoreszierenden Fusions-Protein
durchgefiihrt, RFP (,,red fluorescent protein®) mit einem GPI-Anker des CD59-Proteins (siche
Abb. 38A). HEK293-Zellen wurden in erneut in Kammern ausgesét, welche eine Lebendzell-
Aufnahme ermoéglichen, und nach 24 Stunden mit pl12-HA-RFP-CD59 und entweder
Kontrollplasmid oder p12-TMEMS59-GFP, p12-HA-TMEMS59-KKXX oder dem Homolog
p12-BSMAP kotransfiziert. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die Auswertung am
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop, anschlieBend wurden die Zellen lysiert und mittels
Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von TMEMS59-GFP untersucht. In Abbildung
38B ist ersichtlich, dass die Kontroll-transfizierten Zellen eine Oberflichen-Farbung (griiner
Pfeil) und eine leichte Golgi-Farbung (weiller Pfeil) des GPI-verankerten RFP-
Fusionsproteins zulassen, wihrend die TMEMS59-GFP-Expression hingegen erneut zu einem
Verlust des Signals an der Plasmamembran und zu einer Verstirkung des Golgi-Signals
(weiller Pfeil) fithrt. Wiederum ist zusitzlich eine perinukledre Farbung erkennbar (blauer
Pfeil). Die Expression von TMEMS59-GFP ist in einer Lebendzell-Aufnahme (siche Abb.
38B) und im Western-Blot (siche Abb. 38C) gezeigt. BSMAP verhélt sich wie TMEMS59-
GFP, wihrend sich TMEMS59-KKXX wie im Falle des YFP-APP wie die Kontroll-
transfizierten Zellen verhilt. Die TMEMS59- oder BSMAP-Expression scheint demzufolge zur
Retention von unterglykosylierten Proteinen in Golgi und ER zu fiihren und den Transport

entlang des sekretorischen Weges zu storen.
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Abbildung 38: Konfokale In-vivo-Laser-Scanning-Fluoreszenz-Mikroskopie von
RFP-CD59

HEK?293-Zellen wurden in Kammern ausgesit und 24 h spéter mit p12-HA-RFP-CD59
und jeweils dem Kontrollplasmid pl2-Luziferase, pl12-TMEMS59-GFP, pl2-HA-
TMEMS59-KKXX und p12-BSMAP kotransfiziert. Nach 24 h wurden mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie Aufnahmen gemacht.

Anhand der Lebendzell-Aufnahmen konnte nachgewiesen werden, dass TMEMS9 den
Transport des GPI-verankerten Fusionsproteins RFP-CD59 an die Plasmamembran stort. Nun
sollte dies zusitzlich auf biochemischem Wege gezeigt werden. Hierflir wurde der Einfluss
der TMEMS59-Expression auf die Lokalisierung des GPI-verankerten Prion-Proteins (PrP)
untersucht. Dazu wurden intakte pcDNA3.1-wtPrP-, Kontroll-Plasmid- und p12-TMEM59-
kotransfizierte HEK293-Zellen mit Phosphatidylinositol-Phospholipase C (PIPLC) inkubiert.
PIPLC schneidet spezifisch den GPI-Anker von Proteinen, in diesem Falle von PrP, welches
sich daher nach einem Verdau mit PIPLC im Zellkultur-Uberstand befindet und mittels
Western-Blot  detektierbar sein sollte. Um eine Lokalisierung der Proteine im
Zellkulturmedium durch eine mdoglicherweise stattfindende Sekretion zu vermeiden, wurde
der Verdau bei 4°C vollzogen und zur Kontrolle Zellen ohne PIPLC bei 37°C inkubiert. Das
PIPLC-verdaute Wildtyp-PrP findet sich in den Kontroll-transfizierten Zellen im
Zellkulturmedium (siehe Abb. 39, +PIPLC), wéhrend unter TMEMS59-Expression eine starke
Abnahme des verdauten PrP im Uberstand zu detektieren ist, PrP scheint demzufolge nicht

mehr korrekt an die Zelloberfliche transportiert zu werden. Unverdauter Uberstand (siehe
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Abb. 39, -PIPLC) weist kein PrP-Signal auf. Dies gilt ebenso fiir den Uberstand bei 37°C, der
lediglich sekretierte Proteine enthilt (siche Abb. 39, 37°C, -PIPLC). Die relativen
Proteinmengen im Zelllysat sind, anhand der GFP-Transfektionskontrolle und zelluldrem PrP
zu sehen, dquivalent. Im Zelllysat ist nochmals der inhibitorische Glykosylierungseffekt der
TMEMS59-Expression auf PrP zu sehen, unter TMEMS9-Expression ist die komplex-
glykosylierte Form von PrP nicht zu detektieren. Daraus konnte man schlussfolgern, dass
auch hier die TMEMS59-Expression zu einem Riickhalt unterglykosylierter Proteine im
sekretorischen Weg fiihrt, sodass PrP nicht mehr die Plasmamembran erreicht. Da eine
Beeintrachtigung der N-Glykosylierung jedoch keinen Einfluss auf die Membranstandigkeit
des PrP hat (Lehmann and Harris, 1997), konnten diese Ergebnisse auf einen Einfluss des
TMEMS9 auf andere Proteine hindeuten, die fiir den Transport von PrP zur Zelloberfldche

notwendig sind.
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Abbildung 39: TMEMS59-Expression inhibiert den Transport von PrP zur
Plasmamembran

Transient pcDNA3.1-wtwtPrP- und p12-GFP-, und jeweils p12-Luziferase- (Kon) oder
p12-TMEMS59- kotransfizierte HEK293-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit
PIPLC bei 4°C inkubiert oder zur Kontrolle unbehandelt belassen (4°C und 37°C). Nach
2 h wurde der Uberstand gesammelt und prézipitiert, sowie die Zellen lysiert. Zellkultur-
Uberstand und Lysate wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf PrP (3F4),
TMEMS59 (93) und GFP (GFP-mono) untersucht.
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2.3.3 Knock-Down von TMEMS9/BSMAP zeigt keinen Einfluf} auf die APP-

Maturierung

Die Uberexpression von TMEMS59 und BSMAP hat einen stark inhibitorischen Effekt auf die
APPgos—Glykosylierung zur Folge. Daher stellt sich die Frage, ob der transiente Knock-down
von TMEMS59 oder ein transienter Doppel-Knock-down von TMEMS59 und seinem Homolog
BSMAP einen Einfluss auf die Glykosylierung von APP haben konnte. Da die vorhandenen
Antikorper fiir die Detektion endogener Proteine (TMEMS9 und BSMAP) in der Western-
Blot-Analyse nicht sensitiv genug waren, erfolgte der Nachweis des Knock-downs {iiber die
Quantifizierung der Expressionshohe der jeweiligen mRNA. Eine sehr elegante Methode der
Quantifizierung ist iber den TagMan-Assay (Applied Biosystems) moglich und besteht in der
Verwendung von sequenzspezifischen Primern in Verbindung mit einer doppelt
fluoreszenzmarkierten Sonde, die ebenfalls nur an diese eine definierte Sequenz bindet. Die
fluorogene Sonde trigt einen Reporterfarbstoff und einen ,,Quencher®, der die abgestrahlte
Fluoreszenz des Reporters unterdriickt. Im Laufe einer PCR hybridisieren Primer und die
Sonde an ihre Zielsequenz, worauthin die Sonde von der Taq-Polymerase von der Matrize
verdrangt wird, was zur Hydrolyse der Sonde fiihrt. Reporter und ,,Quencher” werden
demzufolge getrennt, das Fluoreszenzsignal des Reporters kann detektiert werden und die
Zunahme eines PCR-Produkts wihrend der gesamten Reaktion gemessen werden.

HEK?293-Zellen wurden transient mit einer TMEMS59-siRNA (,,small interfering RNA*) und
Kontroll-siRNA transfiziert, alternativ wurde pl12-APPgos kotransfiziert. Zusitzlich wurde
unter  pl12-APPgos-Transfektion TMEM59-/BSMAP-siRNA und Kontroll-siRNA
kotransfiziert. Nach 48 Stunden wurde aus einem Teil der Zellen die RNA isoliert, diese
revers transkribiert und mittels quantitativer ,,Realtime*-PCR analysiert. Die restlichen Zellen
wurden lysiert und mittels SDS-PAGE und Western-Analyse auf zelluldres APP untersucht.
In Abbildung 40A ist erkennbar, dass der Knock-down von TMEMS9 (auf 15% der
endogenen Expression) keinen Einfluss auf die Glykosylierung oder Sekretion von
endogenem APP hat. Unter APP695—UbereXpression zeigt der Knock-down von TMEMS59 (auf
6% der endogenen Expression) ebenfalls keinen Effekt auf Maturierung oder Sekretion (sieche
Abb. 40B). Um zu iiberpriifen, ob im Falle des TMEMS59-Knock-downs das Homolog
BSMAP dessen Funktion {ibernehmen kann, wurde ein Doppel-Knock-down von TMEMS59
und BSMAP in HEK293-Zellen durchgefiihrt, die transient mit APPgs transfiziert wurden. In
diesem Fall wurden zwei unterschiedliche Kontrollen verwendet, dic vom Hersteller
(Dharmacon) mitgeliefert wurden. Die TMEMS59-Expression wurde auf 10% runterreguliert,

die von BSMAP auf 37%. Auch unter Doppel-Knock-down-Bedingungen ist kein Effekt auf
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die APP-Glykosylierung oder -Sekretion zu detektieren (siche Abb. 40C). Als weiterer
Beweis fiir den gelungenen Knock-down, neben der TagMan-Analyse, wurden die
TMEMS59/BSMAP-siRNA-transfizierten Zellen auf Glaspldttchen ausgesdt und per
Immunfluoreszenz-Analyse mittels des TMEMS59-Antikorpers auf endogenes TMEMS9
iberpriift. Wie in Abbildung 40D ersichtlich, ist in den Kontroll-transfizierten Zellen eine
leichte Golgi-Farbung (weile Pfeile) durch das endogene TMEMS9 erkennbar, wihrend
hingegen in den Knock-down-Zellen kein Signal zu detektieren ist. Die TMEMS59-Expression
wurde demzufolge tatséchlich herabreguliert.

Da jedoch unter Doppel-Knock-down-Bedingungen die BSMAP-Expression nur auf 37% und
von TMEMS59 auf 10% der endogenen Expression reprimiert werden konnte, konnte die
verbleibende Expression der beiden Proteine fiir ihre Funktion ausreichend sein und somit
kein Effekt auf APP sichtbar werden. Alternativ konnte ein dritter Faktor die Funktion dieser
beiden Proteine iibernehmen oder die Funktion von TMEMS59 und BSMAP nur unter
bestimmten Bedingungen zum Tragen kommen, die hier nicht gewahlt wurden. Ein weiterer
Aspekt konnte eine lange Halbwertszeit fiir die TMEMS59- und BSMAP-Proteine sein. In
diesem Falle blieben die beiden homologen Proteine fiir die Linge des Experimentes stabil
genug, um ihre Funktion zu erfiillen, womit keine Anderung der APP-Maturierung erkennbar

ware.
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Abbildung 40: Knock-down von TMEMS39 hat keinen Effekt auf die Glykosylierung
von Proteinen

A-D) HEK293-Zellen wurden transient mit der jeweiligen siRNA transfiziert, in manchen
Féllen mit zusitzlicher DNA kotransfiziert. Nach 48 h wurde ein Teil der Zellen fiir die
TagMan-Analyse verwendet, der restliche Teil wurde lysiert und mittels SDS-PAGE und
Western-Blot analysiert. A) Die Transfektion erfolgte mit TMEMS59-siRNA, bzw.
Kontroll-siRNA, die Detektion im Western-Blot gegen endogenes zellulires APP
(22C11) und sekretiertes APPso. (W02). B) Die Transfektion erfolgte mit TMEMS9-
siRNA, bzw. Kontroll-siRNA und p12-APPgs, die Detektion im Western-Blot erfolgte
gegen zelluldres Uiberexpremiertes APP (22C11) und sekretiertes iiberexpremiertes APPsa
(W02). C) Die Transfektion erfolgte mit TMEMS59-siRNA und BSMAP-siRNA, bzw.
Kontroll-siRNA und APPgs-DNA, die Detektion im Western-Blot erfolgte gegen
iiberexpremiertes zellulires APP (22C11) und sekretiertes APPsa (W02). D) Die
Transfektion erfolgte mit TMEMS59-siRNA und BSMAP-siRNA, bzw. zwei Kontroll-
siRNAs, die Detektion mittels Immunfluoreszenz erfolgte gegen endogenes TMEMS9
(93). Die weillen Pfeile markieren den Golgi-Apparat.
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2.3.4 Domiinen-Deletionsanalyse von TMEMS59

Um zu tberpriifen, welche Doméne von TMEMS9 fiir den Effekt auf die Maturierung von
Proteinen verantwortlich ist, wurden Domédnen-Deletions-Mutanten generiert. Unter Kapitel
2.1.1 wurden bereits die bestehenden Doméinen von TMEMS59 aufgezeigt, eine extrazellulédre
Doméne, eine Transmembrandoméine, eine zytosolische Doméne und ein mogliches PDZ-
Bindemotiv. Ansonsten weist TMEMS59 keinerlei zuzuordnende Doménen auf. Es wurden
vier unterschiedliche Mutanten generiert, die zum Nachweis alle HA-markiert wurden (sieche
Abb. 41). Damit diese Mutanten den sekretorischen Weg beschreiten konnen, wurde jeweils
vor die HA-Markierung ein Signalpeptid gesetzt. Dem Konstrukt p12-HA-TMEMS59-ASEI
fehlt das mogliche PDZ-Bindemotiv (Aminosdure (AS) 1-329 des Volllingen-Proteins), im
Konstrukt p12-HA-TMEMS59-ACT (AS1-266) ist ein Grofteil des C-Terminus deletiert,
wihrend bei dem loslichen pl2-HA-TMEMS59-16slich-Konstrukt (AS1-234)  die
Transmembran-Domédne samt der zytoplasmatischen Doméne nicht mehr vorhanden ist. Die
Transmembrandomédne von TMEM59 wurde im Konstrukt p12-HA-TMEMS59-ATM-TMCD4
hingegen gegen die Transmembrandomédne von CD4 ausgetauscht, welche dieselbe Linge
von 23 Aminosduren hat. Unter Kapitel 2.2.3 wurde gezeigt, dass CD4 keinerlei Effekt auf
die Maturierung und Sekretion von APP aufweist. Daher sollte, falls die
Transmembrandomédne von TMEMS59 ausschlaggebend fiir den Maturierungs-Effekt ist, der

Austausch dieser Domédne von TMEMS59 und CD4 geniigen, um die Funktion von TMEMS59

zu blocken.
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Abbildung 41: Doménen-Deletionsanalyse von TMEMS59

Mittels PCR wurden obenstehende mutierte Deletions-Konstrukte kloniert, die jeweils ein
Signalpeptid und eine HA-Markierung am N-Terminus tragen. HA: HA-Markierung, TM:
Transmembrandomaine, SEI: PDZ-Bindemotiv
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Zur Untersuchung der Deletionsmutanten wurden HEK293-Zellen transient mit p12-APPgos
und entweder einem Kontrollplasmid, p12-TMEMS59, p12-HA-TMEMS59 oder mit einem
Plasmid einer der Mutanten kotransfiziert. Der Uberstand und das Lysat der Zellen wurde
mittels SDS-PAGE und Western-Analyse auf einen moglichen Effekt auf APP und die
Expression der Mutanten untersucht. Ein Unterschied im Verhalten von TMEMS59 und HA-
markiertem TMEMS59 ist nicht festzustellen (siche Abb. 42). Das 16sliche TMEMS59-
Konstrukt wird sekretiert und beeinflusst die APP-Glykosylierung und —Sekretion unter
Koexpressions-Bedingungen nicht. Dies erstaunt nicht, da anhand des TMEM59-Konstruktes
mit einem ER-Riickhaltemotiv gezeigt werden konnte, dass TMEMS59 Golgi-lokalisiert sein
muss, um einen inhibitorischen Effekt auf die APP-Maturierung ausiiben zu kénnen (siehe
unter Kapitel 2.3.1). In der Analyse verhielten sich TMEMS59-ACT und TMEMS59-ASEI
ebenso wie TMEMS9, die Koexpression zeigte einen inhibitorischen Effekt auf die
Glykosylierung und Sekretion von APP (siche Abb. 42). Der Verlust des PDZ-Motivs oder
gar der zytosolischen Domine hat demzufolge keinen Einfluss auf den Maturierungs-Effekt

von TMEMS9.
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Abbildung 42: Die Deletionsmutanten TMEMS9-ACT und TMEMS59-ASEI
inhibieren die APP-Maturierung und —Sekretion

HEK293-Zellen wurden transient mit p12-APPg¢s und entweder dem Kontrollplasmid
pl2-Luziferase oder den Plasmiden mit oben angefiihrten Deletionsmutanten
kotransfiziert, der Uberstand nach 48 Stunden gesammelt und die Zellen lysiert. Als
Transfektionskontrolle diente p12-GFP. Mittels SDS-PAGE und Western-Analyse wurde
zellulares APP (6687), sekretiertes APP (W02, 192), sowie die Expression der
Deletionsmutanten (93, HA) und GFP (GFP-mono) analysiert.

Es stellte sich die Frage, ob der Verlust der TMEMS59-Transmembrandoméne einen Effekt auf
die Maturierung von APP hat. Das TMEMS59-Konstrukt mit der Transmembrandoméne von
CD4 verursacht interessanterweise ebenfalls eine Hemmung der Maturierung des zelluldren
APP, sowie der Glykosylierung des sekretierten APPso, wobei aufgrund des sehr starken
Signals im W02-Blot keine Aussage iiber die Signalstirke getroffen werden kann(siche Abb.
42). Somit scheint nicht die Sequenz der Transmembrandoméne entscheidend zu sein,

lediglich die Verankerung von TMEMS59 im Golgi-Apparat.

-70 -



Ergebnisse

APP o5
o O
0 <
= =0
c W wo
o = ==
X F FF

kDa

APP
Bl - (22C11-Lys)

98—
APPsa
op—| " e w0
50— TMEM59/CD4
ae (HA-Lys)

L GFP
36 M(GFP-LyS)

Abbildung 42: Die Mutante TMEMS9ATM-TMCD4 inhibiert APP-Maturierung
und -Sekretion.

HEK?293-Zellen wurden transient mit pl12-APPgs und entweder dem Kontrollplasmid
pl2-Luziferase oder p12-HA-TMEMS9ATM-TMCD4 kotransfiziert, der Uberstand nach
48 Stunden gesammelt und die Zellen lysiert. p12-GFP diente als Transfektionskontrolle.
Mittels SDS-PAGE und Western-Analyse wurde zellulires APP (22C11), sekretiertes
APP (W02, 192), sowie die Expression der Mutante und TMEMS59 (HA) und GFP (GFP-
mono) analysiert.

Die Dominendeletions-Analyse zeigt, dass die Expression aller in Abbildung 41 und 42
aufgezeigten Konstrukte einen inhibitorischen Einfluss auf die Maturierung und Sekretion
von APP aufweisen. Diese Konstrukte expremieren die luminale Doméne, also die
Ektodomine von TMEMS9, die eventuell fiir den Transport von APP verantwortlich sein

konnte.
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3. Diskussion

Die Prozessierung der Ektodoméne des Amyloid-Vorldufer-Proteins (APP) sowohl durch die
a-, als auch durch die p-Sekretase, ist ein wichtiger Schritt in der Entstehung des
neuroprotektiven APPso, bzw. des neurotoxischen APPsP in der Alzheimer-Krankheit
(Selkoe and Schenk, 2003). Uber den zelluldren Mechanismus, der den Zugang von APP zu
seinen Sekretasen und somit die Menge und die Spezies an geschnittenem APP kontrolliert,
ist zu diesem Zeitpunkt noch wenig bekannt. Allerdings werden im Zusammenhang mit der
Alzheimer-Krankheit immer mehr mogliche Risikofaktoren identifiziert, die den Transport
und die Prozessierung von APP beeinflussen. Zu diesen Risikofaktoren zdhlen beispielsweise
SorLa und Ubiquilin, auf die im Rahmen der weiteren Diskussion eingegangen wird (Ficklin
et al., 2005; Hiltunen et al., 2006; Schmidt et al., 2007; Spoelgen et al., 2006). Die Suche nach
Modulatoren des APP-Transports und der APP-Prozessierung bietet einen guten Ansatzpunkt
in der Identifizierung weiterer moglicher Risikofaktoren. In einem Expressionsklonierungs-
Screen wurde das bisher unbeschriebene Protein TMEMS9 als ein Modulator der APP-
Spaltung identifiziert. Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war eine genaue Charakterisierung
des Proteins TMEMS9, seines Einflusses auf die Prozessierung von APP und seiner
moglichen Rolle als Risikofaktor in der Alzheimer-Erkrankung. Unter Einbeziehung von
Ergebnissen vorangegangener Publikationen sollen in vorliegender Diskussion die Ergebnisse

dieser Doktorarbeit kritisch analysiert werden.

3.1 Erstcharakterisierung von TMEMS9

TMEMS59 wird unter diesem Namen bereits als Transmembran-Protein in der NCBI-
Datenbank gefiihrt, wurde aber weiterhin nicht ndher beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass TMEMS9 ein Typ-I-Transmembranprotein ist, welches ein
Signalpeptid besitzt, mit dessen Hilfe das Protein in das endoplasmatische Retikulum
transloziert wird. TMEMS59 erhélt darauffolgend eine N-Glykosylierung, deren Sensitivitét
gegeniiber der Endoglykosidase-H jedoch auf alleiniges Vorkommen von Oligosacchariden
des Mannose-reichen Typs hinweist. Die daraus resultierende Annahme, dass TMEMS9 in
den frithen Kompartimenten des sekretorischen Weges lokalisiert ist, konnte durch
Immunfloureszenz-Mikroskopie bestdtigt werden, endogenes TMEMS9 findet sich im Golgi-
Apparat wieder. Die genaue Lokalisierung von TMEMS9 innerhalb der cis-, medial- oder

trans-Kompartimente des Golgi-Apparates ist allerdings noch unklar. Zusédtzlich konnte
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nachgewiesen werden, dass zwei mRNA-Isoformen des Proteins ubiquitér in allen Geweben
einschlieBlich des Gehirns exprimiert werden. Die Expression von TMEMS59 im Gehirn wird
durch weitere NCBI-Datenbank-Eintrige bestitigt, welche das Vorkommen von TMEMS59 in
Neuroblastom-Zellen, sowie fetalem und adultem Gehirn aufzeigen. Die verschiedenen
mRNA-Isoformen kommen durch eine unterschiedlich lange UTR zustande.
Interessanterweise ist die 5'-UTR von TMEMS9 relativ lang und sehr GC-reich, was einen
Hinweis darauf geben konnte, dass die UTR eine Funktion in der Translationskontrolle von
TMEMS9 spielen konnte, was bereits fiir die UTR von BACEI gezeigt werden konnte
(Lammich et al., 2004).

3.2 Die Bedeutung der Glykosylierung bei dem Transport von APP

Die Verteilung eines Proteins an den richtigen Bestimmungsort erfordert vielfaltige
Sortierungssignale  und  zahlreiche  Sortierungsschritte.  Eine  der  wichtigsten
posttranslationalen Modifikationen von Proteinen auf ihrem Weg zu ihrem endgiiltigen
Bestimmungsort ist die Glykosylierung, welche als Vermittler verschiedener
Erkennungsprozesse fungiert oder durch Anderung biochemischer Parameter die Loslichkeit
eines Proteins, seine Zuginglichkeit fiir Proteasen, sowie die Gewéhrleistung der korrekten
Faltung und Zielsteuerung eines Proteins beeinflusst (Helenius and Aebi, 2001; Varki, 1993).
In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass TMEMS9 und sein Homolog BSMAP in
verschiedenen Zelllinien die komplexe N- und O-Glykosylierung von APP hemmen, sowie zu
einer Akkumulation von APP im Golgi-Apparat und einer deutlich reduzierten Prozessierung
durch die o- und B-Sekretase fithren. Teilweise kann ein kleiner Anteil an maturiertem und
prozessiertem APP auch unter TMEMS59-, bzw. BSMAP-Expression nachgewiesen werden,
dabei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um APP aus Zellen, welche nicht oder nur
in sehr geringem Malle mit TMEMS59 oder BSMAP transfiziert wurden.

Die N-Glykosylierung von APP startet im ER, wo eine Grund-Glykosylierung mit Mannose-
reichen Oligosacchariden kotranslational an APP geheftet und nachfolgend getrimmt wird.
Abhingig von der exprimierenden Zelllinie erfolgt die Glykosylierung von APP an einer oder
beiden seiner N-Glykosylierungsstellen Asnsg; und Asnges, bezogen auf APPgos (Pahlsson et
al., 1992; Yazaki et al., 1996). Wahrend APP den Golgi-Apparat durchwandert, werden die
N-Glykane zu komplexen Glykanen modifiziert, die Galaktose und Sialinsdure enthalten,
zusitzlich wird APP phosphoryliert und sulfatiert (Oltersdorf et al., 1989; Weidemann et al.,
1989). Zudem erhélt APP im Golgi eine O-Glykosylierung, die zu einem deutlich erhohten
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Molekulargewicht fiihrt (Pahlsson and Spitalnik, 1996). Interessanterweise konnte sowohl in
vorliegender Arbeit anhand des Konstruktes APPANGS, als auch in bereits veréffentlichen
Arbeiten gezeigt werden, dass nicht allein die N-Glykosylierung von APP dessen Transport
beeinflusst. Nicht-N-glykosyliertes APP mit mutierten N-Glykosylierungsstellen wird
weiterhin sekretiert (siche unter Kapitel 2.2.6) (Pahlsson and Spitalnik, 1996; Yazaki et al.,
1996). Da auch die O-Glykosylierung fiir den Transport von APP keine Rolle spielt, da eine
Hemmung der O-Glykosylierung in der Zelle weiterhin den Transport und die Prozessierung
von APP erlaubt, scheinen durch die Expression von TMEMS59 oder BSMAP andere Proteine
in der Zelle beeinflusst zu werden, die fiir den Transport oder die Glykosylierung von APP
notwendig sind (Pahlsson and Spitalnik, 1996).

Die Expression von APP in Glykosylierungs-defizienten ,,lec-8“-CHO-Zellen, welche eine
defekte Galaktosylierung und daher auch Sialylierung von Glykoproteinen aufweisen, fiihrt
auch zu einer Beeinflussung der APP-Maturierung und zu einer starken Abnahme der
Sekretion von 16slichem APP (Pahlsson and Spitalnik, 1996). Nach Behandlung von APP mit
Swainsonine, einem Inhibitor der Golgi-Mannosidase II, der die komplexe N-Glykosylierung
von Glykoproteinen in der Zelle hemmt, wird interessanterweise ebenfalls eine Akkumulation
von APP im Golgi beobachtet und die APP-Prozessierung durch vermutlich o- und B-
Sekretase stark reduziert (McFarlane et al., 1999). Die Glykosylierungs-Inhibierung unter
Swainsonine zeigt, dass dhnlich dem Zustand unter TMEMS59-, bzw. BSMAP-Expression
eine Hemmung der Glykosylierung den Transport von APP stort, worauthin die Prozessierung
von APP verhindert wird. Da die O-Glykosylierung von Proteinen in Anwesenheit von
Swainsonine nicht beeinflusst wird, jedoch die N-Glykosylierung anderer Proteine in der
Zelle, scheint tatsdchlich die korrekte Glykosylierung von zusdtzlichen Faktoren fiir die
Glykosylierung und den Transport von APP notwendig zu sein. Die erhdhte a- und (-
Prozessierung von APP und die resultierende verstirkte AP-Sekretion durch eine
Uberexpression der Sialyltransferasen ST6Gall oder a2,6(N)-Sialyltransferase scheint, im
Gegensatz zu den Bedingungen unter Swainsonine, spezifisch durch die erhohte N-verkniipfte
Sialylierung des APP und nicht die anderer zelluldrer Proteine verursacht (McFarlane et al.,
1999; Nakagawa et al., 2000).

Wihrend des Krankheitsverlaufs bei Alzheimer-Patienten konnten Glykosylierungsenzyme
demzufolge einen Einfluss auf die Prozessierung von APP haben. In Gehirnen von
Alzheimer-Patienten konnten im Vergleich zu Kontroll-Gehirnen Anderungen in der Aktivitit
Glykan-prozessierender Enzyme festgestellt werden (Maguire and Breen, 1995). Unter

bestimmten Bedingungen, beispielsweise durch Aktivierung der Proteinkinase C, die
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bekanntermaBlen die proteolytische Prozessierung einiger Membranproteine reguliert
(Beguinot et al., 1985; Ehlers and Riordan, 1991; Lin et al., 1986; Pandiella and Massague,
1991), tritt auBerdem verstirkt der a-Schnitt von APP auf, wéihrend der B-Schnitt abnimmt
(Esler and Wolfe, 2001; Felsenstein et al., 1994; Hung et al., 1993; Jacobsen et al., 1994).
Jene und die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine
Anderung in der Glykosylierung von Proteinen den Umfang des Sekretasen-Schnitts von APP
bedingen kann. Bis heute bleibt allerdings unklar, inwiefern eine Anderung der komplexen N-
und O-Glykosylierung von APP oder auch die verdnderte Glykosylierung anderer, bei dem
Transport und der Prozessierung beteiligter Proteine, die APP-Prozessierung beeinflussen und

einen Beitrag zur Entwicklung der Alzheimer-Krankheit leisten.

3.3 TMEMS9 konnte eine Rolle in der Glykosylierung innehaben

Der inhibitorische Effekt, den die TMEMS59-/BSMAP-Expression auf die komplexe
Glykosylierung und Prozessierung von APP zeigt, dhnelt dem unter COG1-, bzw. COG2-
defizienten Bedingungen. Unter diesen Bedingungen ist eine Inhibierung der Glykosylierung
und Reduktion der Sekretion sowohl von iiberexprimiertem, als auch von endogenem APP
nachweisbar.

COGI1 und COG?2 sind Komponenten des oktameren COG-Komplex (,,conserved oligomeric
Golgi®), der an die zytoplasmatische Seite des Golgi-Apparates angelagert ist. Dieser COG-
Komplex scheint durch seine Wirkung im retrograden Transport zwischen ER und Golgi und
innerhalb der Golgi-Zisternen die korrekte zelluldre Lokalisierung und die Aktivitét
bestimmter Glykosylierungsenzyme zu beeinflussen (Oka and Krieger, 2005; Ungar et al.,
2006). Die Aktivitdit dieser Enzyme ist abhingig von ihrer korrekten intra-Golgi-
Lokalisierung und einem geeigneten intra-luminalen Milieu, wie beispielsweise dem pH-Wert
(Axelsson et al., 2001; Harris and Waters, 1996; Martinez-Menarguez et al., 2001; Mironov et
al., 2001; Skrincosky et al., 1997). Die Mutation und Deletion einzelner Komponenten des
COG-Komplexes (COGI1-8), fiihrt vermutlich zu einer Fehl-Lokalisierung oder Degradierung
bestimmter Glykosylierungsenzyme, welche darauffolgend in einer erheblichen Stérung der
Protein-Glykosylierung resultiert (Oka et al., 2004; Ungar et al., 2006). Zusitzlich verursacht
die Mutation von COG-Komponenten mannigfaltige Defekte des intrazelluldren
Proteintransports, sowie der Sekretion von Proteinen und steht sogar in direktem

Zusammenhang mit einer erblich bedingten Stérung der Glykosylierung beim Menschen

=75 -



Diskussion

(Ungar et al., 2006). Die von den Autoren ,,GEAR® (,,Golgi resident integral membrane
proteins®) genannten Glykosylierungsenzyme, wie zum Beispiel CASP und Golgin-84,
spielen eine zentrale Rolle bei der komplexen N- und O-Glykosylierung, die im Golgi-
Apparat vonstatten geht (Oka et al., 2004). In COG1- und COG2-defizienten CHO-Zellen ist
eine Reduktion von sieben GEARs festzustellen, die nicht mehr ihre typische Golgi-
Lokalisierung aufweisen und vermehrt degradiert werden, wéahrend andere Golgi-stindige
Proteine, beispielsweise pl15 oder GRASP-65, weder in ihrem Expressions-Level, noch in
ihrer Lokalisierung beeintrachtigt sind (Oka et al., 2004). Aufgrund der fehlenden GEARS
werden andere Glykosylierungsenzyme, wie die Mannosidase II oder die GIlcNAc-
Transferase-I, im Golgi-Apparat fehl-lokalisiert (Shestakova et al., 2006; Zolov and Lupashin,
2005).
In vorliegender Arbeit wurden zwei COG-defiziente CHO-Zelllinien verwendet, 1dIB
(COG1™) und 1dIC (COG2™). Fiir diese Zelllinien wurde bereits beschrieben, dass die
Glykosylierung des LDL-Rezeptors und weiterer Proteine Defekte aufweist (Kingsley et al.,
1986), wihrend die generelle Sekretion oder Endozytose normal verlduft (Oka and Krieger,
2005). In 1dIB- und 1dIC-Zellen konnen an Glykoproteine zwar Mannose-reiche
Oligosaccharide angeheftet werden, allerdings bleiben bei einigen Proteinen diese
Zuckerketten stets Endoglykosidase-H-sensitiv, komplexen Zuckerstrukturen werden nicht
ausgebildet (Kingsley et al., 1986). Die O-Glykosylierung erfolgt mittels Addition von
Glukose und Galaktose, wobei keine Sialinsdure angehdngt wird, was eine Lokalisierung an
der Plasmamembran jedoch nicht beeintrichtigt.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dhnlich des Effekts der TMEMS59-Expression in
wtCHO-Zellen, die Glykosylierung und Sekretion von endogenem und iiberexprimiertem
APP in 1dIB- und 1dIC-Zellen inhibiert ist. Auch in der Glykosylierungs-defizienten lec-8-
Zelllinie fiihrt eine Hemmung der Glykosylierung zu einem inhibitorischen Effekt auf die
Maturierung und Sekretion von APP (Pahlsson and Spitalnik, 1996). Dies deutet darauf hin,
dass eine Blockade der korrekten Glykosylierung in der Zelle die Prozessierung von APP
stort. Im Rahmen dieser Arbeit wurde allerdings nicht geklért, ob ein COG-Knock-out auch
zu einer Arretierung und Akkumulation von APP im Golgi-Apparat fiihrt, also den Transport
zu den Kompartimenten blockiert, in denen die Prozessierung von APP eigentlich stattfindet,
wie dies unter TMEMS59-Expression der Fall ist.

Im Gegensatz zu den COG-Komponenten, die lediglich Golgi-assoziiert sind, ragt von
TMEMS9 oder BSMAP jeweils eine groBe Doméne ins Lumen des Golgi-Apparates, die

Moglichkeit zur Interaktion bietet. Die Vermutung liegt nahe, dass diese Doméne direkt oder
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indirekt bestimmte Transport- oder Glykosylierungsenzyme des Golgi-Apparates hemmen
konnte. Die Doménendeletions-Analyse von TMEMS9 zeigt, dass unter Expression des
Konstrukts TMEMS59-ACT, dem ein Grofiteil der zytoplasmatischen Doméne entfernt wurde,
noch immer ein inhibitorischer Einfluss auf die Sekretion von APP nachgewiesen werden
kann. Die untersuchten Konstrukte, die alle einen hemmenden Effekt auf die Maturierung und
Sekretion von APP aufweisen, exprimieren die luminalen Domine, die demzufolge
tatsdchlich eine Rolle bei dem Transport von APP spielen konnte. Vergleicht man die
Ektodomine von TMEMS59 mit der von BSMAP oder den Orthologen, so féllt auf, dass es vor
allem zwei Abschnitte gibt, die eine hohe Ubereinstimmung aufweisen, ein 15 Aminosiure-
langer Abschnitt von AS 69-83, sowie eine 35 Aminosdure-lange Sequenz von AS 153-187.
Allerdings ist nicht geklért, ob diese Domédnen tatsidchlich eine Rolle in der Maturierungs-
Inhibierung innehaben. Als sicher gilt, dass TMEMS59 eine Transmembran-Domine
exprimieren muss, um Golgi-lokalisiert zu sein und somit einen inhibitorischen Effekt auf die
APP-Maturierung ausiiben zu kdnnen, da das Konstrukt TMEMS59-16slich keinerlei Effekt auf
die APP-Maturierung und Sekretion aufweist. Die Transmembrandomine selbst ist jedoch
austauschbar, wie anhand des Konstruktes TMEMS5S9ATM-TMCD4 veranschaulicht werden
konnte. Ebenso zeigt TMEMS59 mit einem ER-Riickhaltemotiv keinen Effekt, womit
nochmals bestitigt wird, dass die Golgi-Lokalisierung von TMEMS59 fiir die Hemmung der
Maturierung von APP vonndten ist. Ob die Lokalisierung von APP in der Zelle unter
Expression der Deletions-Konstrukte verdndert ist, wurde im Rahmen vorliegender Arbeit
nicht festgestellt.

Interessanterweise sind Orthologe von TMEMS9 und BSMAP zwar in einigen Insekten
vertreten, nicht jedoch in D. melanogaster. Die Fliege ist ein Organismus, dem verschiedenste
Golgi-Glykosylierungsenzyme fehlen, die in Sdugern exprimiert werden. Dieser Mangel an
diversen Glykosylierungsenzymen fiihrt beispielsweise bei der Expression des humanen
BACEL1 in D. melanogaster zur Expression eines nicht komplex-glykosylierten Proteins
(Chang et al., 2005). Das Fehlen von TMEM59 und BSMAP in der Fliege konnte daher
eventuell auf eine Rolle im Golgi-Glykosylierungs-Prozess hinweisen, den diese beiden

Proteine in D. melanogaster nicht iibernehmen kdnnen.
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3.4 Die Rolle der Glykosylierung bei der Aktivitit der Sekretasen

Neben der Reduktion des Schnittes der a- und B-Sekretase flihrte in vorliegender Arbeit die
Expression von TMEMS9 in Zellkultur-Experimenten zu einer Blockade der komplexen
Glykosylierung sowohl von APP, als auch von dessen Sekretase BACE1l. Anhand dieser
beiden Proteine konnte gezeigt werden, dass die Expression von TMEMS59 sowohl die O-
Glykosylierung inhibieren kann, wie fiir APP veranschaulicht wurde, als auch die N-
Glykosylierung, was anhand von BACE1 aufgezeigt wurde. Es stellt sich die Frage, ob eine
Hemmung der Glykosylierung von BACE1 zu einer Inhibierung der APP-Proteolyse fiihrt.
Um die Prozessierung von APP durch die a-, bzw. B-Sekretase unbeeintrichtigt zu
gewihrleisten, muss APP komplex glykosyliert an der Plasmamembran vorliegen oder in den
Endosomen lokalisiert sein, den Kompartimenten, in denen die Sekretasen jeweils
hauptsédchlich aktiv sind. Beide Sekretasen prozessieren APP in dessen Ektodoméne und nahe
der Transmembrandoméne, wobei die B-Sekretase BACE1 APP am N-Terminus der Af-
Domine schneidet und somit bei der Generierung des neurotoxischen AP-Peptids eine
entscheidende Rolle spielt (Citron, 2004). Nach der Prozessierung von APP durch BACE1
wird das verbleibende C-terminale Fragment mittels der vy-Sekretase innerhalb der
Transmembran-Domine geschnitten, was darauffolgend zur Sekretion des AP-Peptids fiihrt
(Haass, 2004). Die a-Sekretase, deren APP-Schnitt die neuroprotektive 16sliche APPsa-Form
generiert, ist ein Mitglied der ADAM-Familie, wobei es sich sowohl um ADAM10, als auch
um ADAM17 (TACE) oder ADAM?9 handeln kénnte (Allinson et al., 2003; Furukawa et al.,
1996; Meziane et al., 1998; Stein et al., 2004). Bislang ist immer noch unklar, welche
Mechanismen in der Zelle kontrollieren, ob die Prozessierung von APP durch die a- oder 3-
Sekretase stattfindet. Durch Aktivierung bestimmter Kinasen (MAP-Kinase, Protein-Kinase-
C) kann zwar der a-Schnitt stimuliert werden, jedoch ist auch diese Regulation noch nicht
verstanden (Esler and Wolfe, 2001; Felsenstein et al., 1994; Hung et al., 1993; Jacobsen et al.,
1994).

APP wird, wie auch das Fusionsprotein RFP-CD59 und das GPI-verankerte PrP, unter
Einfluss von TMEMS59 im sekretorischen Weg zuriickgehalten. Somit gelangt APP nicht
mehr in die endosomalen Kompartimente, wo der B-Schnitt hauptséchlich stattfindet (Haass et
al., 1992a; Koo and Squazzo, 1994; Koo et al., 1996). Wiirde sich die BACE1-Lokalisierung
unter TMEMS59-Expression gleich der von APP dndern, so wére eine Prozessierung von APP
eventuell dennoch moglich, wenn sich APP und BACE] in demselben Kompartiment treffen

wiirden und der dort vorherrschende pH-Wert eine Aktivitit der Sekretase zulieBe. Da die
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generelle Sekretion 19slicher Proteine unter TMEMS59-Einfluss nicht gestort ist, sollte in dem
Falle eines P-Schnitts, beispielsweise im Golgi-Apparat, die Sekretion von APPsP nicht
gehemmt sein. Die P-Sekretase bendtigt allerdings eine komplexe Glykosylierung zur
vollstdndigen Aktivitdt (Chang et al., 2005; Charlwood et al., 2001), die sie unter TMEM59-
Expression nicht mehr erhilt. Selbst wenn sich APP und BACE]1 unterglykosyliert in einem
sekretorischen Kompartiment trifen, so wére die B-Sekretase vermutlich nicht in der Lage,
APP zu prozessieren. Der Einfluss von TMEMS59 auf die a-Sekretase, welche ebenfalls ein
glykosyliertes Enzym ist, wurde in vorliegender Arbeit nicht untersucht. Es ist jedoch
bekannt, dass die a-Sekretase auch im Golgi-Apparat Aktivitit zeigt und demzufolge APP
dort ebenfalls prozessieren konnte (Skovronsky et al., 2000). Interessanterweise wurde in
einer C. elegans-Studie nachgewiesen, dass eine Reduktion der Glykosylierung ebenfalls die
Funktion von ADAM-Proteasen inhibieren kann. Ein COGI1-Knock-out, der zu einem
Glykosylierungs-Defekt in der Zelle fiihrt, reduziert die Glykosylierung von MIG-17, einer
sezernierten ADAM-Protease in C. elegans, die eine Funktion in der Entwicklung der
Gonaden vollfiihrt. Das unterglykosylierte MIG-17 wird zwar weiterhin sekretiert, ist jedoch
nicht mehr vollstindig aktiv (Kubota and Nishiwaki, 2006). Auch eine unterglykosylierte
SEAP, die noch sekretiert wird, besitzt enzymatisch nicht mehr ihre volle Aktivitit
(Hiramatsu et al., 2006a). Es kann also angenommen werden, dass sowohl die -, als auch die
a-Sekretase-Aktivitit durch Hemmung der Glykosylierung unter TMEMS59-Expression
gemindert ist. Somit besteht die Moglichkeit, dass nicht alleinig das Riickhalten von APP im
Golgi-Apparat, und somit der erschwerte Zugriff der Sekretasen auf ihr Substrat, zu einer
reduzierten Sekretion fiihrt, sondern eventuell gleichzeitig die verringerte Aktivitit der APP-

Proteasen unter TMEMS59-Expression.

3.5 TMEMS39 beeinflusst verschiedene Proteingruppen

Ahnlich wie bei der COG-Defizienz divergiert der inhibitorische Maturierungs-Effekt von
TMEMS59 bei unterschiedlichen Proteinen. Das glykosylierte sekretorische SEAP-Protein
wird zwar durch TMEMS59-Expression wie APP in seiner Glykosylierung gehemmt, wodurch
die Phosphatase-Aktivitit des Enzyms reduziert wird (Hiramatsu et al., 2006a), die Sekretion
bleibt jedoch im Wesentlichen unbeeintrichtigt. Ahnliches gilt fiir die sekretierten Formen
von APP, APPsa, APPsp und APPsP’, welche unter TMEMS59-Expression ebenfalls in der
Glykosylierung beeintréchtigt sind, jedoch nicht in der Sekretion. Die generelle Funktion des
Golgi-Apparates scheint also durch die Expression von TMEMS59 nicht gestort zu sein.
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Interessanterweise wird TNFa, ein unglykosyliertes Typ-II-Transmembranprotein, durch
TMEMS59 weder in seinem Transport, noch in seiner Prozessierung gestort, die dhnlich der o-
Sekretasen-Prozessierung von APP vonstatten geht (Hooper et al., 1997). Somit scheint
TMEMS59 nicht die Prozessierung aller Proteine zu beeinflussen, sondern eventuell nur die
Glykosylierung, was lediglich bei einem Teil der Glykoproteine zu gehemmter Prozessierung
fithren konnte.

Es stellt sich die Frage, wieso TMEMS59 den Transport und die Prozessierung einer Vielzahl
von Proteinen inhibiert, jedoch nicht von TNFa. Mdglicherweise wird TNFa {iber eine
alternative Route im sekretorischen Weg transportiert und kommt daher nicht oder nur sehr
kurz mit TMEMS59 in Kontakt. Dies konnte auch fiir die SEAP gelten, deren Glykosylierung
zwar durch TMEMS59 beeintréchtig ist, der nachfolgende Transport und die Sekretion jedoch
kaum. Auch in den COG-defizienten Zellen ist lediglich der Transport von einigen Proteinen
beeintriachtigt, wiahrend andere Proteine zu ihren Ziel-Kompartimenten gelangen (Kingsley et
al., 1986). Uber mogliche Routen und Transportwege von Proteinen in dem sekretorischen
Weg ist noch relativ wenig bekannt. Es existieren gegensitzliche Modelle, ob der Golgi-
Stapel eine eher statische Struktur innehat, innerhalb der sich sekretierte Molekiile mittels
anterograd-gerichteten Transport-Vesikel bewegen und die Glykosylierungsenzyme in der
jeweiligen Zisterne verbleiben, oder ob die Zisternen selbst in einer Forwirtsbewegung
innerhalb des Stapels maturieren, wahrend die Golgi-Enzyme riicktransportiert werden
(Rabouille and Klumperman, 2005). Mittlerweile geht die Tendenz zu letzterem Modell
(Malhotra and Mayor, 2006). Auf welchen Wegen sich allerdings die zu transportierenden
Proteine bewegen ist noch unklar. Obwohl in den letzten Jahren {iber den Transport in der
Zelle viel in Erfahrung gebracht werden konnte, bleiben fundamentale Fragen weiterhin

unbeantwortet, die meisten mechanistischen Informationen fehlen bis heute (Pfeffer, 2007).

3.6 Darstellung eines TMEMS9-Funktionsmechanismus

Im Rahmen vorliegender Doktorarbeit stellt sich die Frage, mittels welchen Mechanismus
TMEMS59 und sein Homolog BSMAP die Inhibierung der Glykosylierung und nachfolgender
Prozessierung von APP bewerkstelligen. Aus den ermittelten Daten ergeben sich zwei
Moglichkeiten, erstere resultiert aus dem inhibierten Transport von APP zur Plasmamembran
oder zu den Endosomen und zweitere durch die Verminderung der Sekretasen-Aktivitét. In

dem ersten Modell filhren TMEMS59 und BSMAP, eventuell indirekt iiber einen
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Transportfaktor, zu einem Riickhalten von APP im frithen sekretorischen Weg, wodurch eine
komplexe Glykosylierung von APP, die in einem spiteren Kompartiment erfolgen wiirde,
nicht mehr stattfinden kann, sowie der weitere Transport an die Plasmamembran gestort wird.
Alternativ konnten allerdings auch die Hemmung eines Glykosylierungsenzyms das initiale
Ereignis sein, wodurch ein unterglykosyliertes Transportprotein den Weitertransport von APP
nicht mehr gewihrleisten konnte. Es ist unwahrscheinlich, dass TMEMS9 durch
Beeinflussung der Glykosylierung von APP dessen Transport verhindert. Die fehlende N-
Glykosylierung von APP alleine kann nicht fiir das Riickhalten im Golgi und die reduzierte
Prozessierung verantwortlich sein, wie sowohl in dieser, als auch in bereits verdffentlichen
Arbeiten mit dem Konstrukt APPANGS gezeigt werden konnte (Pahlsson and Spitalnik,
1996; Yazaki et al., 1996). Auch die fehlende O-Glykosylierung rechtfertigt nicht das
Arretieren im Golgi, da Swainsonine, welches zu einer Transport-Hemmung von APP fiihrt,
die O-Glykosylierung nicht beeintrichtigt (Samih et al., 2003). Zudem kann unter Hemmung
der O-Glykosylierung in der Zelle APP weiterhin transportiert werden (Pahlsson and
Spitalnik, 1996). Daher erscheint eine Beteiligung eines weiteren Faktors plausibel,
beispielsweise eines Glykoproteins, welches eine Rolle im Protein-Transport spielt, oder eines
Glykosylierungsenzyms, welches fiir die Aktivitit eines Transportfaktors verantwortlich ist.
Allerdings sollte dieser Faktor, der in Abbildung 43B mit einem Fragezeichen dargestellt
wird, keine Rolle in der generellen Sekretion von Proteinen spielen, da die Sekretionsrate
16slicher Proteine unter TMEMS59-Expression nicht beeinflusst ist.

Im Gegensatz zu den normalen Maturierungs-Bedingungen in der Zelle (siche Abb. 43A),
verbleibt unter TMEMS59-, bzw. BSMAP-Expression das immature APP, welches lediglich
die Grund-Glykosylierung aufweist, im Golgi-Apparat (siche Abb. 43B). Da der a-Sekretase-
Schnitt hauptsdchlich an der Zelloberflache stattfindet, wird dieser demzufolge reduziert.
Dasselbe gilt fiir den Schnitt durch die B-Sekretase, der zum Grofteil nach der Endozytose
von membranstindigem APP in den Endosomen geschieht. Eine &hnliche Situation,
Riickhalten von APP im Golgi-Apparat und gehemmte APP-Glykosylierung, wurde unter
Finsatz des Glykosylierungs-Inhibitors Swainsonine beobachtet (McFarlane et al., 1999)
(siche Abb. 43B).

Dieses Modell der verminderten APP-Proteolyse durch Retention im Golgi-Apparat 14sst sich
ebenfalls nachahmen durch die Behandlung von Zellen mit Brefeldin-A, einem
Stoffwechselprodukt des Pilzes Eupenicillium brefeldianum. Brefeldin-A 16st, durch Fusion
des Golgi mit dem endoplasmatischen Retikulum und der Fusion des Trans-Golgi-Netzwerks

mit dem endosomalen System, scheinbar den Golgi-Apparat auf (Pelham, 1991). Dies fiihrt
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sowohl zu gehemmter Maturierung und Glykosylierung von APP, als auch zu verminderter
Produktion und Sekretion von APP-Fragmenten (APPs, Amyloid-f und p3) (Caporaso et al.,
1992; Haass et al., 1993). Da jedoch sowohl die generelle Sekretion von 16slichen Proteinen,
als auch die Prozessierung des Typ-II-Transmembranproteins TNFa unter TMEMS59-
Expression nicht gestort ist, scheint TMEMS9 nicht zu einer generellen Blockade der Golgi-
Funktionen zu fiihren.

Eine Defizienz der COG-Komponenten COG1 und COG?2 fiihrt ebenfalls zu einer Inhibierung
der Glykosylierung und der Prozessierung von APP, es ist jedoch nicht geklért, ob auch der
Transport von APP in diesem Falle gehemmt ist (siche Abb. 43B). Dies wire zu erwarten, da
Verdnderungen des Golgi-Glykosylierungs-Prozesses den intrazelluliren Transport von APP
zu beeintrichtigen scheinen. COG1 und COG2 konnten demzufolge als Aktivatoren der APP-
Prozessierung wirken, wihrend TMEMS59 und BSMAP als Inhibitoren der Prozessierung

fungieren konnten.
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Abbildung 43: Schematische Darstellung eines moglichen Wirkmechanismus des
TMEMS59

A) Maturierung und nachfolgende Prozessierung von APP unter natiirlichen
Bedingungen, der graue Pfeil markiert eine mogliche Endozytose von APP. B)
Inhibierung der Maturierung und Prozessierung von APP unter COG-Knock-out-

Bedingungen, bzw. Einsatz von Glykosylierungs-Inhibitoren oder Expression von
TMEMS59 oder BSMAP.

Der zweite Mechanismus, der bei der Hemmung der APP-Prozessierung zum Tragen kommen
konnte, ist bedingt durch eine reduzierte Aktivitit der Sekretasen. Fiir BACEI konnte gezeigt
werden, dass unter TMEMS59-Expression die Glykosylierung gehemmt ist. Allerdings wurde
nicht analysiert, ob sich die Lokalisierung von BACE] in der Zelle gedndert hat. Wiirden sich
sowohl APP, als auch BACEl oder die a-Sekretase in einem frithen sekretorischen
Kompartiment treffen, so konnte die Prozessierung von APP eventuell trotz des verdanderten
pH-Wertes stattfinden, es sei denn, die Sekretasen konnten nicht mehr ihre volle Aktivitdt
entfalten, was in unterglykosyliertem Zustand tatsdchlich der Fall ist (Chang et al., 2005;
Charlwood et al., 2001; Kubota and Nishiwaki, 2006) (siche Abb. 44).
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Abbildung 44: Schematische Darstellung des moglichen Wirkmechanismus von
TMEMS59 auf BACE1

A) Maturierung und nachfolgende Prozessierung von APP unter natiirlichen
Bedingungen, der graue Pfeil markiert eine mdgliche Endozytose von APP und die
anschliefende Prozessierung durch BACEIL. B) Inhibierung der Glykosylierung von APP
und BACE1 und Hemmung der Proteolyse von APP durch BACE1 unter Expression von
TMEMS59 oder BSMAP.

Der inhibitorische Effekt auf den Transport von TMEMS9 kommt jedoch nicht bei allen
Proteinen zum Tragen, beispielsweise bei TNFa oder SEAP. Eventuell werden diese Proteine

tiber eine andere Route transportiert und kommen daher nicht oder lediglich kurz mit

TMEMS59 in Kontakt (siche Abb. 45).
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Abbildung 45: Schematische Darstellung des moglichen alternativen TNFa-

Transports

Sédmtliche hier beschriebenen Effekte von TMEMS59 oder BSMAP wurden unter
Uberexpressions-Bedingungen durchgefiihrt, welche oftmals das Risiko eines artifiziellen,
unspezifischen Effekts bergen. Um dies auszuschlieen, wurde zur Kontrolle der Effekt des
tiberexprimierten Typ-I-Transmembranproteins CD4, sowie des Golgi-stindigen Proteins
Golgi-Venus auf die Maturierung und Prozessierung von APP analysiert. Die beiden Proteine
CD4 und Golgi-Venus, welche dieselbe Proteinklasse, bzw. dieselbe Lokalisierung wie
TMEMS59 représentieren und sich daher als Kontrollproteine eignen, zeigen keinerlei Effekt
auf APP. Damit ist ein unspezifischer Einfluss des iiberexprimierten TMEMS59 auf die APP-
Maturierung unwahrscheinlich.

Der Doppel-Knock-down von TMEM59 und BSMAP fiihrte zu keiner Anderung der APP-
Maturierung oder —Prozessierung. Eine Erkldrung konnte sein, dass der Knock-down beider
Proteine nicht ausreichend war und verbleibendes endogenes TMEMS59 oder BSMAP dessen
Funktion in der Zelle weiterhin erfiillen konnte. Des Weiteren konnte eine lange
Halbwertszeit von TMEMS59 und BSMAP dafiir sorgen, dass die Proteine fiir die hier
gewdhlten Experiment-Bedingungen zu stabil bleiben. Die relativ lange und GC-reiche 5'-
UTR von TMEMS59 konnte darauf hindeuten, dass TMEMS59 von der UTR translationell
reguliert wird, wie dies bereits fiir die 5'-UTR von BACEI gezeigt werden konnte (Lammich
et al., 2004). Fiir eine weitergehende Analyse scheint es sinnvoll, stabile Doppel-Knock-down
Einzel-Zellklone zu generieren. Unter diesen konnen dann jene Klone selektioniert und auf
einen moglichen APP-Effekt hin analysiert werden, in denen ein effizienter Doppel-Knock-

down erzielt werden konnte. Alternativ zum unzuldnglichen Knock-down konnte als
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Erklarung fiir den nicht darstellbaren Effekt auf die Maturierung und Sekretion von APP
gelten, dass ein noch unbekannter dritter Faktor eine &hnliche Rolle in der Zelle iibernehmen
und den Knock-down ausgleichen konnte.

TMEMS9 konnte als neu identifiziertes Mitglied einer Gruppe von Proteinen betrachtet
werden, die den Transport, die Lokalisierung und die Prozessierung von APP beeinflussen.
Zu dieser Gruppe gehoren beispielsweise die COG-Komponenten, sowie Ubiquilinl, welches
vermutlich ein Transport-Faktor ist, der in Zusammenarbeit mit anderen Proteinen den APP-
Transport kontrolliert. Unter Ubiquilinl-Knock-down-Bedingungen wird die APP-
Maturierung, der Transport zur Plasmamembran, sowie die Sekretion von APPsa, APPsf, und
dem AB-Peptid stimuliert (Hiltunen et al., 2006). Umgekehrt fiihrt eine Uberexpression von
Ubiquilinl mit Kofaktoren zu einer dramatischen Reduktion von bestimmten Rezeptoren an
der Zelloberflache, also zu einer Blockade des Transports entlang des sekretorischen Weges
(Ficklin et al., 2005). TMEMS59 und Ubiquilinl kénnten als Risikofaktoren fiir die Alzheimer-
Krankheit fungieren, da beide den Transport von APP beeinflussen. Aufgrund seiner
zytoplasmatischen Lokalisierung beeinflusst Ubiquilin jedoch vermutlich den Transport vom
Trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran und agiert somit in einem spateren Kompartiment
als TMEM59. Somit sollte eine Uberexpression von Ubiquilinl nicht die Glykosylierung von
APP hemmen, da APP zu diesem Zeitpunkt bereits komplex glykosyliert vorliegt. Dies wurde
jedoch noch nicht untersucht. Ahnlich wie TMEMS59 kontrolliert Ubiquilinl nicht die
Verteilung aller Proteine, da unter Knock-down-Bedingungen der Transport des Transferrin-
Rezeptors keinerlei Anderung erfuhr. Der generelle Protein-Transport wird demzufolge weder
unter  Ubiquilinl-Knock-down-, noch unter TMEMS59-Uberexpressions-Bedingungen
geblockt. Als weitere Mitglieder der Gruppe der Transport-Faktoren konnten Fe65 und sein
Homolog Fe65L identifiziert werden, deren Uberexpression zu einem #hnlichen Effekt auf die
APP-Maturierung und —Sekretion fiihrt, wie der Knock-down von Ubiquilinl (Guenette et al.,
1999; Sabo et al., 1999). Der Vps10p-Rezeptor SorLa konnte ebenfalls einen Risikofaktor fiir
die Entstehung der Alzheimer-Krankheit darstellen. Er wurde ebenfalls als neuer
Transportregulator identifiziert, der im TGN lokalisiert ist und dort die Freisetzung von
maturem APP zur Plasmamembran kontrolliert (Schmidt et al., 2007). Unter SorLa-
Uberexpression akkumuliert APP im Golgi, dhnlich wie unter TMEMS59-Uberexpression, was
zu einer Reduktion des a- und B-Schnitts und somit zu einer Senkung der AB-Generierung
fiihrt (Haass et al., 1993; Schmidt et al., 2007; Yamazaki et al., 1995). Der Einfluss von SorLa
richtet sich ebenfalls nicht gegen alle Proteine in der Zelle, die den sekretorischen Weg

durchlaufen. So sind beispielsweise LRP1 und der Insulin2-Rezeptor in ihrem Transport nicht
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gestort (Andersen et al., 2005). Interessanterweise interagiert SorLa jedoch mit BACE und
reduziert durch seine Affinitidt zu BACE die Interaktion zwischen APP und BACE im Golgi-
Apparat (Spoelgen et al., 2006). Somit kdnnte TMEMS9 durch Hemmung der Aktivitidt von
BACEI die Interaktion von APP und BACE!I im Golgi-Apparat verringern, wiahrend SorLA
dies durch ein Verhindern der Bindung von APP und BACEI verursacht.

Die APP-Maturierung und der Transport spielen fiir die nachfolgende Prozessierung und
somit fiir die Entstehung der Alzheimer-Krankheit eine groe Rolle. Eine fundiertere
Kenntnis dieser Prozesse und die Suche nach beteiligten Interaktionspartnern gewinnen
immer mehr an Bedeutung. In vorliegender Arbeit wurde ein moglicher Transport-Regulator
von APP identifiziert. Wie anhand verschiedener Proteine, beispielsweise Ubiquilin und
SorLa, gezeigt werden konnte, konnen Verdnderungen des Transports von APP im
sekretorischen Weg dessen Prozessierung beeinflussen. Ebenso konnte anhand von TMEMS59,
der COG-defizienten Zellen und der Glykosyliertungs-defizienten lec-8-Zellen gezeigt
werden, dass eine Hemmung der Golgi-Glykosylierung in der Zelle die Prozessierung von
APP beeinflusst (Pahlsson and Spitalnik, 1996; Ungar et al., 2006). Ob TMEMS59 durch
Inhibierung eines Glykosylierungsenzyms die Aktivitit eines unterglykosylierten
Transportfaktors und somit den Transport von unterglykosyliertem APP hemmt, oder ob
TMEMS59 einen Transportfaktor inhibiert und daher den Transport und die Glykosylierung
von APP stort, bleibt allerdings unklar.

Geplante nachfolgende Studien beinhalten die Ausweitung der Doménendeletions-Analyse
von TMEMS59, sowie die Analyse der Auswirkung eines stabilen TMEM59/BSMAP-Knock-
down auf die APP-Maturierung und —Prozessierung. Zudem soll Aufschluss dariiber
gewonnen werden, ob der TMEMS59-Mechanismus die  Beteiligung  eines
Glykosylierungsenzyms einschlief8t, beispielsweise durch eine verdnderte Lokalisierung und

somit eine Reduzierung der Aktivitit des Enzyms.
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4. Zusammenfassung

Die Ergebnisse vorliegender Arbeit zeigen, dass das Golgi-lokalisierte Protein TMEMS59
zusammen mit seinem Homolog BSMAP eine neue Proteingruppe von Modulatoren darstellt,
welche die Golgi-Glykosylierungs-Prozesse beeinflussen konnen. Die Expression von
TMEMS9 oder BSMAP scheint die komplexe Glykosylierung des Amyloid-Vorldufer-
Proteins APP, sowohl die N-Glykosylierung, wie anhand der B-Sekretase BACE1 gezeigt
wurde, als auch die O-Glykosylierung, was anhand von APP dargestellt wurde, und zugleich
den APP-Transport zu hemmen. Die Grund-Glykosylierung, die kotranslational bereits im ER
erfolgt, wird von TMEMS59 hingegen nicht beeintrdchtigt. Zusatzlich wird durch TMEMS59
oder BSMAP die Sekretion sowohl des a-, als auch des B-Sekretase-prozessierten APP
inhibiert. Vermutlich akkumuliert APP im Golgi-Apparat in einem frithen sekretorischen
Kompartiment. Infolgedessen steht APP der nachfolgenden Prozessierungskaskade nicht
mehr zur Verfiigung, die in spiteren Kompartimenten stattfindet. Folglich kann weder der a-
Sekretase-Schnitt, der hauptsdchlich an der Plasmamembran stattfindet, noch der B-Sekretase-
Schnitt in den Endosomen erfolgen, was die starke Reduktion des prozessierten APP erklart.
Vorliegende Arbeit identifiziert demzufolge das Protein TMEMS9 als einen starken Inhibitor
der APP-Glykosylierung und der APP-Prozessierung. Zusétzlich zu dem Effekt auf APP
inhibiert TMEMS59 die komplexe Glykosylierung der B-Sekretase, die diese Modifikation fiir
ihre volle Aktivitdt bendtigt. Dennoch hemmt TMEMS9 nicht die generelle Golgi-Funktion,
da die Sekretion ldslicher Proteine unter TMEMS59-Expression ungestort vonstatten geht,
sowie die Prozessierung von TNFa. Der inhibitorische Effekt auf die Glykosylierung und die
Prozessierung von APP dhnelt dem Effekt unter Inhibierung der Mannosidase II mittels
Swainsonine oder dem in COGI- oder COG2-defizienten Zelllinien. Beide Proteine sind
notwendig fiir den Transport und die Aktivitdt von Golgi-stindigen Glykosylierungsenzymen.
Um seine Funktionen zu erfiillen, muss TMEMS59 Golgi-lokalisiert sein, da sowohl eine
16sliche Form des Proteins, als auch eine Mutante, die mit einem ER-Riickhalte-Signal
ausgestattet war, keinerlei inhibitorischen Effekt auf die APP-Glykosylierung oder
—Prozessierung aufwies.

Zusammengefasst zeigt vorliegende Arbeit, dass TMEMS59 ein Inhibitor der komplexen N-
und O-Glykosylierung von APP ist, sowie gleichzeitig durch Blockade des APP-Transports
den Zugang von APP zu seinen Sekretasen hemmt. Vermutlich wird die APP-Prozessierung

zusétzlich durch Beeintrachtigung der [(-Sekretase-Aktivitdit gehemmt und somit die
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Entstehung des pathogenen AB-Peptids reduziert. Der Effekt auf die a-Sekretase wurde im
Rahmen vorliegender Arbeit nicht aufgeklart.

Die Erforschung des Mechanismus der Inhibierung von TMEMS59 auf den Transport und die
Maturierung einiger Proteine erlaubt uns einen Einblick in die Regulation des APP-Transports
und der APP-Prozessierung. Gleichzeitig ldsst sie noch einige spannende Fragen offen, deren
Kldrung aufgrund des starken Effekts auf die APP-Maturierung, sowie —Prozessierung und

somit Reduzierung der Generierung des neurotoxischen AB-Peptids von grofler Bedeutung ist.
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5. Abkiirzungsverzeichnis

AD
APPy

APPso.

APPsp
APPsf’
ADAM
AICD
AK
Amp
AP
AP2
APLP
APS
ARf
AS

APy

ATTC

BACE
BCA
BSA
C89

C99

cDNA
C. elegans

C-Terminus

Alzheimer-Demenz (4lzheimer’s Disease)
Amyloid [ Vorldufer Protein, x bezeichnet die Anzahl der Aminosduren

der jeweiligen Isoform (Amyloid  Precursor Protein)
losliches APP entstanden durch die a-Sekretasen-Spaltung

16sliches APP enstanden durch die -Sekretasen-Spaltung
16sliches APP entstanden durch B’(Glull)-Spaltung
Disintegrinmetalloprotease (4 Disintegrin And Metalloprotease)
Intrazellulare Doméane des APP (APP Intracellular Domain)
Antikorper

Ampizillin

Alkalische Phosphatase

Adapterprotein Komplex 2

APP-dhnliches Protein (Amyloid Precursor-Like Protein)
Ammoniumperoxodisulfat

ADP-ribosylation factor

Aminoséure

Amyloid-p-Peptid

x bezeichnet die Anzahl der Aminosduren des Amyloid-[-Peptids

Amerikanische Zellkulturkollektion (American Tissue Culture
Collection)

Beta-site APP Cleaving Enzyme

Bicinchonic Acid Assay

Bovine Serum Albumin

C-terminales BAPP-Fragment (89 Aminosduren)
entstanden durch o-Sekretase-Spaltung
C-terminales BAPP-Fragment (99 Aminosduren)
entstanden durch B-Sekretase-Spaltung
komplementidre DNA (complementary DNA)
Caenorhabditis elegans

Carboxy-Terminus eines Proteins
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CTF
DAPT
DMEM
DMSO
DTT

E. coli
Endo H
ECL

ER
ERGIC
FAD
FCS

HEK
HRP
ICD
IgG
IP
IPTG
LB

LDL
LRP
min
NCT
NP-40
N-Terminus
ORF
p3
PAGE
PAS
PBS

APP C-terminales Fragment
N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine #-butyl ester
Dulbecco’s Minimum Essential Medium
Dimethylsulfoxid

Dithiotheitol

Escherichia coli

Endoglykosidase H

Enhanced Chemoluminescence

Chemolumineszenz zur Detektion HRP-konjugierter
Sekundirantikorper

Endoplasmatisches Retikulum
ER-Golgi-Intermedidrkompartiment

erbliche Form der Alzheimer Krankheit (Familial Alzheimer’s Disease)
Fotales Kélberserum (Fetal calf serum)

Stunde (hour)

Humane embryonale Nierenzelllinie (Human Embryonic Kidney)
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidise)
Intrazellulare Domine (Intracellular Domain)
Immunglobulin G

Immunprézipitation

Isopropyl-p-D-Thiogalaktosid

Lysogeny Broth

Néhrlosung zur Anzucht von Bakterien

low density lipoprotein

low density lipoprotein receptor-related protein

Minute

Nicastrin

Nonidet P-40

Amino-Terminus eines Proteins

open reading frame

Spaltprodukt des BAPP nach a- und y-Sekretase Spaltung
Polyacrylamidgelelektrophorese

ProteinA Sepharose

Phosphate Buffered Saline
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Abkiirzungsverzeichnis

PBST
PCM
PCR
Pen2
PGS
PIPLC
PM
pNPP
PNGase F
PtdInsP
pl

PI

PKA
PKC

PS
PSGL1
PVDF
RT

SAP
SDS
SDS-PAGE
SEAP

S

TACE
TEMED
TGFa
TGN
™
TMEMS59
TNFa
Tris

U

upm

UTR

PBS mit Tween 20 angereichert

PBS mit Mg®" und Ca™ angereichert
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Presenilin Enhancer 2

ProteinG Sepharose
Phosphatidylinositol-Phospholipase C
Plasmamembran

para-Nitrophenyl-Phosphat
Peptid-N-Glykosidase-F
Phosphatidyl-Inositolphosphat
Proteaseinhibitor

Phosphatidyl-Inositol

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Presenilin

P-Selektin-Glykoprotein Ligand-I
Polyvinylidenedifluorid

Raumtemperatur

Alkalische Phosphatase aus Krabben (shrimp alkaline Phosphatase)
Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
sekretorische Alkalische Phosphatase
Sekunde

Tumor Necrosis Factor-a Convertase
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor «
Trans-Golgi-Netzwerk
Transmembrandoméne

Transmembrane Protein 59

tumor necrosis factor o
Tris-(Hydroxy-Methyl)-Aminomethan
Einheiten (units)

Umdrehungen pro Minute

nicht-translatierte Region (untranslated region)
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Abkiirzungsverzeichnis

Uv

v/iv
WB
Wt

w/v

Ultraviolett
Volt

Volumen pro Volumen (volume / volume)

Western Blot

Wildtyp-Form eines Proteins

Gewicht pro Volumen (weight / volume)

Durchmesser
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Material und Methoden

6. Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Chemikalien, Enzyme und Reagenzien

Material

Hersteller

Acrylamid Losung (30% in dH,0)
Agarose NA

Alexa-gekoppelte anti-Kaninchen IgG
Alexa-gekoppelte anti-Maus IgG
Alexa-gekoppelte anti-Ratten IgG
Ampizillin

APS

ATP (10 mM)

BamH 1

Bgl 11

Biotin (EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin)
BSA

CaCl2

DABCO

Dimethylsulfoxid (DMSO)

oDMEM

DNasel

DNA T4 Ligase (5U/ul)

DNA T4 Ligase Puffer

dNTP (10 mM)

EcoR 1

FCS

Glutathion Sepharose 4B (GSH-Sepharose)
Glycin

HEPES

Hind 111

Hygromyzin

KClI

IPTG, dioxanfrei

Isopropanol

0O-BioGen

Amersham Biosciences
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes

Roth

Roche

Roche

MBI Fermentas

New England Biolabs
Pierce

Uptima, Interchim

J.T. Baker

Sigma

Roth

Invitrogen

Ambion

Roche

Roche

Roche

MBI Fermentas
Gibco

Amersham Biosciences
Biomol

Biomol

MBI Fermetas
Invitrogen

Merck

Roth

Merck
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Lipofectamin 2000

1 kB-DNA-Leiter

KH,PO,

Magermilchpulver (instant)

B-Mercaptoethanol

MgCl,

MgSO4

MnCl,

Molekulargewichtsstandard Marker (See Blue Plus 2)
Mowiol

NaCl

NaHPO4

Nco 1

NH,CI

Not 1

NP-40

Paraformaldehyd

PAS

Pen/Strep

Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG (1mg/ml)
Peroxidase-gekoppelte anti-Maus IgG (1mg/ml)
Peroxidase-gekoppelte anti-Ratten IgG (1mg/ml)
PGS

Phosphatidylinositol-Phospholipase C (PIPLC) (11 mg/ml)

PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Azetat)
pNPP

pl

Proteinmarker

Puromyzin (50 pg/ml)
Pwo-Polymerase (1U/pl)

10x Pwo Polymerase Reaktionspuffer
Random Primer DNA Labeling System
RNase H

Saccharose

SAP (1U/ul)

SAP (1U/ul)-Puffer

SDS

-905 -

Invitrogen
Gibco Invitrogen Corporation
J.T. Baker
Frema

Merck

Merck

Merck

Sigma
Invitrogen
Hoechst

Roth

Sigma

New England Biolabs
Merck

MBI Fermentas
Sigma-Aldrich
J.T. Baker
Sigma-Aldrich
Gibco

Promega
Promega
Promega
Amersham Biosciences
Sigma

Sigma

Sigma

Roche
Invitrogen
Invitrogen
PeqLab

PeqLab
Invitrogen
Invitrogen
Merck

Roche

Roche
Calbiochem
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STEN Biorad

Streptavidin Sepharose High Performance GE Healthcare Bio-Sciences AB
TEMED Merck

Tricin Biomol

Tris Biomol

Triton X-100 Merck

Trypsin-EDTA (0,05%) Gibco

Tween-20 Merck

Xba 1 MBI Fermentas
6.1.2 Kits

Kits Hersteller

BCA Kit Uptima, Interchim
Canine Pancreatic Microsomal Membranes Promega

ECL Detektionsreagenz Amersham Biosciences

ECL plus Detektionsreagenz
DNAse Kit

Dual Glo Luciferase Assay System
mMessage mMachine T7 Ultra Kit

Amersham Biosciences
Invitrogen
Promega

Ambion

NucleoBond AX500 Kit Macherey-Nagel
NucleoSpin Extract Kit Macherey-Nagel
NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel
Rabbit Reticulocyte Lysate System Promega
Random Primers DNA Labeling System GibcoBRL
RNAeasy Kit Quiagen
Superscript first strand synthesis kit Invitrogen
6.1.3 Puffer
Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Puffer
Angegeben sind Name und Zusammensetzung der Puffer.
Puffer Zusammensetzung
4x DNA Probenpuffer 30% (v/v) Glyzerin,

10 mM EDTA,

0,05% Orange G in dH,O
4x SDS-Probenpufter Fiir 10 ml:

4 ml 20% (v/v) Glyzerin,
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4 ml 20% (w/v) SDS

1 ml B-Mercaptoethanol,

1,25 ml 1M Tris pH 6,8,

10 pl 10% Bromphenolblau
Acrylamid-Losung 30% (w/v) Acrylamid-BIS-Acrylamid in dH,O
Ammoniumchlorid-Losung 50 mM NH4Cl1 in PBS
Ampizillin-Losung  (Stammldsung | 100 mg/ml Ampizillin geldst in 70% Ethanol
1000x)
APS 10% Stammldsung in H,O
(Ammonium-Persulfat)
Alkalische Phosphatase-Substrat 1 Tablette in 1 ml H,O 16sen,

1:500 einsetzen
Biotinlésung (EZ-Link ™ Sulfo- 0,5 mg/ml in PBS-Puffer
NHS-SS-Biotin)
Blockpuffer fir Western Blot|5% Magermilchpulver in PBST
(Blockierlosung)
Blockreagenz fiir Immunfluoreszenz | 2% BSA

2% FCS

0,2% Gelatin

gelost in PBS
Einfriermedium FCS mit 5% DMSO
Elektrophorese-Laufpuffer 25 mM Tris, 0,2 M Glycin,

0,1% SDS in dH,0
Glutathion-Puffer 1,54 g Glutathion,

0,53 g NaCl,

100 ul 1,25 M CaCl,,

100 ul 1,25 M MgCl,

0,2 g BSA

mit NaOH auf pH 8,6 in dH,0O
Glycinlosung 20 mM Glycin in PBS-Puffer
Glyzerinlosung 50% (w/v) Glyzerin in dH,O
Grundmedium DMEM

10% FCS

50 U/ml Penizillin

50 pg/ml Streptomyzin
LB-Medium 1% Trypton,
(Lysogeny Broth Medium) 0,5% Hefeextrakt,

0,5% NaCl pH 7,0
LB-Medium mit Ampizillin 1% Trypton,

0,5% Hefeextrakt,

0,5% NaCl pH 7,0,

100 pg/ml Ampizillin
Lysispuffer 50 mM Tris pH 7.5,

150 mM Nac(l,

1% NP-40,

2 mM EDTA
Mowiol-Losung 15% Mowiol

50 mg/ml DABCO in dH,O
NP-40 (Nonident P-40) 10% (w/v) Stammldsung in dH,O
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PBS 140 mM NacCl,

10 mM Na,HPO4

1,75 mM KH,POy, pH 7,4

mit HCI eingestellt in dH,O (autoklaviert)
PBS-EDTA PBS (steril), 25 mM EDTA

Penizillin/Streptomyzin (Pen/Strep) | 5000 U/ml Penizillin
5 mg/ml Streptomyzin
PBST PBS —Puffer
0,05% Tween-20
PCM PBS-Puffer
1 mM CaCl,
0,5 mM Mng
PAS 2 mg PAS in 1 ml 20% EtOH resuspendiert; vor

(Protein A Sepharose)

Gebrauch 3x mit PBS waschen

PGS 2 mg PGS in 1 ml 20% EtOH geldst; vor Gebrauch
(Protein G Sepharose) 3x mit PBS waschen
Primérantikorper 0,25% (w/v) BSA

0,05% (w/v) Natriumazid
Antikorper (vgl. Tab. 4/5)
in PBST

Poly-L-Lysin-Losung

100 pg/ml Poly-L-Lysin gelost in PBS (steril)

SOB-Medium

20 g Trypton,

5 g Hefeextraxt,

0,5 g NaCl,

10 mM MgCl,,

10 mM MgSQy,

2,5 mM KCI

ad 11 H,0, (autoklavieren)

TAE Puffer (50x)

2 M Tris
1 M CH;COOH
50 mM EDTA

TB Puffer

10 mM Hepes,

15 mM CaCl, x 2H,0,

250 mM KCI, pH-Wert 6,7 mit KOH einstellen,
55 mM MnCl, x 2H,O

steril filtrieren

TBE Puffer

9 mM Tris-Borat
2 mM EDTA in dH,O

Transformationsmedium

DMEM ohne Zusitze

Trypsin-Losung

0,05% Trypsin,
0,53 mM EDTA * 4Na
in Hanks’ B.S.S.

Sammelgel-Puffer (,,High Tris

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Buffer®) 0,4% (w/v) SDS in dH,0O

Sekundéarantikorper 0,25% (w/v) BSA
Antikorper (vgl. Tab. 6)
in PBST
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STEN 0,05M Tris HCI pH 7,6

0,15 M NacCl

2 mM EDTA

0,2 % NP40
STEN-NaCl NaCl in STEN
STEN-SDS 0,1 % SDS in STEN
Streptavidin Sepharose High 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
Performance 0,4% (w/v) SDS in dH,0
Substratpuffer SEAP-Analyse 0,1 M Glycin (87,51 g)

1 mM MgCl; (203 mg)
I mM ZnCl; (136 mg)
pH mit NaOH auf 10,4 einstellen

Transferpuffer 25 mM Tris,

0,2 M Glycin
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris-HCl pH 8,8
(,,Low Tris Buffer®) 0,4% (w/v) SDS in dH,O

Triton-Losung (Immunfluoreszenz) |0,2% Triton X-100 in PBS

6.1.4 Antikorper

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Primirantikorper.

' Angegeben ist die zur Inmunprizipitation von Proteinen (Kapitel 6.2.3.5) verwendete Verdiinnung.
Angegeben ist die zum immunochemischen Nachweis von Proteinen nach Western Blotting (Kapitel
6.2.3.4) verwendete Verdiinnung.

’Angegeben ist die zum immunozytochemischen Nachweis von Proteinen (Kapitel 6.2.4.5)
verwendete Verdiinnung.

*Angegeben ist die Vertreiberfirma oder die Bezugsquelle des Antikérpers.

Alle verwendeten Maus- und Ratten-Antikorper sind monoklonal, alle verwendeten Hasen-Antikorper
polyklonal.

Bezeichnung | Zielprotein P! WB’ IF’ IgG Hersteller®

3F4 mPrPwt -—- 1:3000 -—- Maus, Kascsak, 1977
mono-
klonal

4ES5S TMEMS59 1:10 un- 1:100 Ratte, Dr. E. Kremmer
verdiinnt mono-
klonal

6E10 AB 1-17 - 1:2000 | --- Maus, Senetek Inc.
mono-
klonal

93 TMEMS59 1:200 | 1:2000 1:200 Hase, Eurogentech

poly-
klonal

192 wt sAPPp - 1:100 --- Hase, Dr. D. Schenk
poly- (Seubert, 1993)
klonal

22C11 APP --- 1:5000 --- Maus, Dr. K. Beyreuther
mono-
klonal
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3552 AP 1-40 1:400 | --- --- Hase, Eurogentech
poly-
klonal
5313 APP - --- 1:300 Hase, Eurogentec
Ektodoméine poly- (Walter, 2000)
klonal
6687 APP 1:400 | 1:1000 | --- Hase, Eurogentec
C-Terminus poly- (Walter, 2000)
klonal
[-Aktin Humanes B- | --- 1:1000 | --- Maus, Sigma
Aktin mono-
klonal
Flag Flag- 1:100 | 1:2000 | --- Maus, Sigma
Markierung mono-
klonal
mono-GFP GFP -—- 1:2000 - Maus, Clontech
mono-
klonal
anti-Giantin | humanes --- - 1:200 Maus, H.-P. Hauri
Giantin mono-
klonal
HA.11 HA- 1:300 | 1:1000 1:100 Maus, Covance
Markierung mono-
klonal
IgG2b Isotyp- --- un- un- Ratte, Dr. E. Kremmer
Kontroll- verdiinnt | verdiinnt | mono-
antikorper klonal
W02 sAPPa --- 1 pg/ml | --- Maus, Dr. K. Beyreuther
mono-
klonal

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Sekundiirantikérper
Angegeben sind Name, Zielprotein und Wirtsspezies der verwendeten Sekundirantikorper. AuBerdem

ist die Verwendung mit entsprechender Verdiinnung, sowie die Bezugsquelle angegeben. HRP:
Meerrettich-Peroxidase.
Bezeichnung Zielprotein | Wirtsspezies | Applikation | Verdiinnung | Firma
Anti-mouse-HRP Maus IgG Ziege WB 1:10000 Promega,
DAKO
Anti-rabbit- Hase IgG Ziege IF 1:1000 Molecular
Alexa488 Probes
Anti-rabbit- Hase IgG Ziege IF 1:1000 Molecular
Alexa555 Probes
Anti-mouse- Maus IgG Ziege IF 1:1000 Molecular
Alexa488 Probes
Anti-mouse- Maus IgG Ziege IF 1:1000 Molecular
Alexa555 Probes
Anti-rat-Alexa488 Ratte IgG Ziege IF 1:1000 Molecular
Probes
Anti-rat-Alexa555 Ratte IgG Ziege IF 1:1000 Molecular
Probes
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Anti-rabbit-HRP Hase IgG Ziege WB 1:10000 Promega
Anti-rat-HRP Ratten IgG Ziege WB 1:5000 Jackson
Immuno
Research
Anti-IgG Fc Mensch Ziege IF 1:1000 Cappel
IgG Fe

6.1.5 Siuger-Zelllinien

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Angegeben sind Name und Herkunft, sowie Medium und Bezugsquelle der Zelllinie.

Zelllinie Herkunft Medium Hersteller
HEK293E Humane embryonale | DMEM, 10% FCS, P/S|ATCC

(stabil transfiziert mit | Nierenzellen (50 U/ml/ 50 pg/ml) | Amerikanische
EBNAI1-Protein  aus Zellkulturkollektion
dem EB-Virus; die

Zellen zeichnen sich
aus durch hohe
Transfizierbarkeit,

sowie einem schnellen

Expressionssystem)
COS7 Affen-Nierenzellen DMEM, 10% FCS, P/S|ATCC
(50 U/ml/ 50 pg/ml)

CHO K1 Hamster Ovarzellen |DMEM, 10% FCS Dr. S. Leppla
wtCHO/1dIB-CHO/ Hamster Ovarzellen| DMEM  F-12, 10% | Dr. Monty Krieger
1dIC-CHO defizient in COG- |FCS, P/S (50 U/ml/ 50

Komplex- ug/ml)

Komponenten

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten genetisch verinderten Zelllinien

Angegeben sind Name der stabilen Zelllinie, Name der jeweiligen Mutterzelllinie, das exogen

exprimierte Protein, das verwendete Selektionsmedium und die Bezugsquelle der Zelllinie.

Name Mutter- | Exogen Medium Bezugsquelle
zelllinie exprimiertes
Protein
1dIB-CHO CHO COG1™ DMEM F12, 10%FCS, | Dr. M. Krieger
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P/S (50 U/ml / 50
pg/ml)

1dIC-CHO CHO COG2” DMEM F12, 10%FCS, | Dr. M. Krieger
P/S (50 U/ml / 50

pg/ml)

6.1.6 E.coli-Zelllinie

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten E.coli-Zelllinie

Angegeben sind Name und Herkunft, sowie Medium und Bezugsquelle der Zelllinie.

Zelllinie Medium Firma

DH5a SOB Invitrogen

6.1.7 Plasmide

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Plasmide
Angegeben sind Bezeichnung des Plasmids, Name des Vektors und Name der cDNA-
Sequenz, falls bekannt die Restriktionsschnittstellen, mit denen die gewiinschte cDNA-

Sequenz in den Vektor eingefiigt ist, sowie die Bezugsquelle des Plasmids.

Plasmid Vektor cDNA Restriktions- Bezugsquelle
enzyme
p8-TMEMS59 peak8 TMEMS59 Hind 111; Not 1 cDNA-Bibliothek
(Edgebio)
p12-TMEMS59- peak12 TMEMS59 C- | Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
GFP terminal ~ GFP- Arbeit hergestellt
markiert

p12-TMEMS59-HA |peakl2 TMEMS9 C- | Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
terminal ~ HA- Arbeit hergestellt

markiert

p12-HA-TMEMS59 | peak12 TMEMS59 N

Hind 111I; Not 1 im Rahmen dieser

terminal ~ HA- Arbeit hergestellt
markiert
p12-TMEMS59- peakl12 TMEMS9  delta | Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
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deltaSEI SEI-domine Arbeit hergestellt
pl12-BSMAP-HA  |peakl2 BSMAP, C- | Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
terminal HA- Arbeit hergestellt
markiert
p12-APPgos peak12 APPgos Kpn 1; EcoR 1 erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
p12-APPgos- peak12 APP¢osdeltaNGS | Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
deltaNGS Arbeit hergestellt
p12-APPsa peak12 Losliches Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
APPgos (AS1- Lichtenthaler
612)
p12-APPsf peak12 Losliches Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
APPgos (ASI1- Lichtenthaler
596)
p12-APPsp’ peak12 Losliches Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
APPgos (AS1- Lichtenthaler
607)
pl12-Flag-TNFa- peak12 TNFa, N- | Hind 111; Not 1 erhalten von Dr.
HA terminal Flag, C- R. Fluhrer
terminal HA-
markiert
p12-GFP peakl2 GFP Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
p12-HA-CD4 peakl12 CD4, N-terminal | Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
HA markiert Lichtenthaler
pl12-HA-SEAP peakl12 SEAP, N- | Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
terminal HA Lichtenthaler
markiert
pl2-HA-RFP- peak12 RFP, N-terminal | Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
CD59 HA markiert, C- Lichtenthaler
terminal CDS59-
GPI-Anker
pl2-Luziferase peak12 Luziferase Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.

Lichtenthaler
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pcDNA3.1-wtPrP | pcDNA3.1 | wtPrP erhalten von Prof.
J. Tatzelt

pGex5X.1-GST- pGex5X.1 |TMEMS9 (261-|BamH I; Not 1 im Rahmen dieser

TMEMS59cyto 323), N-terminal Arbeit hergestellt

GST fusioniert

pGex5X.1-GST- pGex5X.1 |BSMAP (291-|BamH I; Not 1 im Rahmen dieser

BSMAPcyto 342), N-terminal Arbeit hergestellt
GST fusioniert

pShuttle-CM V- pShuttle APP mit YFP erhalten von Dr.

YFP-APP statt der KPI- C. Kaether
Doméne

pCAG-IRES2- pCAG Fusionsprotein erhalten von Dr.

GolgiVENUS zwischen f-1,4- C. Okita
Galaktosyltransf

erase und Venus

pl12-HA-TMEMS59- | peak12 TMEMS9 AS(1-| Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser

16slich 234), N-terminal Arbeit hergestellt
HA-markiert
p12-HA-TMEMS509- | peak12 TMEMS59,  N-|Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
KKXX terminal ~ HA- Arbeit hergestellt
markiert, C-
terminal KKXX-
Motiv
p12-HA-TMEMS59- | peak12 TMEMS9 (AS1- | Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
ACT 266), N-terminal Arbeit hergestellt
HA-markiert
pl12-HA- peakl2 TMEMS9  mit | Hind 111; Not 1 im Rahmen dieser
TMEMS9ATM- TM von CD4 Arbeit hergestellt
TMCD4
pl2-BACE1 pcDNA3.1 |BACEI1 Hind 111; Not 1 erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
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6.1.8 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 8: Beschreibung der verwendeten Oligonukleotide
Angegeben sind Name des neu klonierten Plasmids, die in der PCR verwendeten

Oligonukleotide, sowie der Name des zur Klonierung verwendeten Plasmids.

Plasmidname Oligonukleotid-Sequenzen cDNA
P12-TMEMS59-HA PCR 1 P8-TMEMS59
fw: p12-Hind

5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT-3
rev: 7C6CT-Xbal-R
5’-GAT CTC TAG AAT TTC AGA ATG AGC

AAG ATT C-37
P12-HA- fw : p12-Hind pl2-HA-
TMEMS5916slich 5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT -3 | TMEMS59

rev: p12-7C6-deltaTMCTF-Not-R
5’-TAA AGC GGC CGC TTA GAG GCA TCT
TAA AAA GCC -3’

p12-HA-TMEMS9ASEI | fw: p12-Hind pl2- HA-
5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT -3 | TMEMS59

rev: p12-SP-HA-7C6deltaSEI-R

5’-TAA AGC GGC CGC TTA ATG AGC AAG
ATT CACTTT TG -3’

p12-HA-TMEMS9ACT | fw: p12-Hind pl2- HA-
5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT -3 | TMEMS59

rev: p12-SP-HA-7C6-deltaCT-Not-R

5’- TAA AGC GGC CGC TTA CTC CAC AGC
TCT AGC AAC AG-3’

P12-HA-TMEMS59- fw: p12-Hind pl2-HA-
KKXX 5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT -3 | TMEMS59
rev: p12-7C6-KKXX-Not-R

5’-GCT ATG CGG CCG CTC AGT TCG TCT
TCT TAA TTT CAG AAT GAG CAA G -3’
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P12-BSMAP-HA fw: BSMAP-Hind-F pCMV-Sport6-
5’-GAT CAA GCT TCC ACC ATG GCT GCG |BSMAP

GTG GCG CTG -3’

rev: BSMAP-Xba-R

5’- GAT CTC TAG ACC CAG CTT GGT CAG

GTC CAG-3’

P12-APPANGS PCRI: 1,2,3: P12-
fw: APP1000fw APP695-HA
5’- AGC ACC GAG AGA GAA TGT CCC-3* |4 PCR-
rev: APPS469Arev Produkte 1,2,3

5’-GAG CAG Gecet tAa gGec CTG ATT CAT
GCG CTC ATA AAT CAC AC-3’

PCR2:

fw: APPS469Afw

5’- GAG CGC ATG AAT CAG gCc tTa agC
CTG CTC TAC AACG-¥

rev: APPS498Arev

5’- CAA GAC GTC ATC TGce ATA GTT TTG
CTCTTT CTG AAG CAG -3’

PCR3:

fw: APPS498Afw

5’- GAG CAA AAC TAT gCA GAT GAC GTC
TTG GCC AAC-3°

rev: APPEcoR1rev

5’- GTC GGA ATT CTG CAT CCA TC-3’
PCR4:

fw: APP1000fw

5’- AGC ACC GAG AGA GAA TGT CCC-3
rev: APPEcoR1rev

5’- GTC GGA ATT CTG CAT CCA TC-3°

P12-HA-TMEMS59 PCR 1: 1: pl2-
fw: p12-Hind TMEMS59-HA
5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT -3> |2 p8-

- 106 -



Material und Methoden

rev: p12-7C6-SP-HA-R TMEMS9

5’- GTA GTC GGG CAC GTC GTA GGG |3: PCR-
GTA TGC TTC AGC CGA AGC GGT CCC-3’ |Produkte 1 und
PCR 2: 2

fw: p12-HA-7C6-deltaSP-F

5’- TAC GAC GTG CCC GAC TAC GCC TTT
GAC TCG GTC TTG GGT G-3’

rev: p12-7C6-Not-R

5’- TAA AGC GGC CGC TTA AAT TTC AGA
ATG AGC AAG-¥’

PCR 3:

fw: p12-Hind

5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT -3’
rev: p12-7C6-Not-R

5’- TAA AGC GGC CGC TTA AAT TTC AGA
ATG AGC AAG -3°

pGEX5X.1-BSMAP- fw: p12-BSMAP-BamHI-deltaNTTM pl2-BSMAP-
cyto 5’- CGC GGA TCC GCC GGA TGA CCG|HA

CGC CTG GCC AGC AC-3

rev: p12-BSMAP-Not-R

5’- TAA AGC GGC CGC TTA CAG CTT GGT
CAG GTC CAG -3’

pGEX5X.1-TMEM59 fw: p12-7C6-BamHI-deltaNTTM-F p8-TMEMS59
cyto 5’-CGC GGA TCC GCC GGA TGG TTG CTA
CAG CTG TGG AG -3°

rev: pl12-7C6-Not-R

5’- TAA AGC GGC CGC TTA AAT TTC AGA
ATG AGC AAG -3

pl2-TMEM59deltaTM- | PCRI: p12-SP-HA-
TMCD4 fw: p12-Hind TMEMS59
5’- CAT TCT CAA GCC TCA CAG AGT -3’
rev: CD4-TM-R

5’- ccc aat gaa aag cag gag gcc gge gac gge ccc

cca gta cta tca ggg ccc cag agt taa gag aga g-3°
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PCR2:

fw: CD4-TM-7Cé6cyto-F

5’- cte ctg ctt ttc att ggg cta gge atc ttc tte tgt gte
aca gct gtg gag cag tat g -3’

rev: p12-Notl

5’-TGG ATG CAG GCT ACT CTA GGG -3°

6.1.9 Verbrauchsmaterial

Material Bezugsquelle
Deckglaser Menzel-Gléser
Einfriergefifle (Qualifreeze) Qualilab
Einwegpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt
Einweg-PP-Rohrchen steril (15 ml, 50 ml) Sarstedt

Filme Super RX Fuji
Gel-Blottingpapier (,, Whatmanpapier®) Schleicher & Schuell
Glaspléttchen (@ 10 mm) Marienfeld
Lebendzell-Kammern (15um, 8well) ibidi
Nitrocellulosemembran Schleicher & Schuell
Objekttrager Menzel-Gléser
Pasteurpipetten Volac
Pipettenspitzen Sarstedt

PVDF Immobilon, Transfermembran Milipore

Quick Spin Séulen Roche
Reaktionsgefal3 (1,5 ml) Sarstedt

RNA Shredder Séulen Quiagen

96 Well Platten (Proteinbestimmung) Nunc
Zellkulturschalen (96 Well, 24 Well, 6 cm, 10 cm) Nunc

Zellschaber Corning Incorporated
6.1.10 Gerate

Gerét Bezugsquelle
Bunsenbrenner Heraeus
Dokumentation (Quickstore plus II) MS Laborgerite
Drucker Geldokumentationsanlage Mitsubishi
Elektrophoresekammern Owl Separation Systems, Inc.
Filmentwicklungsgerét (Curix 60) Agfa
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Leica DMRB
Fluorchem 8900 Biozym
Gefrierschrank (Arktis) AEG

Gelkammer Biorad

-80 °C-Gefrierschrank Heraeus

Heizblocke Stuart Scientific, NeoLab
37 °C-Inkubator Heraeus, Kendro Laboratories

Products
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Kamera (CCD Video Camera Module)
Konfokales Mikroskop
Kiihlschrank (Santo)
Kiihlzentrifuge (Biofuge fresco)
MicroLumatPlus LB96V
Mikrowelle

PCR-Maschine (Mastercycler personal)
pH-Elektrode

Photometer

Pipettierhilfe (Accu-Jet)
Scanner

Schiittelinkubator Certomat BS-1
Sonifier (Cell Disruptor B 15)
Spannungsquelle

Sterilwerkbank

Thermomixer kompakt
Transferkammer

Thermomixer

Tischzentrifuge (Biofuge pico)
Uberkopfschiittler (Reax2)
UV-Schirm

Vortex VF2

Wasserbad

Zéhlkammer (Neubauer)
Zell-Inkubator

Zentrifuge Avanti J-20 XP
Zentrifuge Megafuge 1.0

6.2. Methoden

MS Laborgerite

Zeiss

AEG

Heraeus

Berthold Technologies
Alaska

Eppendorf

Schott

Tecom Spectra

Brand

Hewlett Packard

B. Braun Biotech International
Branson

Biorad

Heracus Instruments
Eppendorf

BioRad

Eppendorf

Heraeus

Heidolph

Intas
IKA-Labortechnik
GFL

Optik Labor

Heracus, Kendro Laboratories
Products

Beckmann

Heraeus Instruments

6.2.1 Molekularbiologische Methoden

6.2.1.1 Polymeraseketten Rektion (PCR)

Die PCR-Reaktionsansitze wurden gemischt und in einem Thermocycler entsprechend dem

unten angegebenem Programm prozessiert. Die Produkte der jeweiligen PCR wurden

anschlieend mit Hilfe eines Agarosegels aufgetrennt (6.2.1.2) und die entstandenen DNA-

Fragmente direkt analysiert oder aus dem Gel isoliert (6.2.1.3).

Reaktionsansatz:

1 ul cDNA (ca. 100-500 ng/pl)

1 ul 5°-Oligonukleotid (fw; 100 uM)
1 ul 3’-Oligonukleotid (rw; 100 uM)

PCR Programm:
1 Zyklus: 95 °C, 3 min
30 Zyklen: 95 °C, 30 sec
52 °C, 30-60 sec
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1 Wl ANTP (10 mM) 72 °C, 2 min
1 ul Pwo-Polymerase (1U/ul) 1 Zyklus: 72 °C, 10 min
5 ul Reaktionspuffer, komplett (10x)

mit dH,O auf 50 pl Endvolumen auffiillen

6.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Trennung und Analyse von linearen DNA-Fragmenten,
superhelikaler Plasmid-DNA und zur préparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden
1-2%-ige Agarosegele in TAE-Puffer und 0,2 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Vor dem
Auftragen wurden die DNA-Proben mit 1/4 Volumen 4-fach DNA-Probenpuffer versetzt. Als
GroBenstandard diente eine 1kb-DNA-Leiter. Die Elektrophorese erfolgte bei 120V in TAE-

Puffer in Agarose-Gelkammern.

6.2.1.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde unter UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells aus dem
Agarosegel geschnitten. AnschlieBend wurde die DNA mit dem Nucleospin Extract Kit nach

Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.

6.2.1.4 Sequenzierung der DNA-Konstrukte

Die Sequenzierung der DNA-Konstrukte erfolgte durch die Firma GATC Biotech AG
(Konstanz). Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms ,Blast 2 sequences*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) iiberpriift.

6.2.1.5 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fiir analytische Ansétze nach Plasmidpréparationen wurde Plasmid-DNA fiir ca. 1-2 h bei
37°C inkubiert. Fiir praparative Ansidtze im Rahmen einer Klonierung wurden Plasmid-DNA
oder PCR-Produkte fiir 4 h inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden anschlieBend mit Hilfe

eines Agarosegels analysiert oder isoliert (6.2.1.3).
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Restriktionsverdau:

0,5-1 pg Plasmid DNA oder 5-10 pg PCR Produkt

10 U Restriktionsenzym von MBI Fermentas
3 ul Restriktions-Puffer von MBI Fermentas
mit dH,O auf 30 ul Endvolumen auffiillen

6.2.1.6 Dephosphorylierung von DNA

Die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten DNA-Molekiile (6.2.1.5) wurden vor der Ligation
mit alkalischer Phosphatase (SAP, Roche) fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde

die dephosphorylierte Plasmid-DNA aufgereingt (6.2.1.3).

Dephosphorylierungsansatz:

1 pg linearisierte Plasmid DNA

1 ul SAP (1 U/ pl)

2 ul SAP Puffer

mit dH,O auf 20 pl Endvolumen auffiillen

6.2.1.7 Ligation der DNA

Die Insertion des mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdauten DNA-Fragments

(6.2.1.5) in das linearisierte, dephosphorylierte Plasmid (6.2.1.6) erfolgte unter der
Verwendung der T4-DNA-Ligase. Dafiir wurden Plasmid- und Fragment-DNA mit der T4-
DNA-Ligase und T4-DNA-Ligase-Puffer im Ligationsansatz gemischt und fiir 2-3 h bei RT

inkubiert. Der komplette Ligationsansatz wurde zur Transformation in kompetente E. coli-

Zellen (6.2.1.9) verwendet.
Ligationsansatz:

100 ng Plasmid-DNA

500 ng DNA-Fragment

1 ul T4-DNA-Ligase (5 U/ pl)
2 ul T4-DNA-Ligase-Puffer

mit dH,O auf 50 ul Endvolumen auffiillen
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6.2.1.8 Herstellung des kompetenten Bakterienstamms DH5«

100 ml SOB-Medium wurden mit einer Escherichia-coli DH5 a-Kolonie angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C/200 upm inkubiert. Am ndchsten Morgen wurde die Bakterienkultur mit
SOB-Medium in einem Volumen von 250 ml auf die OD 0,1 verdiinnt und bei 18°C/250 upm
fiir 20-24 h inkubiert. Inoue et al., konnten zeigen, dass die Kompetenz der Zellen sich erhdht,
wenn das Wachstum bei 18°C stattfindet (Inoue et al., 1990) Erreichte die Bakterienkultur
eine OD von 0,6-0,8, wurde die Kultur auf fiinf 50 ml-Falkon-Gefdfle aufgeteilt und 10
Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C/3500 upm fiir 20 min. Das
Bakteriensediment wurde anschliefend in 80 ml TB-Puffer resuspendiert (4°C) und 10 min
auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C/3500 upm fiir 20 Minuten wurde das
Sediment in 20 ml TB-Puffer (4°C) gelost und 1,5 ml DMSO (Endkonzentration: 7%)
zugegeben. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis erfolgte eine Aliquotierung der
Bakteriensuspension in 200 pl-Aliquots bei 4°C. Die Bakterienaliquots wurden umgehend in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

SOB-Medium: TB-Puffer:

20 g Trypton, 10 mM Hepes,

5 g Hefeextraxt, 15 mM CaCl, x 2H,0,

0,5 g NaCl, 250 mM KCl, pH-Wert 6,7 mit KOH einstellen,
10 mM MgCl,, 55 mM MnCl, x 2H,0

10 mM MgSOy,, steril filtrieren

2,5 mM KCl1

ad 1 1 HO, (autoklavieren)

6.2.1.9 Transformation des Ligationsproduktes in E. coli

20 ul des Ligationsansatzes, sowie ein Ligations-Kontrollansatz ohne Insertion wurden mit je
100 pl DHS5a bei 4°C (auf Eis) 60 Minuten lang inkubiert. Die Bakterien wurden 1 min bei
42°C einem Hitzeschock ausgesetzt. Es folgte eine 2-miniitige Inkubation der
Transformationsansitze auf Eis. Nach Zugabe von 800 pl LB-Medium pro Ligationsansatz
wurden die Bakterien 45 min bei 37°C/700 upm im Schiittler inkubiert. Anschlieend wurden
die Zellen 1 min bei 8000 upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Bakteriensediment in 100ul LB-Medium resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde
anschlieBend auf LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampizillin (LB/Amp) ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Uber Nacht wuchsen auf den Platten einzelne

Kolonien, die am nichsten Tag fiir eine Minipréparation weiterverwendet wurden (6.2.1.11).
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6.2.1.10 Glyzerinkulturen von Bakterienklonen

Einzelne Klone der LB/Amp-Platten wurden mit einer sterilen Pipettenspitze entnommen und
in 3 ml LB-Medium +100 pg/ml Amp iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nichsten Tag
wurden 600 pl Bakteriensuspension mit 400 pul 50%-iger Glyzerinlosung gemischt und bei
—20°C eingefroren. Alternativ. wurden 600 pl Bakteriensuspension vor einer DNA-
Maxipriparation aus dem Kolben entnommen und mit einer 50%-igen Glyzerinlosung

gemischt.

6.2.1.11 Préparation von Plasmid-DNA (Mini- und Maxi-Prdip)

5 ml (Mini-Prip) oder 250 ml (Maxi-Prép) LB-Medium + 100 pg/ml Ampizillin wurden mit
einzelnen Bakterienklonen der ausgestrichenen LB/Amp-Platte (2.2.6.2) angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C/200 upm inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte eine DNA-Priparation unter
der Verwendung von Nucleospin-Sdulen (Mini-Prip) oder Nucleobond-AX-500-Kits (Maxi-
Prdp) nach Angaben des Herstellers (Macherey-Nagel).

Die erhaltene Plasmid-DNA wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen auf positive

Insertionen untersucht (6.2.1.5) und gegebenenfalls zur Sequenzierung geschickt (6.2.1.4).

6.2.1.12 Transienter Knock-Down von Proteinen mittels siRNA

Fiir einen transienten Knock-Down von Proteinen wurde ein Ansatz gewihlt, der auf der
Transfektion von siRNA (small interfering RNA) beruht. Die siRNA-Oligonukleotide wurden
von der Firma Dharmacon bezogen. Alle bestellten Oligonukleotide wurden in RNAse-freiem
Wasser + RNAi-stabilisierendem Puffer (Dharmacon) gelost, so dass eine 20 uM
Stammlosung erhalten wurde. Tabelle 9 zeigt die Sequenzen der verwendeten RNAi-

Oligonukleotide.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die verwendeten siRNA-Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Dharmacon bezogen. Gezeigt ist der Name des RNAi-
Oligos, die Zielsequenz (in 5’-3-Orientierung) sowie die Position innerhalb der kodierenden Sequenz,
an die das Oligonukleotid bindet.

Name Sequenz (sense) Zielregion (Bindungsstelle)
Kontrolle UAGCGACUAAACACAUCAA | Non-targeting siRNA
TMEMS59 Gemisch aus 4 Oligonukleotiden | Sequenz von Dharmacon

nicht zur Verfiigung gestellt
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BSMAP Gemisch aus 4 Oligonukleotiden | Sequenz von Dharmacon
nicht zur Verfiigung gestellt

Die TMEMS59-Oligonukleotide bestehen in einem TMEMS59-pool Mix aus 4
Oligonukleotiden, deren Sequenzen von Dharmacon jedoch nicht zur Verfiigung gestellt
wurden, somit bleiben die Zielregion(en) der Oligonukleotide unbekannt. Fiir die
Transfektion mit Lipofectamin wurden 5 ml HEK293E-Zellen (3,5 x 10° Zellen/ml, entspricht
17,5 x 10° Zellen pro 6 cm-Schale) in sterile Poly-L-Lysin-beschichtete 6 cm-
Zellkulturschalen in Grundmedium ausgesit. 24 h nach dem Ausséden wurden die Zellen unter
der Verwendung von Lipofectamin transfiziert. Pro 6 cm-Schale wurden 20 ul Lipofectamin
mit 250 pl Transformationsmedium gemischt und 5 Minuten inkubiert. Parallel wurde in
einem zweiten Reaktionsansatz 25 upl einer 20 uM RNAi-Oligonukleotid-Stammlosung
(Endkonzentration: 100 nM) mit 250 ul Transformationsmedium gemischt. In einigen
Experimenten wurde parallel 3 pg p12-APPgs-DNA zusitzlich kotransfiziert. Beide Ansétze
wurden nach der 5-miniitigen Inkubation gemischt und fiir weitere 20 Minuten bei RT
inkubiert. Dieser Transfektionsansatz wurde anschlieBend auf die ausgeséten Zellen pipettiert.
An Tag 3 wurde das Medium abgesaugt und durch 5 ml Grundmedium ersetzt. Die Zellen
wurden an Tag 4 mit 1 ml PBS abgeschabt. 500ul-Zellsuspension wurden lysiert, um eine
Western-Analyse des endogenen, bzw. iiberexpremierten APP durchzufiihren. Aus den
restlichen 500ul wurde sodann die RNA isoliert (6.2.1.13), revers transkribiert (6.2.1.14) und
mittels quantitativer RT-PCR (6.1.2.15) analysiert.

6.2.1.13 Isolierung von zelluliirer RNA

Die RNA verschiedener Zellkulturlinien wurde mit Hilfe des RN Aeasy-Kits (Qiagen) isoliert.
Dazu wurden die Zellen einer konfluenten 10cm-Zellkulturschale mit Hilfe eines Zellschabers
in 1 ml PBS abgeldst und durch Zentrifugation bei 1500 upm sedimentiert. Das PBS wurde
abgenommen und die RNA nach den Angaben des RNAeasy-Kits isoliert. Der Zellaufschluss
im Rahmen der RNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe von RNA-Schredder-Saulen. Zusétzlich
wurde wihrend der RNA-Isolierung die zellulire DNA mit Hilfe des DNAse-Kits (Qiagen)
nach Angaben des Herstellers verdaut. Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA
wurde durch Absorptionsmessung iiberpriift. Dazu wurde die isolierte RNA 1/20 in dH,0
verdiinnt und die Absorption der RNA bei 260 und 280 nm mit Hilfe eines Photometers

gemessen. Zusidtzlich wurde die Qualitdt der isolierten RNA durch Agarose-
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Gelelektrophorese untersucht. Dazu wurden 0,5 ng RNA bei 120 V in einem 2 % Agarosegel

analysiert.

6.2.1.14 Reverse Transkription (RT) von RNA

Die isolierte RNA wurde mit Hilfe des Superscript first strand synthesis kits entsprechend den
Angaben des Herstellers in eine cDNA-Bibliothek umgeschrieben. Mit Hilfe von spezifischen
Primern konnte dann in einer PCR (6.2.1.15) die Expression einer bestimmten cDNA

nachgewiesen werden.

6.2.1.15 quantitative Real-Time-PCR

Unter Verwendung sequenzspezifischer Oligonukleotide in Verbindung mit einer doppelt
fluoreszenzmarkierten Sonde, wurde die cDNA mittels des TagMan-Assays (Applied
Biosystems) quantifiziert. Dies ist eine sehr elegante Methode der Quantifizierung, die in der
Verwendung von sequenzspezifischen Primern in Verbindung mit einer doppelt
fluoreszenzmarkierten Sonde besteht, die ebenfalls nur an diese eine definierte Sequenz
bindet. Der TagMan Assay (Applied Biosystems) macht sich die 5'- Nukleaseaktivitdt der
Taq Polymerase zunutze (Lee ef al., 1993). Die fluorogene Sonde trdgt am 5'-Ende einen sog.
Reporterfarbstoff (zumeist ein Fluoreszeinderivat) und am 3’-Ende einen Quencher (ein
Rhodaminderivat). Wird nun die Sonde durch Licht einer bestimmten Wellenlédnge A angeregt
(488 nm), so emittiert der Reporterfarbstoff Licht bei einer lingeren Wellenlédnge A". Die
abgestrahlte Fluoreszenz des Reporters wird in der intakten Sonde durch die rdumliche Néhe
zum Quencher-Farbstoff durch einen Fluoreszenzenergietransfer (FET) unterdriickt. Im Laufe
der PCR hybridisieren die Primer und die Sonde an ihre Zielsequenz. Wéhrend der
Extensionsphase verdridngt die Tag Polymerase die Sonde von der Matrize. Dieses Ereignis
aktiviert die 5’-3’-Exonukleaseaktivitit der Polymerase und die Sonde wird hydrolysiert.
Hierdurch werden Reporter und Quencher getrennt, der FET wird unterbrochen und das
Fluoreszenzsignal des Reporters kann detektiert werden. Aufgrund der Spezifitit der Sonde
(maximal ein Basenaustausch wird von dem System toleriert), kann so die Zunahme eines
PCR-Produktes wihrend der gesamten Reaktion gemessen werden. Um Volumina-
Schwankungen aufgrund von Pipettierfehlern auszugleichen, enthilt der fiir die TagMan-PCR
verwendete Reaktionspuffer einen passiven Referenzfarbstoff (ROX), der in die Analyse der

Fluoreszenzwerte einbezogen wird.
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Fiir die Auswahl der TagMan Sets wurde die Primer Express Software von ABI benutzt, die
die erforderlichen Parameter unterstiitzte. Die ¢cDNA wurde mit einem Reaktionspuffer
versetzt und nachfolgend jeweils einem humanem TMEMS9-spezifischen Oligonukleotid
oder zur Kontrolle mit einem humanen GAPDH-spezifischen Oligonukleotid zugesetzt.
Sodann wurde eine PCR-Reaktion gestartet, in der die Taq-Polymerase die Sonde von der
cDNA verdringte, worauthin der Abbau der Sonde erfolgte, wodurch ein Fluoreszenzsignal
detektiert werden konnte. Somit konnte die Zunahme eines PCR-Produktes wihrend der
gesamten Reaktion gemessen werden. Die Auswertung erfolgte mittels des 7500 Fast Systems
(Applied Biosystems). Um Volumina-Schwankungen aufgrund von Pipettierfehlern
auszugleichen, enthélt der fiir die TagMan-PCR verwendete Reaktionspuffer einen passiven
Referenzfarbstoff (ROX), der in die Analyse der Fluoreszenzwerte einbezogen wird. Die
Daten wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Alle Transfektionen
wurden in Duplikaten durchgefiihrt und mindestens dreimal wiederholt. Zur Berechung der
Signifikanz wurde der T-Test angewendet. Die P-Werte sind wie folgend definiert: * P< 0.01,
** P<0.001 und *** P< 0.0001.

6.2.1.16 Northern-Blot-Analyse

Fiir die Uberpriifung des Expressionsmusters von TMEMS59 wurde ein Northern Blot-
Experiment unter der Verwendung einer multiplen-Gewebe-Northern-Blot-Membran
(MTNBIot: ,,multiple tissue Northern Blot*) durchgefiihrt. Die dabei verwendete Membran ist
kommerziell erhéltlich (BD Biosciences). Zur Durchfithrung des Experiments wurde zunéchst
eine TMEMS59-spezifische ¢cDNA-Sonde hergestellt. Daflir wurden 10 pg p8-TMEMS59-
Plasmid mit den Restriktionsenzymen Nco I und Bgl/ II 60 min bei 37 °C verdaut. Die
verdaute DNA wurde dann auf einem 1% -igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
das TMEMS59-spezifische 830 bp-Fragment aus dem Gel eluiert (siehe 6.2.1.3). Fiir den
Verdau wurde die Menge der DNA so gewéhlt, dass letztlich eine Konzentration von ca. 25
ng/pl DNA im Eluat vorlag. Die so berechnete Konzentration der cDNA wurde dann mittels
einer DNA bekannter Konzentration auf einem 1% Agarosegel iiberpriift. Das generierte
TMEMS59-cDNA-Fragment reprasentiert den Bereich 67-898 der kodierenden Sequenz von
TMEMS59 und wurde dann fiir die Herstellung einer TMEMS59-spezifischen Sonde fiir das
MTN-Blot-Experiment eingesetzt. Zu Beginn des Versuchs wurde die Hybridisierungsldsung
(BD Biosciences) in einem 60 °C-Wasserbad warm gestellt. Die Northern Blot-Membran
wurde in ein Hybridisierungsrohrchen gegeben, dabei zeigt die Oberfliche der Membran,

welche die aufgetragene mRNA trdgt, zur Innenseite des Hybridisierungsrohrchens. Der
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Hybridisierungsofen wurde auf 65 °C vorgeheizt, ein Heizblock wurde auf 95 °C vorgeheizt
und die Radioaktivitit a-[**P]-dCTP (Amersham Biosciences) wurde bei RT aufgetaut. Es
wurde ein Oligonukleotid-Mix und ein DNA-Gemisch vorbereitet, das Gesamtvolumen beider
Ansitze betrug 50 pl:

Oligonukleotid-Gemisch (Invitrogen):

-15 pl Random Primer (18 OD260 units/ml)

-2 ul dGTP (0,5 mM)

-2 ul dATP (0,5 mM)

-2 ul dTTP (0,5 mM)

DNA-Gemisch:
1 ul cDNA (25 ng/pl)
22 ul dH,O

Zum Start der Reaktion wurde das DNA-Gemisch 5 min bei 95 °C gekocht, kurz zentrifugiert
und auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde das Oligonukleotid-Gemisch zum DNA-Gemisch
pipettiert und 5 pul radioaktiv-markiertes p-[**P]-dCTP zugegeben, dessen Aktivitit 50 uCi
betrug. Nach Zugabe von 1 pl Klenow-Polymerase (Random Primer DNA Labeling System,
3 U/ul) wurde das Reaktionsgemisch gevortext und abzentrifugiert. Es folgte eine Inkubation
der Reaktion bei 25 °C fiir 2 h. In der Zwischenzeit wurden 10 ml Hybridisierungslosung auf
die MTN-Blot-Membran gegeben, die anschliefend bei 65 °C im Hybridisierungsofen fiir 1-2
h inkubiert wurde. Nach Ablauf der zweistiindigen Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit
5 ul Stopp-Puffer (Random Primer DNA Labeling System) versetzt, kurz zentrifugiert und
auf Eis gestellt. Die gesamte so generierte radioaktiv-markierte Sonde wurde anschlieBend
mit Hilfe von ,,Quick Spin Sdulen* (Roche) nach Angaben des Herstellers gereinigt. Die
aufbereitete Sonde wurde dann 2 min bei 95 °C gekocht, kurz zentrifugiert und anschlieSend
zur MTN-Blot-Membran in die Hybridisierungslosung pipettiert. Die Membran wurde iiber
Nacht bei 65 °C im Hybridisierungsofen mit der radioaktiv markierten Sonde inkubiert. Am
nichsten Morgen wurde die Membran mit Hilfe einer Pinzette aus dem Hybridisierungsgefal3
entfernt und in eine ca. 10 x 20 cm groBe Wanne gelegt. Die radioaktive
Hybridisierungslosung des Hybridisierungsréhrchens wurde verworfen. Es folgte das
Waschen der Membran mit 2x SSC + 0,1% SDS fiir 3 x 10 min bei RT, auch das
Hybridisierungsgefdfl wurde parallel mit 3 x 10 ml 2x SSC + 0,1% SDS bei 65 °C gewaschen.

Die Membran wurde dann zuriick in das Hybridisierungsrohrchen gegeben und erneut 2 x mit
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I1x SSC + 0,1% SDS fiir je 20 min bei 65 °C gewaschen. Die Membran wurde in eine Folie
gelegt und eingeschweillt, da ein Austrocknen des Blots unbedingt zu vermeiden ist, wenn
man diesen hdufiger verwenden mochte. Der Blot wurde in eine Filmkassette gegeben,
worauthin sensitive Rontgenfilme aufgelegt wurden und nach 24 h, bzw. 5 Tagen Inkubation
bei —80 °C entwickelt wurden. Die Durchfiihrung des f-Aktin-MTN-Blot-Experiments wurde
analog durchgefiihrt, jedoch wurde eine geeignete B-Aktin-DNA-Sonde als Positivkontrolle
mit dem kommerziellen MTN-Blot geliefert, welche ebenso radioaktiv markiert wurde und
auf den Northern-Blot hybridisiert wurde. Ein B-Aktin-positives Signal konnte bereits 5 h

nach dem Auflegen des Rontgenfilms detektiert werden.

6.2.2 Zellkultur

6.2.2.1 Beschichtung von Kulturschalen mit Poly-L-Lysin

6 cm-Kulturschalen wurden vollstdndig mit steriler Poly-L-Lysin-Losung bedeckt (3 ml einer
1:1000-Losung in PBS) und mindestens 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Abnahme der Poly-L-Lysin-Losung wurden die Schalen zweifach mit je 5 ml dH,O (steril)

gewaschen und getrocknet.

6.2.2.2 Kultivierung von Zellen

Die verschiedenen Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 5% CO, und 37°C kultiviert.
Dazu wurden die Zellen in 10 cm-Zellkulturschalen in den in Tabelle 4 angegebenen Medien
in unterschiedlichen Verdiinnungen ausgesét und im Inkubator geziichtet. Wurden die Zellen
konfluent, wurden sie mit 5 ml PBS (steril) gewaschen und anschlieBend mit 1 ml PBS/EDTA
gelost. Im Falle der CHO-Zellen erfolgte eine Vereinzelung der Zellen von der Kulturschale
mittels 1,5 ml einer 0,05%igen Trypsin-EDTA-Losung (Gibco). Die so geldsten Zellen
wurden dann in 5 ml Grundmedium aufgenommen und in unterschiedlichen Verdiinnungen

auf frische Zellkulturschalen fiir weitere Kultivierungen ausgesét.

6.2.2.3 Transiente Transfektion mit rekombinanter DNA

Die entsprechenden Zellen wurden in sterilen Poly-L-Lysin-beschichteten 24-Well-Platten,
bis zu einer Konfluenz von ca. 60% kultiviert und je ein Well mittels 2 pl Lipofectamin 2000
unter der Verwendung von 50 pl Transformationsmedium gemi3 den Anweisungen des

Herstellers transfiziert. Pro Transfektion im 24-Well-Format wurden 0,2 pg DNA eingesetzt,
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welche wiederum mit 50 pl Transfektionsmedium versetzt wurde. Das Transfektionsmedium
wurde ca. 24 h nach Transfektion durch 500 ul Grundmedium ersetzt und die Zellen 48 h
nach Transfektion analysiert. Eine Auswertung der Zellen fiir Immunfluoreszenz wurde 24 h

nach Transfektion durchgefiihrt.

6.2.2.4 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden konfluent gewachsene Zellen einer 10 cm-
Zellkulturschale mit sterilem PBS-Puffer gewaschen, in 1,5 ml PBS/EDTA-L6sung abgelost
und mit 5 ml Medium versetzt. Die Zellsuspension wurde in der Zentrifuge bei RT 5 min und
200xg sedimentiert. Das Zellsediment wurde anschlieBend in 1 ml frischem Einfriermedium
(FCS mit 5% DMSO) resuspendiert und in ein Kryoréhrchen iiberfiihrt. Die Kulturen wurden
in speziellen Einfriergefden liber Nacht bei —80°C gefroren und anschlieend bei —80°C oder
in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

6.2.2.5 Nachweis der exogenen Proteinexpression in transfizierten Zellen

Transfizierte Zellen im 24-Well-Format wurden einmal mit PBS gewaschen, nachdem der
Zellkulutriiberstand abgenommen wurde. Sodann wurden die Zellen in 300 ul Lysispuffer fiir
5 min auf Eis inkubiert. Darauffolgend wurden durch Auf- und Abpipettieren die Zellen
abgelost und homogenisiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei
4°C und 13000 upm wurde der Uberstand in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt und eine
Proteinkonzentrationsbestimmung (6.2.3.2.2) durchgefiihrt. 60 pl des Zelllysats wurden mit
20 pl 4x-SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C aufgekocht. Maximal 25 pl der
Proben wurde auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (6.2.3.3) und die Proteine im
Western Blot nachgewiesen (6.2.3.4).

Lysispufter:

50 mM Tris pH 7,5
150 mM NacCl

1% NP-40

2 mM EDTA
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6.2.3 Proteinbiochemische Methoden

6.2.3.1 Gewinnung von Gesamiproteinextrakten

Samtliche Arbeitsschritte zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten erfolgten auf Eis.

Fiir die Gewinnung von Proteinextrakten aus 24-Well-Platten wurden die Zellen mit 500pul
PBS gewaschen und anschlieend mit 300ul Lysispuffer abgelost, die geldsten Zellen wurden
anschlieend in ein Eppendorfreaktionsgefd3 {iberfithrt und 20 min auf Eis inkubiert. Es
folgte eine Zentrifugation bei 4°C/13000 upm fiir 5 min. AnschlieBend wurde der
Proteinextrakt abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefd3 pipettiert, das Zellsediment
wurde verworfen.

Nach der Herstellung der Gesamtproteinextrakte erfolgte eine Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration der Proben mittels des BCA-Assays (6.2.3.2.2). Hergestellte

Proteinextrakte wurden entweder umgehend weiter verarbeitet oder bei —20°C gelagert.

Lysispuffer:

50 mM Tris pH 7,5
150 mM NacCl

1% NP-40

2 mM EDTA

6.2.3.2 Ermittlung der Proteinkonzentration

6.2.3.2.1 Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurde die Gesamtproteinmenge mit
Hilfe des Protein-Assay-Kits (Biorad) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Das
Proteinlysat wurde in der Regel 1:100 mit Lysispuffer verdiinnt. 10 ul dieser Verdiinnung
wurden dann mit 200 ul einer 1:4-Mischung aus Protein-Assay-Kit und dH,O in eine 96-
Well-Platte pipettiert und 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte durch Messung der Extinktion bei 595 nm, so dass flir eine
Western-Blot-Analyse &dquivalente Mengen unterschiedlicher Proben geladen werden

konnten.
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6.2.3.2.2 Proteinkonzentration nach dem Bicinchonic Acid Assay (BCA-Assay)

Je 10 pl eines Proteinlysats wurden in Doppelwerten in eine 96-Well-Platte pipettiert. Je
200 pl einer 1:50-Verdiinnung aus BCA-Reagenz-B und -A (Uptima, Interchim) wurden mit
Hilfe einer Multi-Kanal-Pipette auf die vorgelegten Proteinlysate pipettiert. Zur Erstellung
einer Eichgeraden wurden zusétzlich Verdiinnungen einer BSA-Standardlosung zwischen
Oug/ml und 2pg/ml in einer Einfachbestimmung angesetzt und ebenfalls mit dem BCA-
Reagenz-Mix versetzt. Die 96-Well-Platte wurde anschlieend 25 min bei 37°C inkubiert. Die
Bestimmung der Extinktion erfolgte photometrisch bei 562 nm. Nach Extrapolation der

Eichkurve konnte eine Proteinkonzentrationsbestimmung der Proben erfolgen.

6.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach ihrer molekularen Grofe aufzutrennen, erfolgte eine eindimensionale
Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen. Fiir die SDS-PAGE wurde das Mini-
Gelsystem von Biorad verwendet, welches einen Sammelgelbereich von ca. 1 cm, sowie
einen Trenngelbereich von ca. 7 cm aufweist. Es wurden ausschlieBlich Gele mit 15
Probentaschen mit einer Kamm-Dicke von 1,5 mm verwendet. Vor der Verwendung wurden
die Glasplatten mit 70%-igem Ethanol von Riickstinden befreit, das Trenngel bis zu einer
Hohe von ca. 2 cm unterhalb des oberen Randes gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet.
Nach dem Polymerisieren (ca. 15 min) wurde das Isopropanol abgekippt, der {iber dem
Trenngel befindliche Raum mit saugfahigem Papier getrocknet, mit Sammelgel befiillt und
ein Kamm eingefiigt. Nach dem vollstindigen Aushérten des Sammelgels (ca. 15-20 min)
wurde der Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt.
Die Elektrophoresekammer wurde mit Elektrophoresepuffer befiillt und die Taschen des Gels
wurden mehrmals damit gespiilt. Proteinextrakte wurden mit Probenpuffer versetzt, 5 min bei
95°C gekocht und nach dem Abgleich der Proteinkonzentrationen auf das Gel aufgetragen.
Als Molekulargewichtsstandard (SeeBlue Plus2 Prestained Standard, Invitrogen) wurden 7ul
geladen. Die Elektrophorese erfolgte zunédchst bei 90V und nach dem Eintritt der Proteine in
das Trenngel bei 140V.

Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel ist in Tabelle 10 angegeben. Ansteigende
Bisacrylamidkonzentrationen fiihren zu einer hdheren Vernetzung des Gels und erlauben
somit eine verbesserte Auftrennung von kleinen Proteinen.

Elektrophorese-Laufpuffer: 25mM Tris, 02 M Glacin, 0,1% SDS in dH,O
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Tabelle 10: Zusammensetzung von 8%- und 12% -igen SDS-Polyacrylamid-Gelen

Die angegebenen Mengen reichen fiir je 2 Minigele (1,5 mm).

Trenngel 8% Gel 12% Gel
H,O 7,8 ml 6 ml
30% Bisacrylamid 4,2 ml 6 ml
Trenngelpuffer (1,5 MTris-|4,0 ml 4 ml
HCI pH 8,8, 0,4% (w/v) SDS

in dH,0)

10% APS 60 pl 60 ul
TEMED 30 ul 30 ul
Sammelgel

H,0 6,5 ml 6,5 ml
30% Acrylamid 1,2 ml 1,2 ml
Sammelgelpuffer (0,5 M |2,5ml 2,5ml
Tris-HCI1 pH 6.8, 0,4% (w/v)

SDS in dH,0)

10% APS 60 pul 60 pul
TEMED 30 ul 30 pl
6.2.3.4 Western-Blot

Nach der Auftrennung mittels Gelelektrophorese (6.2.3.3) wurden die Proteine in einer

Transferkammer auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Vor dem Transfer ist eine Aktivierung

der Membran durch 10 s Inkubation in Isopropanol notwendig. Nach der Aktivierung wurde

die Membran kurz mit VE-Wasser gespiilt und in Transferpuffer dquilibriert. Fiir den Transfer

wurde das Mini-Gel-Transfersystem von Biorad verwendet.

Transferaufbau:

e Anodenplatte

e pordser Schwamm in Transferpuffer dquilibriert

e zwei Lagen Gel Blotting-Papier (Whatman; Schleicher & Schuell) in Transfer-Puffer

dquilibriert

e PVDF-Membran mit Isopropanol aktiviert und in Transfer-Puffer dquilibriert
e SDS-Polyacrylamid-Gel
e zwei Lagen Gel Blotting-Papier (Whatman; Schleicher & Schuell) in Transfer-Puffer

dquilibriert

e pordser Schwamm in Transferpuffer dquilibriert

e Kathodenplatte
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Der Transfer erfolgte bei konstantem Stromfluss von 400 mA fiir 60 min bei RT. Nach
erfolgtem Transfer wurde die PVDF-Membran zur Abséttigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen 30 min bei RT in Blockierlosung geschiittelt. Die so vorbehandelte
Membran wurde 2x mit PBST gewaschen und 2x 5 min mit PBST auf dem Schiittler
inkubiert. Anschliefend wurde die Membran mit dem Primérantikdrper fiir 1 h bei RT, bzw.
tiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Es folgte ein Waschen der Membran fiir 3x
10 min mit PBST. Der entsprechende HRP-gekoppelte Sekundérantikdrper wurde
anschliefend fiir 45 min bei RT auf die PVDF-Membran gegeben. Schlielich wurde erneut
viermal je 5 min mit PBST-Puffer gewaschen. Die Detektion der mit den Antikdrpern
gekoppelten  Proteine  erfolgte unter der Verwendung der ECL (enhanced
chemoluminescence)-Technik (ECL™ Western Blotting Detection Reagent; Amersham
Biosciences) nach Angaben des Herstellers unter der Verwendung von Rontgenfilmen (Super
RX, Fuji). Zum Nachweis schwacher Signale wurde das ECLplus-Western-Blotting-
Detection-System (Amersham Biosciences) verwendet. Die Signale wurden mit dem

Flurochem 8900 quantifiziert und mittels des Fluorchem-Analysis-Programm ausgewertet.

Transferpuffer: 25 mM Tris, 0,2 M Glycin

6.2.3.5 Immunpriizipitation (IP) von Proteinen

Zur Anreicherung eines gewlinschten Proteins aus einem Gesamtproteinextrakt (6.2.3.1)
wurden Immunprizipitationen durchgefiihrt, bei denen das gewiinschte Protein an einen
entsprechenden Antikorper bindet, der seinerseits an eine immobile Phase anhaftet. Im Falle
polyklonaler Antikdrper wurde Protein-A-Sepharose (PAS, 2 mg PAS in 1 ml 20% EtOH
resuspendiert) verwendet, bei monoklonalen Antikérpern wurde Protein-G-Sepharose (PGS, 2
mg PGS in 1 ml 20% EtOH resuspendiert) eingesetzt. Sowohl PAS als auch PGS wurden vor
Gebrauch 3x in PBS-Puffer gewaschen. Vor der eigentlichen IP wurde das Gesamtzelllysat
mit 30 pl immobiler Phase versetzt und 1 h bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Es
folgte Zentrifugation bei 4°C/8000 upm fiir 3 min und der Transfer des Zelllysats in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefdl. Auf diese Weise kann man Proteine, die unspezifisch an die
immobile Phase binden, entfernen (,,Preclearing®). Der so gereinigte Uberstand wurde dann

mit dem entsprechenden Antikorper versetzt (Tabelle 2) und es wurden erneut 30 pl der
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immobilen Phase hinzupipettiert. Die Immunprizipitation erfolgte tiber Nacht bei 4°C auf
einem Uberkopfschiittler.

Die Zelllysate wurden am nichsten Morgen bei 4°C/8000 upm fiir 3 Minuten zentrifugiert.
Es folgte ein Waschen der immobilen Phase mit 1 ml Sten-NaCl-Puffer, 1 ml Sten-SDS-
Puffer, sowie 1 ml Sten-Puffer. Nach dem letzten Waschschritt wurden Pufferreste mit Hilfe
einer Hamilton-Spritze entnommen, die immobile Phase mit 15 pl 4x-SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 95°C aufgekocht und anschlieBend abzentrifugiert (13000 upm/30 s).
Die Proben wurden dann auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen (6.2.3.3) und
auf einen Western-Blot transferiert (6.2.3.4).

Zur Immunprazipitation von AP wurden APP-iiberexprimierende Zellen (6 cm-
Zellkulturschalen) verwendet, deren Uberstand in der Regel 48 h nach Transfektion fiir eine
AB-IP abgenommen wurde. 1 ml des Uberstands wurde bei RT/13000 upm fiir 1 min
zentrifugiert und in ein frisches Eppendorfreaktionsgefdl3 iiberfithrt. Eine Reinigung des
Uberstandes (,,Preclearing®) zur Vermeidung unspezifischer Bindung von Proteinen an PAS
wurde durchgefiihrt, indem 30 pl PAS zugegeben wurden. Es folgte eine Inkubation auf dem
Uberkopfschiittler bei 4 °C fiir 60 min. AnschlieBend wurde die immobile Phase
abzentrifugiert (8000 upm, 3 min) und der geklirte Uberstand in ein neues Reaktionsgefif3
gegeben. Pro Probe wurden ca. 800 ul Uberstand fiir die AB-Immunprizipitation eingesetzt,
wobei die eingesetzten Mengen anhand der Proteinkonzentrationsbestimmung des
Gesamtzelllysats (6.2.3.2.2) berechnet wurden. Die APB-Immunprizipitation erfolgte iiber
Nacht bei 4 °C unter der Verwendung des 3552-Antikdrper (1:400) sowie mit 30 ul PAS pro
Ansatz. Am nédchsten Morgen wurden die PAS bei 4 °C/8000 upm fiir 3 min zentrifugiert und
mit je 1 ml Sten-NaCl-Puffer, Sten-SDS-Puffer und Sten-Puffer gewaschen. Der verbleibende
Pufferrest wurde vollstindig mit einer Hamiltonspritze entfernt und die Proben mit 15 pl 4x
Probenpuffer versetzt. Nach dem Aufkochen der Proben bei 95 °C fiir 5 min erfolgte eine
kurze Zentrifugation (13000 upm/30 sec, RT) und das Laden auf ein Tris-Tricin-Gel. Fiir den
immunchemischen Nachweis von AP-Peptiden wurde anstelle der PVDF-Membran eine
Nitrocellulose-Membran verwendet (Protran Nitrocellulose Transfer Membran, Schleicher &
Schuell). Eine Aktivierung der Nitrocellulose-Membran mittels Isopropanol ist in diesem Fall
nicht notwendig, ansonsten erfolgte der Transferaufbau und der Transfer wie unter Kapitel
6.2.3.4 beschrieben. Unmittelbar nach dem Transfer wurde die Nitrocellulose-Membran 5 min
in PBS-Puffer gekocht und anschlieBend 60 min bei RT in [-Block-Reagenz zur Blockierung
freier Proteinbindungsstellen auf dem Schiittler inkubiert. Die so vorbehandelte Membran

wurde anschlieffend {iber Nacht mit dem Primédrantikdrper (6E10, SENETEC, 1:2000) bei 4
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°C auf dem Schiittler inkubiert und anschlieBend 3 x 5 min mit PBST gewaschen. Der
entsprechende  Anti-Maus-Alkalische-Phosphatase-konjugierte ~ Zweitantikdrper ~ wurde
ebenfalls in I-Block verdiinnt (1:5000) und fiir 60 min bei RT auf die schiittelnde Membran
gegeben. Es folgte erneut 3-maliges Waschen der Membran fiir je 10 min mit PBST, sowie 2
5-miniitige Waschschritte mit 1 x Assay-Puffer (TROPIX-Western Star Kit; Nalgene). Die
Detektion der mit den Antikdrpern gekoppelten Proteine erfolgte unter der Verwendung des
TROPIX-Western Star Kits (Nalgene) nach Angaben des Herstellers sowie unter der
Verwendung von Rontgenfilmen (Super RX, Fuji).

Sten:

0,05M Tris HCI pH 7,6

0,15 M NaCl

2 mM EDTA

0,2% NP-40

Sten-NaCl: 3,5% NaCl in Sten
Sten-SDS: 0,1% SDS in Sten

6.2.3.6 In-vitro-Transkription und -Translation

6.2.3.6.1 In-vitro-Transkription

TMEMS59 wurde mittels des mMessage mMachine T7 Ultra Kit (Ambion) nach Protokoll des
Herstellers transkribiert. p12-TMEMS59-HA wurde downstream mit BamH 1 linearisiert,
sodann erfolgte eine NH4Ac-Féllung. Dabei wurde 10% vom Volumen NH4Ac (10M) und
2,5faches Endvolumen EtOH (100%) zugesetzt, und fiir 1 h bei -80°C inkubiert. Sodann
erfolgte eine Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C bei 13 000 rpm, der Uberstand wurde
verworfen. Nach Zugabe von 500 ul 70% EtOH wurde erneut 15 min bei 4°C bei 13 000 rpm
abzentrifugiert, sowie der Uberstand verworfen. Das entstehende Sediment wurde fiir ca. 10
min luftgetrocknet und sodann in RNAse freiem Wasser resuspendiert. Die resultierende
DNA wurde in den Transkriptionsansatz eingesetzt:
-20 ul RNase freies Wasser
-10 pl 2x NTP/CAP
-2 ul 10x Reaktionspuffer
-1 pg linearisierte DNA
-2 ul Enzym-Gemisch
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Dieser Ansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert, in denen die Transkriptionsreaktion
vonstatten ging. Der Ansatz mit der nun enthaltenden RNA wurde mit 1 ul DNase I (Qiagen,
2,7 U/ul) verdaut, 15 min bei 37°C, um die restliche DNA zu entfernen. Die RNA wurde
mittels einer Phenol-Chloroform-Féllung gefillt. Hierfiir wurde zu der erhaltenen RNA 115 pl
Nukleas-freies Wasser und 15 ul Ammonium-Azetat-Stop-Losung (5 M Ammonium-Azetat,
100 mM EDTA, Ambion) zugesetzt und gut durchmischt. Darauffolgend wurde ein
Phenol/Chloroform-Gemisch (1:1) im gleichen Volumen (jeweils 75 pl) zugesetzt und das
Gefal3 geschiittelt. Nun folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C bei 13 000 rpm, der
Uberstand wurde in ein neues GefdB iiberfiihrt und fiir die Priizipitation mit 1x Volumen
Isopropanol (100%) versetzt und fiir mindestens 15 min bei -20°C inkubiert. Als Néchstes
folgte eine Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und 13 000 rpm, der Uberstand wurde daraufhin
verworfen. Das resultierende RNA-Sediment wurde in 32 pl RNAse-freiem Wasser
resuspendiert, 2 pl davon wurden fiir die photometrische Bestimmung verwendet, von der

restlichen RNA wurden 1 pl in die in-vitro-Translation eingesetzt.

6.2.3.6.2 In-vitro-Translation

Unter Verwendung des Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega) wurde nach dem
Protokoll des Herstellers TMEMS59-RNA translatiert. Translation unter Verwendung von
Canine Microsomal Membranes (Promega) fiihrt zu einer Integration des Proteins in die
mikrosomale Membran, die der Membran des endoplasmatischen Retikulums enspricht.

Das Rabbit Reticulocyte Lysate enthidlt zellulire Komponenten, die fiir die Protein-Synthese
notwendig sind: tRNA, Ribosomen, Aminosduren, Initiations-, Elongations- und
Terminations-Faktoren.

Die transkribierte mRNA (1 pl) wurde fiir 3 min bei 65°C denaturiert und auf Eis gestellt und
sodann in folgenden Ansatz gegeben:

-17,5 ul Rabbit Retikulozyten-Lysat

-0,6 ul Aminosduren-Gemisch
-1l RNA-Substrat in Wasser (entspricht 100ng)
- 6,9 ul Wasser

Dieser Translations-Ansatz wurde 1 h bei 30°C inkubiert. Wurde die Translation in
Anwesenheit von mikrosomalen Membranen durchgefiihrt, so wurden demselben Ansatz 2 pl
canine microsomal membranes (Promega) zugesetzt.

Die resultierenden Proteine wurden mit SDS-Probenpuffer aufgekocht und mittels SDS-

PAGE (6.2.3.3) und Western-Blot-Analyse (6.2.3.4) untersucht.
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6.2.3.7 TMEMS59-Antikorper-Generierung

Die Generierung des polyklonalen TMEMS59-Antikérper (93) wurde bei der Firma
Eurogentec (Seraing; Belgien) in Auftrag gegeben. Samtliche Schritte in der Herstellung des
Antikdrpers wurden von der Firma Eurogentech durchgefiihrt. Fiir die Herstellung dieses
Antikorpers wurden zwei Kaninchen mit folgendem Peptid immunisiert: H2ZN-AGP LPT
KVN LAH SEI-CONH2 (15 AS; AS 309-323 von TMEMS59). Die immunogene Potenz
dieses Peptids wurde mit dem Programm DNAStar ermittelt und durch die Experten von
Eurogentec bestitigt. Das Peptid bindet in der C-terminalen Region von TMEMS9. Zur
Gewinnung des Antikorpers wurde das synthetische Peptid an KLH (keyhole limpet
hemocyanin) gebunden und das Produkt zur Immunisierung von Kaninchen verwendet. Die
finale Blutung beider Hasen wurde vereinigt und iiber Affinitdtschromatographie mit dem
Antigen aufgereinigt. Die Kopplung des Peptids, die Immunisierung sowie die Gewinnung
des Antiserums wurden von der Firma Eurogentec durchgefiihrt.

Als Spezifitits-Kontrolle in der Immunfluoreszenz wurde der 93-Antikorper (0,64 mg/ml in
PBS) mit dem Peptid (1 mg/ml) im Verhiltnis 1:3 fiir 1 h bei 37°C inkubiert und somit die
Antigen-Bindestellen des Antikorpers geblockt. Das Antikdrper-Peptid-Gemisch wurde
1:2000 in der Western-Analyse und unverdiinnt in der Immunfloureszenz-Analyse verwendet.
Der 93-Antikorper wurde in der Western-Analyse ebenfalls 1:2000, in der Immunfluoreszenz

1:200 eingesetzt.

6.2.4 Zelluldre Assays

6.2.4.1 PIPLC-Verdau

Zur Untersuchung der Membranstdndigkeit von GPI-verankertem Prp nach p12-TMEMS59-
Kotransfektion wurden intakte HEK293-Zellen, die transient mit pcDNA3.1-wtPrP und p12-
TMEMS9 oder dem Kontroll-Plasmid pl2-Luziferase transfiziert wurden, mit
Phosphatidylinositol-Phospholipase C (PIPLC) inkubiert. PIPLC verursacht spezifisch die
Freisetzung von in der Membran GPI-verankerten Proteinen, welche sich daher nach einem
Verdau mit PIPLC im Zellkulturmedium befinden und in dieser Fraktion mittels Western Blot
detektiert werden konnen. Um eine Lokalisierung der Proteine im Zellkulturmedium durch

eine moglich stattfindende Sekretion zu vermeiden, wurde der Verdau bei 4°C vollzogen.
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HEK293-Zellen wurden mit pcDNA3.1-wtPrP und pl12-TMEMS9 oder pl2-Luziferase
transfiziert, am nichsten Tag wurde das Medium gewechselt. Nach 24 h wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen auf Eis mit PBS gewaschen und fiir 2 h mit 500ul von PIPLC-
versetztem Medium (in 500 pl Medium wurden 5 pl PIPLC (11 mg/ml) von Sigma gegeben),
inkubiert, die Kontrolle wurde mit PBS behandelt. Sodann wurde der Uberstand
abgenommen, 5 min bei 13000 upm zentrifugiert und eine TCA-Fillung durchgefiihrt. Dafiir
fiigt man 1 Volumen einer 100% (w/v) TCA-Ldsung zu 4 Volumen der Protein-Losung und
inkubiert flir 10 min bei 4°C. Danach erfolgt ein Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 4°C bei
13 000 rpm. Der Uberstand wird verworfen, das Sediment wird mit 1 ml gekiihltem Azeton
gewaschen und sodann fiir 5 min bei 4°C bei 13 000 rpm abzentrifugiert. Dieser Waschschritt
wird nochmals wiederholt. Sodann trocknet man das Sediment mindestens 15 min. Sodann
kann das Sediment in 20 pl 4x Probenpuffer aufgekocht werden, die Zellen wurden lysiert.
Der Nachweis von PrP erfolgte mittels des Antikorpers 3F4 aus dem Sediment und dem
Lysat, von TMEMS59 nur aus dem Lysat. Zur Kontrolle wurden parallel transfizierte Zellen
ohne PIPLC-Inkubation fiir 2 h bei 37°C inkubiert, um auszuschlieBen, dass ein Signal im

Sediment auch durch Sekretion ohne Zutun der PIPLC zustande kommen kann.

6.2.4.2 Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins und Generierung eines

TMEMS59-Antikérpers

Ein monoklonaler Antikorper aus der Ratte gegen den C-Terminus (261-323) von TMEMS59
(4ES, Isotyp-Klasse IgG2b) wurde durch Immunisierung von Ratten mit einem GST-
TMEMS59-CT-Fusionspeptid generiert. Die GST-Fusionsproteine wurden in E. coli BL21-
Zellen generiert und nach Anweisung des Herstellers (Amersham Biosciences) aufgereinigt.
Zur Durchfiihrung von in-vitro-Bindestudien wurden HEK293-Lysate mit 30 ul GST-
Fusionsprotein, das an Sepharose-Kiigelchen gekoppelt war, inkubiert, wobei vergleichbare
Mengen des GST-Fusionproteins verwendet wurden, diese Uberpriifung erfolgte mittels einer
Coomassie-blau-Fiarbung. Die Proben wurden fiir 2 h bei 4°C inkubiert und fiinfmal mit 1 ml
STEN-Puffer gewaschen.

Sodann wurden die Proben zu Dr. E. Kremmer an die GSF in Martinsried geschickt und es
erfolgte eine Grundimmunisierung der Ratten und eine zweite Immunisierung. Drei Tage
nach der zweiten Immunisierung wurden Zellen aus der Milz mit Hybridomzellen fusioniert
und der Uberstand des jeweiligen Hybridoms getestet. Nach Abschluss der Primiraustestung

werden die Hybridome zur Reklonierung unter Beriicksichtigung der Subklasse ausgewihlt.
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6.2.4.3 Radioaktive Markierung von Proteinen mit [35S]

HEK-293-Zellen in 6 cm-Schalen wurden transient mit p12-APPgs und entweder pl2-
Luziferase als Kontrolle oder p12-TMEMS59 kotransfiziert. Als Transfektionskontrolle diente
p12-GFP. Einen Tag nach der Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 30
Minuten in MEM ohne Methionin inkubiert, um vorhandenes Methionin (Met) aufzubrauchen
(Hungern). Fiir die radioaktive Markierung wurde das Medium abgenommen und durch 500
ul frisches MEM ohne Methionin mit [*°S]-Met (,,ProMix*, 150 pCi/ml) ersetzt. Nach 30
Minuten wurden die 6 cm-Schalen, die zur Untersuchung der wéhrend der pulse-Phase
synthetisierten Proteine bestimmt waren, geerntet und die Zellen mit IP-Lysepuffer lysiert
(pulse-Proben). Die restlichen Schalen wurden fiir die angegebene Zeit mit Vollmedium bei
37°C inkubiert, sodann wie oben beschrieben lysiert (chase-Proben) und immunprazipitiert
mit 6687-Antikdrper. Das restliche Lysat und die IP wurden mittels SDS-PAGE und Western-
Analyse auf APP (6687), TMEMS59 (93) und GFP (GFP-mono) untersucht

6.2.4.4 IF Techniken

6.2.4.4.1 Herstellung und Auswertung eines Immunfluoreszenz-Prdparates

Zur Herstellung von Immunfluoreszenz-Praparaten wurden COS7-Zellen auf Deckgldsern mit
einem Durchmesser @ 10 mm in einer Dichte von 1,5 x 10° Zellen/ml ausgesit, transfiziert
(6.2.2.3) und bis zu einer Konfluenz von 50-60% kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit je
1 ml PCM-Puffer auf Eis gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen auf Eis
in 500 pl Fixierlosung fiir 20 min. Nach dreimaligem Waschen mit je 1 ml PBS-Puffer
wurden die Zellen 10 min in Ammoniumchlorid-Lésung inkubiert und erneut zweimal mit je
1 ml PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden dann 2 min in Tritonlésung inkubiert und
zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. Es folgte 10-miniitiges Blockieren unspezifischer
Antikorper-Bindungsstellen, indem die Deckgldschen in 500 pl Blockmedium inkubiert
wurden. Falls nétig, wurden die Zellen dann mit dem Erstantikdrper behandelt, der, verdiinnt
in Blockmedium, 20 min inkubiert wurde. Anschlieend wurden die Plittchen dreimal in PBS
gewaschen und fiir 20 min mit dem Zweitantikorper behandelt, der ebenfalls in Blockmedium
verdiinnt wurde. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Puffer wurden die Deckgléser kurz in
H,O bidest. getaucht, die Riickseite der Glaschen auf einem Papiertuch abgetropft und die
Deckgliaser in Mowiol-Losung auf Objekttrigern eingebettet. Das Deckglas wurde dabei mit
der Zellseite nach unten auf den Objekttriger gelegt. Nach ca. 30-miniitiger Aushértung bei
37°C erfolgte eine Analyse der Priparate unter der Verwendung eines Zeiss-Axioskop2-plus-
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Mikroskops, ausgestattet mit einem 63x/1.25-Objektiv, sowie Standard-FITC- und TRITC-
Fluoreszenz-Filtern. Bilder der priparierten Zellen wurden mit Hilfe der Zeiss-AxioCam-
HRm-Kamera, sowie der Metaview-Imaging-Software (Universal Imaging Corp.)
aufgenommen und ausgewertet. Alternativ erfolgten Auswertungen auch an einem Zeiss
510Meta-konfokalem Mikroskop, die Bilder wurden mit der Metaview-Imaging-Software

ausgewertet.

6.2.4.4.2 TMEMS59-ER-Kolokalisierung

Zur Durchfiihrung der TMEMS59-Golgi-Kolokalisierung wurden COS-Zellen der Dichte 1,5 x
10° auf Glasplittchen (@ 10 mm) ausgesit und mit TMEMS59-GFP transfiziert. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und wie unter 6.2.4.5.1

beschrieben fixiert und fiir die Immunfluoreszenz-Analyse vorbereitet.

6.2.4.4.3 TMEMS59-Golgi-Kolokalisierung

Zum Nachweis der Golgi-Kolokalisierung wurden COS-Zellen der Dichte 1,5 x 10° auf
Glasplattchen (@ 10 mm) ausgesit und nach 24 h mit eiskaltem PCM gewaschen, nach dem
Standardprotokoll (2.5.1) fixiert und 20 min auf Eis mit dem TMEMS59-Ak 93 oder 4E5 und
dem Giantin-Ak inkubiert. Zur Kontrolle wurde der Peptid-geblockte 93-Antikorper oder der
Isotypantikorper IgG2b von 4ES eingesetzt. Als Sekundirantikorper wurde ein Alexa555- und
Alexa 488-gekoppelter Antikorper eingesetzt. AlexaS55 emittiert nach Anregung mit 553 nm
Fluroreszenz bei 568 nm und erscheint deshalb als rotes Fluoreszenzsignal, wohingegen
Alexa 488 nach Anregung mit 493 nm Fluoreszenz bei 520 nm und erscheint daher als griines

Signal.

6.2.4.4.4 Lebend-Zell-Aufnahme

Zur Untersuchung, inwieweit die zelluldre Lokalisierung von Fluorophor-markierten
Proteinen durch die Ko-Expression von TMEMS59 beeinfluflt ist, wurden HEK293-Zellen 4 x
10° in Poly-L-Lysin beschichtete ibidi-Platten ausgesit und mit pShuttle-CMS-YFP-APP und
jeweils dem Kontroll-Plasmid p12-Luziferase, p12-TMEMS59 und p12-HA-TMEMS59-KKXX
kotransfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mittels des Zeiss 510Meta-konfokalen
Mikroskops ausgewertet. Dieselbe Versuchsanordnung wurde durchgefiihrt mit p12-HA-RFP-
CD59 und p12-Luziferase, p12-TMEMS59-GFP, p12-BSMAP und p12-HA-TMEM59-KKXX.
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6.2.4.5 Deglykosylierungs-Experimente

6.2.4.5.1 N-Glykosidase F-Verdau

Zur Untersuchung einer moglichen N-Glykosylierung von TMEMS9 wurde ein Verdau mit
Peptid N-Glykosidase F (PNGase F) durchgefiihrt, die alle N-Glykane des mannosereichen,
hybriden und komplexen Typs spalten kann. Dazu wurden HEK293-Zellen in 24-well-Platten
ausgesit, an Tag 2 mit p12-TMEMS59-HA transfiziert, an Tag 3 das Medium gewechselt und
an Tag 4 die Zellen mit 300 pl Lysispuffer lysiert. Um eine vollstindige Abspaltung aller
Zuckerreste zu erreichen und somit die Effizienz der Deglykosylierung zu erhéhen, wurden
die Proteine zunichst denaturiert. 35 pl Lysat wurden mit 10 pl 5x Reaktionspuffer (250 mM
Natrium-Phosphat, pH 7,5) und 2,5 ul Denaturierungs-Losung (2% SDS, 1 M B-
Mercaptoethanol) versetzt, fiir 5 min bei 100°C aufgekocht und auf Eis kurz abgekdihlt.
Daraufhin wurde das Lysat mit 2,5 pl Triton X-100 (15%) gemischt und 2 pl PNGase F (5
U/ul) dazugegeben und der Ansatz 3 h bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der 3 h wurde das
Lysat mit 15 pl 4xProbenpuffer versehen und nochmals 5 min bei 95°C aufgekocht. 5 ul
wurden dann mittels SDS-PAGE (6.2.3.3) aufgetrennt und mittels Western-Blot (6.2.3.4)

identifiziert.

6.2.4.5.2 Endoglykosidase H-Verdau

Zur Untersuchung, ob die Zuckerketten an TMEMS59 vom mannosereichen Typ sind, wurde
ein Endoglykosidase H (Endo H)-Verdau durchgefiihrt. 35 pl pl12-TMEMS59-transfiziertes
Lysat aus HEK293-Zellen wurden mit 10 pl Na-Citrat (I M, pH 5,8) und 2,5 pl
Denaturierungs-Losung (siehe 6.2.4.6.1) und 1 pl Endo H (1 U/200 pl, Roche) versetzt und
tiber Nacht bei Raum-Temperatur inkubiert. Das Lysat wurde fiir 5 min bei 95°C aufgekocht
und 5 pl mittels SDS-PAGE (6.2.3.3) aufgetrennt und mittels Western-Blot (6.2.3.4)

identifiziert.

6.2.4.6 Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitiit

Zur Bestimmung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitdt wurden HEK293-Zellen in poly-L-
Lysin-beschichteten 24-Well-Platten ausgesdt und mit p12-HA-SEAP und Kontrollplasmid
pl2-Luziferase oder pl2-TMEMS9 transfiziert (6.2.2.3). Zur Bestimmung der Menge an
sekretierter SEAP wurde das Medium der Zellen 48 h nach Transfektion abgenommen und
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bei RT/13000 upm 1 min zentrifugiert. 100 pl des Uberstands wurden dann in ein frisches
Eppendorfreaktionsgefdl {berfiilhrt und 30 min bei 65 °C inkubiert, um eine
Hitzeinaktivierung endogener alkalischer Phosphatase zu erlangen. Die exprimierte
Alkalische Phosphatase hingegen ist hitzestabil und wird dabei nicht Hitze-inaktiviert.
AnschlieBend wurden die Uberstéinde bei RT/13000 upm fiir 30 sec zentrifugiert. Je 20 ul
einer Probe wurden dann in Doppelwerten in eine 96-Well-Platte pipettiert und mit 200 pl
Substratpuffer (sieche unten) versetzt. Die Absorbtionsmessung der Farbreaktion erfolgte bei
405 nm zu mehreren unterschiedlichen Zeitpunkten, wobei die 96-Well-Platte dabei bei RT
aufbewahrt wurde. Als Nullwert wurde der Hitze-inaktivierte Uberstand von nicht-
transfizierten HEK293-Zellen verwendet.

Parallel zur Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitit der Proben wurden
Gesamtzellextrakte hergestellt (6.2.3.1) und die Proteinkonzentration der Proben mittels des
BCA-Assay-Kits bestimmt (6.2.3.2.2). Die gemessenen alkalischen Phosphatase-Aktivitdten
wurden dann auf die zugehdrige Proteinkonzentration des Gesamtzellextrakts normiert und
graphisch dargestellt.

Substratpuffer:

0,1 M Glycin (87,51 g), 1 mM MgCl, (203 mg), 1 mM ZnCl, (136 mg)

pH mit NaOH auf pH 10,4 einstellen (pH-Optimum der AP)
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