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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zuerst Fragestellungen bearbeitet, die sich auf das Presenilin 1
Protein allgemein, auf dessen Prozessierung zu C- und N-terminalen Fragmenten und die
physiologisch vorliegende Form als Heterodimer bezogen. Es wurde untersucht, unter welchen
Bedingungen sich Volllingen-PS1 Protein und PS1-Fragmente in iberexprimierenden Zellen und
Gewebepriparationen aus Rattenhirn nachweisen lassen. Das Vollldngenprotein wurde nur bei
PS1-transfizierten SH-SY5Y Zellen und einer Inkubationstemperatur von 37 °C vor Gelauftrag
nachgewiesen. FEine Inkubation bei 100 °C fiihrte zur Aggregation des Proteins im
hochmolekularen Bereich. Das N- und C-terminale Fragment lieB sich auch bei Wildtyp-SH-
SYS5Y Zellen und Behandlung der Probe bei 37 °C nachweisen. Eine Inkubation bei 100 °C
zeigte eine Tendenz zur Aggregation mit zunehmender Zahl der Transmembrandomaénen, so dass
eine Aggregation des PS1-Vollldngenproteins und N-terminalen Fragments, nicht aber des C-
terminalen Fragments zu beobachten war. Im Rattenhirngewebe waren nur die Fragmente, nicht
aber das PS1-Volllingenprotein nachzuweisen Diese Ergebnisse wurden publiziert (Beher D.,
Elle C., Underwood J., Davis J., Ward R., Karran E., Masters C., Beyreuther K., and Multhaup G.
(1999) J. Neurochem. 72, 1564-1573).

Um weitere Untersuchungen zum Presenilin 1 durchfilhren zu kdénnen, war es erforderlich,
geeignete Antikorper gegen PS1 herzustellen. Fiir die Gewinnung von Antikdrpern gegen das C-
terminale Fragment wurde der PS1 ,loop“-Bereich rekombinant aufgereinigt und als Antigen
eingesetzt. Weiterhin wurden N-terminale PS1-Bereiche als GST-Fusionsproteine exprimiert und
nach der Aufreinigung als Antigene zur Gewinnung von AntikOrpern gegen das N-terminale
Fragment eingesetzt. Die so gewonnenen AntikOrper wurden auf ihre Spezifitit und ihre
Funktionalitit in ,,Western Blot“ Analysen sowie in der Immunprézipitation iberpriift. Die
hergestellten Antikorper gegen den C-terminalen PS1-Bereich sind fiir die Immunféllung als auch
fiir die ,,Western Blot* Detektion geeignet, wahrend die Antikorper gegen den N-terminalen PS1-
Bereich in der Immunfillung sehr gute Ergebnisse liefern und bei der ,,Western Blot* Detektion

von unterschiedlicher Qualitét sind.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit bestand in der Analyse der Interaktion zwischen PS1 und
dem bei der sowohl Interaktion von Zellen beteiligten als auch intrazelluldr wichtigen Protein
B-Catenin. Zur Verifizierung der Interaktion wurden die in dieser Arbeit hergestellten Antikdrper
verwendet. Mit Hilfe von Koimmunprizipitationsexperimenten ist es gelungen, sowohl die
Interaktion zwischen PS1-NTF und PS1-CTF nachzuweisen als auch die Interaktion des PS1-

Heterodimers mit B-Catenin. Die subzelluldre Lokalisation dieser Proteine wurde mit Hilfe von
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Immunfluoreszenzanfarbung tiberpriift. In in SH-SYSY Zellen und MDCK Zellen zeigte PS1 vor
allem eine Anfiarbung im Bereich von ER und Golgi, wihrend es in priméren, hippokampalen
Neuronen auch im Bereich von Synapsen angefirbt wurde. -Catenin war vor allem an der
Plasmamembran und schwécher auch im Zellkern und Cytosol von MDCK Zellen lokalisiert. Da
PS1 eine essentielle Komponente des y-Sekretase Enzymkomplexes darstellt, wurde der Frage
auf den Grund gegangen, ob eine erhohte B-Catenin Menge Einflu haben konnte auf die
Produktion oder Sekretion des bei der Alzheimer Krankheit wichtigen AB-Peptids. Mit Hilfe
einer Lithiumchloridbehandlung von MDCK Zellen konnte durch Inhibition der GSK3[ ein
Aktivieren des Wnt-Signaltransduktionsweges nachgeahmt werden, was zu einer Anreicherung
des intrazelluldren B-Catenins fithrte. Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass die Menge an
sekretiertem AP-Peptid in Abhéngigkeit von der Lithiumkonzentration als auch der
Inkubationszeit erhoht war. Es wurde davon ausgegangen, dass B-Catenin, dessen Menge durch
GSK3p reguliert wird, als Ligand von PS1 einen Einfluf} auf die y-Sekretaseaktivitit von PS1

ausiiben konnte.
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2 Einleitung

2.1 Neuropathologie der Alzheimer Krankheit

Die Alzheimer Krankheit (,,Alzheimer's disease®, AD) ist eine irreversible, neurodegenerative
Erkrankung des zentralen Nervensystems (1,2). In den westlichen Industrienationen ist die AD
die vierthdufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs und Diabetes (3). Ein
Prozent der Bevdlkerung -etwa eine Million Menschen in Deutschland- sind betroffen, und 60-75
% aller Demenzen lassen sich auf die AD zuriickfiihren (4). Einer der Risikofaktoren fiir AD ist
das Alter. So ist bei den iiber 65 jdhrigen eins von zehn Individuen betroffen, bei den iiber 85

jéhrigen bereits eins von drei Individuen.

Die AD ist gekennzeichnet durch ihren progressiven Verlauf {iber 5-15 Jahre, in dem sich die
Charakteristika einer Demenz zeigen, d. h. der Verlust erworbener, kognitiver Fahigkeiten bis hin
zu Personlichkeitsverdnderungen infolge von Hirnschiddigungen. Das klinische Bild ist
insbesondere gekennzeichnet durch den Verlust des Kurz- und Langzeitgedichtnisses, des
rdumlichen und zeitlichen Orientierungsvermogens und den Verlust hoherer, cerebraler
Leistungen, was u. a. zu Sprachstdrungen und Verhaltensdnderungen fiihren kann (5). Die
Krankheit verlduft in mehreren Phasen. In der Frithphase kann der Patient viele Beschwerden
noch kompensieren. Im Laufe der Zeit gelingt dies allerdings immer weniger, was zu
Depressionen bei den Patienten fiihren kann, solange sie diese Defizite noch wahrnehmen. Im
fortgeschrittenen Stadium ziehen sich die Patienten immer mehr in ihre Erinnerungswelt zuriick.
In der Endphase der Krankheit erkennen die Patienten oft nicht mehr ihre Angehorigen. Sie
verlieren zunehmend die Kontrolle iiber ihre Koérperfunktionen und werden zu Pflegefillen. Die
Krankheit ist lethal, wobei die Todesursache eine Sekundérerkrankung ist, die sich der Patient
aufgrund seines geschwichten Zustandes zuzieht. Zum gegenwiértigen Zeitpunkt ist die AD nicht
heilbar. Verabreichte Medikamente sind im wesentlichen Acetylcholinesterase-Inhibitoren, die zu
einer Abschwichung der Symptome fiihren, nicht aber die Krankheitsursache bekdmpfen.
Neuesten Studien zufolge wirken cholesterinsenkende Substanzen, sog. Statine, im Vorfeld der
Krankheit vorbeugend (6). Eine zweifelsfreie Diagnose der AD ist bislang nur durch
neurohistopathologische Untersuchungen an Gehirnen verstorbener Patienten moglich. Im
Mittelpunkt der Forschung stehen daher die Suche nach geeigneten Substanzen fiir die Therapie

und nach geeigneten Markern fiir eine frithzeitige Diagnose der AD .
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Auf zelluldrer Ebene ist das klinische Bild durch neuronale Dysfunktion und neuronalen Zelltod
gepriagt (7,8). Auf molekularer Ebene treten Amyloidablagerungen mit Schwerpunkten im
Hippocampus und cerebralen und entorhinalen Cortex auf (9). Der Nervenarzt Alois Alzheimer
erkannte erstmals diese Amyloidablagerungen und den Zusammenhang mit der spater nach ithm
benannten Krankheit. Da die Ablagerungen nach Anfirbung mit dem Farbstoff Kongorot im
Polarisationsmikroskop eine griine Doppelbrechung zeigten, wurden sie als ,,Amyloid*
bezeichnet (10). Die Reaktion mit dem Farbstoff Kongorot kommt durch die B-Faltblattstruktur
der Proteine zustande. Der Begriff ,,Amyloid*“ (griech.: stirkedhnlich) ist auf Virchow
zurlickzufiihren. Da sich die Amyloidablagerungen mit Jod anfirben lieBen, schlof3 er auf eine
Polysaccharidstruktur (11,12). Friedreich und Kekule wiesen jedoch 1859 nach, daB3 es sich bei
den Ablagerungen um Proteine handelt (13). Amyloidablagerungen finden sich aufBler bei der
Alzheimer Krankheit auch bei anderen Krankheiten, die unter dem Begriff ,,Amyloidosen*
zusammengefalit werden. Heute verwendet man den Begriff ,,Amyloid* fiir Proteinaggregate mit
folgenden Eigenschaften: griine Doppelbrechung im polarisierten Licht nach Kongorot-Féarbung,
B-Faltblatt Sekundarstruktur und Ausbildung einer fibrilliren Quartirstruktur, die im

Elektronenmikroskop als 6-10 nm dicke Proteinfilamentstruktur zu erkennen ist (14,15).

Bei der Alzheimer Krankheit kommen Proteinablagerungen in drei Formen vor: intrazellulér,
extrazellulir und in BlutgefiBwinden. Die intrazelluldiren Ablagerungen gestalten sich als
neurofibrillire Biindel (,,neurofibrillary tangles*, NFT), die im wesentlichen das Mikrotubuli-
assoziierte Protein Tau in hyperphosphorylierter Form enthalten (16,17) und sind im Perikaryon,
Axon- und Dendritenbereich von Neuronen vorzufinden. Im Elektronenmikroskop erscheinen
NFT als gepaarte helikale Filamente (,,paired helical filaments“, PHF). Die extrazelluldr
auftretenden Ablagerungen sind die sogenannten diffusen oder amorphen Plaques, die amyloiden,
neuritischen Plaques (,,amyloid plaque core®, APC) und die senilen Plaques. Als dritte Form sind
Ablagerungen in den Wénden von neokortikalen und meningealen Blutgefid3en vorzufinden, die
als kongophile Angiopathie (,,amyloid of the congophilic angiopathy*, ACA) bezeichnet werden
(18). Die Zahl der intra- und extrazelluldren Proteinablagerungen korreliert mit dem Grad der
Demenz (19). Die AD zeichnet sich durch eine lange priklinische Phase aus. Der Zeitraum
zwischen dem ersten Auftreten von Amyloidablagerungen und dem Ausbruch der Krankheit ,
d.h. dem Auftreten erster Symptome, umfafit 30 Jahre, die zwischen der 5. und 8. Lebensdekade
einzuordnen sind (20,21). Bei Patienten mit ,,Down Syndrom* (Trisomie 21) treten alle drei
Formen von Ablagerungen auf, allerdings etwa 50 Jahre frither als bei Alzheimer Patienten.
Bereits zu Beginn der dritten Lebensdekade sind Amyloidablagerungen bei Down Patienten

histologisch nachweisbar (20).
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2.2 Molekularbiologie der Alzheimer Krankheit

Die genetischen Ursachen der Alzheimer Krankheit sind heterogen. Unter dem Begriff ,,erbliche
AD* (,,Familial AD*; FAD) werden Mutationen in verschiedenen Genen zusammengefal3t, die
durch autosomal dominanten Erbgang mit zwingender phénotypischer Ausprigung zum
Krankheitsbild der AD fiihren. Man stellt dieser Gruppe die sogenannten sporadischen Fille
gegeniiber, bei denen keine FAD-Mutationen zugrundeliegen, es aber durch Akkumulation von
autosomal-dominant vererbten Risikofaktoren mit geringerer Penetranz zur Krankheit fiihren
kann. So gesehen kann man die AD treffender als multifaktorielles Syndrom denn als singuldre
Krankheit bezeichnen. Die Mehrheit der AD Fille (~90%) ist der sporadischen Form
zuzurechnen. Nach dem Zeitpunkt des Einsetzens der Krankheit unterscheidet man eine frith
einsetzende Form der AD (,early onset“ AD; EOAD), bei der sich das Krankheitsbild im
allgemeinen vor dem 65. Lebensjahr, meist schon in der 4. und 5. Lebensdekade zeigt, und eine
spit einsetzende AD (,,late onset“ AD; LOAD). Die EOAD Formen sind meist auf genetische
Ursachen zuriickzufiihren, wihrend die Mehrheit der Fille mit sporadischer AD ab einem

Lebensalter von 65 Jahren auftritt und daher der LOAD zuzuordnen ist.

FAD-Gene

Bisher wurden drei Gene identifiziert, bei denen Mutationen zu FAD fithren. Mutationen im Gen
fiir das Amyloid-Vorlauferprotein (,,Amyloid Precursor Protein”, APP) auf Chromosom 21,
Mutationen im Presenilin 1 Gen auf Chromosom 14 und Mutationen im Presenilin 2 Gen auf
Chromosom 1. Das €4-Allel des Apolipoprotein E (Apo E) Gens auf Chromosom 19 erhoht das
Risiko fiir die spét einsetzende, sporadische Form der AD, wihrend das €2-Allel schiitzend
wirken konnte (22,23). Als ein weiterer genetischer Risikofaktor wird das o-2-Makroglobulin-
Gen (A2M) auf Chromosom 12 diskutiert (24). Homozygotes Vorliegen des Allels 1 im PS1-Gen
wird mit einen erhohten Risiko fiir LOAD assoziiert (25). Die Lokalisation des APP-Gens auf
Chromosom 21 macht deutlich, warum es bei Down Patienten bereits 50 Jahre frither zu
Amyloidablagerungen kommt als bei Alzheimer Patienten. Die Mutationen im APP-Gen wurden
in den flankierenden Bereichen vor und nach der AB-Domine lokalisiert (26-28), also unmittelbar
in der Néhe der Prozessierungsorte jener Sekretasen, die zur Freisetzung des amyloiden AP-
Fragments fiihren. Mutationen im APP und in den Presenilinen haben eine vermehrte Produktion
von AP zur Folge, insbesondere Presenilin-Mutationen fiihren zu einer verstirkten Produktion der
langeren Form AB42. Bei einer holldndischen Familie mit kongophiler Angiopathie (HCHWA-D)
liegt eine Punktmutation innerhalb der AB-Doméne vor (29,30). Bei einer schwedischen Familie

wurde eine Doppelmutation N-terminal der ersten Aminosdure in A} entdeckt, was APPgye zu
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einem besseren Substrat fiir B—Sekretase macht was dann zu einer erhdhten Produktion von A}
(AP40 und AB42 ) fithrt (31).

APP Struktur und APP Genfamilie
Das AP Polypeptid geht durch proteolytische Spaltung aus einem groBeren Protein, dem

Amyloid-Vorldufer-Protein (,,amyloid precursor protein“, APP) hervor (32). APP ist ein ubiquitér
exprimiertes, N- und O-glykosyliertes , sulfatiertes Typ [-Membranprotein mit Merkmalen eines
Zelloberflachenrezeptors (32,33). Das APP-Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 21
lokalisiert und in nur einer Kopie vorhanden (32,34,35). Durch alternatives Spleilen des 19
Exons umfassenden Gens entstehen verschiedene Isoformen, die zu Primértranslationsprodukten
mit einer Lange von 770, 751, 714, 695, 563 und 365 Aminoséduren fiihren (32,36-41).

Die APP-Isoformen zeichnen sich, abgesehen von den Doménen, die von den dem alternativen
SpleiBen unterliegenden Exons kodiert werden, durch den Besitz eines Signalpeptids, gefolgt von
einer cysteinreichen Doméne, einer sauren und einer stark glykosylierten Domine, einer
Transmembrandomidne und dem cytoplasmatischen C-Terminus aus. Der weitaus grofere
Proteinanteil ist extrazelluldr (,,Ektodomine”), wihrend sich an die von Exon 17 kodierte
Transmembrandoméne nur eine kurze, cytoplasmatische Doméne anschliet. Af wird von der
zweiten Hilfte des Exons 16 und vom Anfang des Exons 17 kodiert, liegt somit zum Teil im

extrazelluldren Bereich und zum Teil im Transmembranbereich von APP (sieche Abb. 1.1).

Die 770, 751, 714 und 695 Aminosduren langen Isoformen gehen aus alternativem Spleilen der
Exons 7 und 8 hervor. Die beiden lingsten Formen, APP 770 und APP 751, besitzen eine Kunitz-
Typ II-Serinprotease-Inhibitordoméne (KPI-Doméne), die von Exon 7 kodiert wird und in vitro
als Inhibitor fiir einige Proteasen wirkt (38,42). Durch das in Leukozyten entdeckte alternative
Spleiflen des Exons 15 entsteht das sogenannte L-APP (43).

Das APP-Gen wird sowohl im Gehirn als auch in peripheren Geweben exprimiert, wobei die
Expression in Gehirn und Niere am stirksten ist (44-48). Wiahrend APP ubiquitir exprimiert
wird, bleiben die Amyloidablagerungen stets auf das Gehirn beschriankt. Das im Gehirn
hauptsidchlich vorhandene APP 695 besitzt nicht die Exons 7 und 8, hingegen das Exon 15,
welches den L-APP Formen fehlt, die typischerweise von nicht-neuronalen Zellen exprimiert
werden (49). Man hat weiterhin Amyloid-&hnliche Proteine identifiziert (,,amyloid precursor-like
proteins®, APLP1 und 2), die in mehreren Doménen grole Homologie zu APP zeigen (50,51),
aber nicht die AB-Sequenz enthalten. Auch in anderen Organismen sind APP homologe Proteine
bekannt, z.B. in Drosophila (APPL) und Caenorhabditis elegans (APL-1) (52,53).
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung von APP 695 und AP Peptid Die Abbildung zeigt die
Einteilung des APP in Dominen. In der verg6Berten Darstellung des AP Peptids sind die

Sekretaseschnittstellen der o-, - und y-Sekrtetasen angegeben sowie die Positionen der FAD
Mutationen Swedish und London.

AB-Fragment

Die Hauptproteinkomponente der Amyloidablagerungen ist ein Peptid mit einem

Molekulargewicht von 4 kDa und B-Faltblattstruktur, welches wegen dieser Eigenschaften als
AP oder BA4 bezeichnet wird (54-56). Das AP Peptid besteht aus 36-43 Aminoséduren (18,19,32)
und kommt in zwei Hauptformen vor: einer kiirzeren Form mit einer Lange von hauptsichlich 40
Aminosdureresten (AP40) und einer lingeren Form mit 42 Aminosdureresten (AB42), die ein
starkes Aggregationspotential aufweist (57). In den Plaques ist hauptsdchlich AB42 vorzufinden,
vaskuldre Ablagerungen bestehen vor allem aus AP40 und AP38. Sekretiertes AP ist unter
physiologischen Bedingungen schwer 16slich und besitzt die Féhigkeit zur Selbstaggregation iiber
hydrophobe Wechselwirkungen (56). Insgesamt ist AB40 in weitaus groBerer Menge vorhanden
als AB42 (Verhiltnis AB40:AB42 9:1), jedoch besitzt AB42 aufgrund seiner stirkeren Tendenz zu

aggregieren und somit Initiationsschritt bei der Bildung von Plaques zu sein ein erheblich
groBeres ,,Schadenspotential” als AB40.
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Abb. 2.2 APP-Prozessierung durch o-, B- und y-Sekretasen Beim nicht amyloidogenen
Abbau werden durch die a-Sekretase zundchst APPg..0r und p3-CT freigesetzt. P3-CT kann durch
die y-Sekretase in p3 und CT gespalten werden. Beim amyloidogenen Abbau von APP werden
durch die B-Sekretase zunachst APPs 3 und A4CT freigesetzt. AnschlieBend wird A4CT durch
die y-Sekretase in AP und CT gespalten.

APP-Prozessierung

APP Proteine konnen wihrend des Transports vom Endoplasmatischen Retikulum iiber den
Golgi-Komplex zur Plasmamembran proteolytisch gespalten werden. Erfolgt die Spaltung
innerhalb der AB-Domine, entstehen die sekretierten APP-Formen (33). Spaltendes Enzym ist die
sogenannte o-Sekretase, die C-terminal des Lysinrestes an Position 16 im AP schneidet (58). Da
die AB-Domine bei dieser Prozessierung zerstort wird, sind das iiber diesen sekretorischen Weg
entstehende sekretorische APP (APPge.) und das 10 kDa groBe, in der Membran verbleibende C-
terminale Fragment (C83) nicht mehr amyloidogen. APPg.; wird im CSF von AD Patienten und
normalen Individuen gefunden (33). Bislang identifizierte o-Sekretasen gehdren zur ADAM
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(,,a disintegrin and metalloprotease”) Familie. Neben ADAM-10 wurde auch ADAM-17 (TACE
»tumor necrosis factor o-converting enzyme”) als o-Sekretase identifiziert (59).

Bei der Prozessierung von APP, die zur Freisetzung von A fiihrt, spaltet eine sogenannte [3-
Sekretase C-terminal des Restes 596 in APP 695 und produziert so den N-Terminus von AP.
Dieses Enzym wurde kiirzlich identifiziert und als BACE (,,beta-site APP cleaving enzyme”)
bezeichnet (60). Es handelt sich um eine membranstandige Aspartyl-Protease, deren Aktivitit zur
Freisetzung des unmittelbaren Vorldufermolekiils fiir die AB-Generierung fiihrt, des A4CT-
Fragments (C99-Fragment). BACE liegt im ER als ,,Prd-Pro-BACE* vor. Bei der Maturierung
des Proteins im Golgi-Kompartiment entsteht durch Entfernung des Signalpeptids das ,,Pro-
BACE®, aus dem durch Abspaltung der Pro-Domine das BACE resultiert. Auch ,,Pro-BACE* ist
katalytisch aktiv und die Pro-Doméne unterstiitzt die Proteinfaltung (61). Durch
posttranslationale Modifikationen, darunter Glykosylierung, Ausbildung von Disulfidbriicken und
Propeptid-Prozessierung, lduft BACE in SDS-PAGE mit einem apparenten Molekulargewicht
von ~70 kDa, viel hoher als das theoretische Molekulargewicht von ~50 kDa (62-64). Eine
verwandte Transmembran-Aspartylprotease BACE2 zeigt dhnliche Substratspezifitit, ist aber

nicht stark im Gehirn exprimiert (65).

Der C-Terminus von AP wird durch die sogenannte y-Sekretase Aktivitdt erzeugt, die an den
Positionen 639 und 640 in APP 695 spaltet (66). FAD-Mutationen im APP-Gen betreffen oft
diese kritische Prozessierungsstelle und bewirken nicht nur eine vermehrte Freisetzung von AP,
sondern auch Verschiebung der Prozessierung zugunsten der AB42-Form. Mutationen in PSI
fihren zu einer erhhten AP42-Produktion in transfizierten Zellen (67-69), transgenen Tieren
(67,68,70) und humanem Plasma (71). Folglich verandern Presenilinmutationen die Spezifitit der
v-Sekretase Prozessierung von APP. Seit Bekanntwerden dieser Ergebnisse wird diskutiert, ob es
sich bei den Presenilinen selbst um die y-Sekretase/n handelt. Obwohl diese Frage noch nicht
vollstindig geklart ist, 148t sich aus den bisherigen Daten und den daraus gewonnenen
Erkenntnissen schlieen, dass es sich bei den Presenilinen um fiir die y-Sekretase Aktivitét
notwendige Proteine handelt. Gegenstand der aktuellen Forschungen ist vor allem die
Identifizierung und Charakterisierung von weiteren Faktoren, die fiir die y-Sekretase Aktivitét

erforderlich sind.

Im Medium von Zellkulturen als auch in CSF findet man neben AP auch ein 3 kDa grofes
Fragment (p3), dessen N-Terminus durch die o-Sekretase und C-Terminus durch die y-Sekretase
produziert wird (72). Bei dem endosomal-lysosomalen Weg kommt es zur Reinternalisierung von

APP an der Plasmamembran. In den spiaten Endosomen und Lysosomen hdufen sich C-terminale
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APP-Fragmente an, die vermutlich nicht die gesamte AP-Domine enthalten (66,73,74).
AuBerdem scheint es zur Entstehung von A} auch ohne Beteiligung der Lysosomen zu kommen,
wenn APP vom Endoplasmatischen Retikulum zum spidten Golgi und zur Plasmamembran

transportiert wird.

APP-Funktionen

Von groBBer Bedeutung fiir das Verstindnis der AD ist es, die physiologischen Funktionen von

APP zu kennen. KPI-enthaltende APPg..-Formen sind Nexin II-Proteasen, die in vivo den Faktor
Xla der Blutgerinnungskaskade inhibieren sowie weitere Serinproteasen wie Trypsin und
Chymotrypsin (75). Das massive Vorhandensein von APP in Thrombozyten unterstreicht seine
Beteiligung an der Blutgerinnungskaskade und bei Wundheilungsprozessen. Auflerdem regulieren
Nexin II-Proteasen extrazelluldre Proteasen, die auf das Neuritenwachstum (42,76) und die
Erhaltung von Synapsenstrukturen (77) wirken. Aufgrund von Zellkulturstudien wird eine
Aktivitit von APP als wachstumsforderndes oder autokrines Molekiil postuliert (78). Die Struktur
von APP entspricht der eines typischen Zelloberflachenrezeptors, der Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Wechselwirkungen vermittelt (46,79). Die Ektodomine von APP weist spezifische
Bindungsstellen fiir einige Komponenten der ECM wie Heparin bzw. Heparansulfatseitenketten
von Proteoglykanen, Kollagen und Laminin auf (80-82). Die Affinitdt von APP fiir Heparin wird
durch eine von Exon 5 kodierte Zinkbindungsstelle reguliert (83,84). Die Interaktion von APP
mit ECM Proteinen 148t darauf schlieBen, daB APP ein zelluldrer Rezeptor fiir die ECM ist, aber
auch als Verbindungsmolekiil fiir ECM Komponenten untereinander dient, was insbesondere flir
APPg.. zutreffen diirfte.

Interessanterweise zeigen transgene Drosophila, die humanes APP exprimieren, einen ,,blistered
wing” Phénotyp, bei dem die Verbindung zwischen den beiden Zellschichten, aus denen der
Fliigel besteht, gestort ist (85). Innerhalb des C-Terminus von APP ist eine ,,NPxY”-Sequenz
lokalisiert, die als Bindungsdoméine fiir Interaktionspartner wie mDab (,,mammalian disabled”),
X11 und Fe65 fungieren kann, was auf eine Rolle fiir APP als Rezeptor bei
Signaltransduktionskaskaden hinweist (Ubersicht in (86)). Das ,,NPxY”-Motiv spielt eine Rolle
bei clathrin-vermittelter Endocytose. Die Bindung von Kupfer (II) an eine konservierte
Kupferbindungsstelle im APP fiihrt in vitro zur Reduktion zu Kupfer (I), wobei APP oxidiert
wird (87). Diese Redoxreaktion bewirkt die Ausbildung einer Disulfidbriicke innerhalb des APP-
Molekiils, was die Beteiligung freier Sulthydrylgruppen im APP impliziert (88).

10
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Die subzelluldre Lokalisation von APP in Neuronen deutet auf eine Beteiligung an neuronalen
Differenzierungsprozessen und dem Erhalt neuronaler Strukturen hin. Immunhistochemisch
wurde eine pra- als auch postsynaptische Lokalisation von APP nachgewiesen (79). Biochemisch
konnte gezeigt werden, dass APP in synaptischen Membranen (89), prasynaptischen Clathrin-
umbhiillten Vesikeln (90) und in grofen vesikuldren Organellen, die Rab5 enthalten (90,91)
angereichert ist. AuBerdem wurde es immunzytochemisch in Wachstumskegeln von priméren
Neuronen nachgewiesen (92-94). In Neuronen ist APP dynamischen Prozessen unterworfen, wie
dem anterograden Transport zu den Synapsen (95), der Internalisierung iiber Clathrin-umbhiillte
prasynaptische Vesikel mit nachfolgender Sortierung in retrograd transportierte Vesikel und der

Transzytose von den Axonen zu den Dendriten (96,97).

2.3 Presenilin-Genfamilie

Die groBBe Mehrheit der autosomal-dominant vererbten ,,early-onset AD wird durch Mutationen
in zweil weiteren Genen verursacht, dem Presenilin 1-Gen auf Chromosom 14 und dem Presenilin
2-Gen auf Chromosom 1. Im Jahr 1995 wurden die Presenilin-Gene identifiziert und erhielten
ithren Namen wegen der frilh einsetzenden oder ,,prisenilen” FAD-Form, zu der die FAD-
Mutationen in diesen Genen fiihren (98-102). Der Zeitpunkt des Krankheitsbeginns unterscheidet
sich dennoch je nach Defekt und liegt im Bereich von 25-65 Jahren bei Patienten mit PS1-
Mutationen und im Bereich von 40-85 Jahren bei Patienten mit PS2-Mutationen. Das PS1-Gen
umfaflt eine Region von 75 kb und besteht aus mindestens 12 Exons, wobei das offene Leseraster
von PS1 von 10 Exons kodiert wird (103). Alternatives Spleilen findet statt. Fiir die
iberwiegende Mehrheit der EOAD sind Mutationen im PS1-Gen verantwortlich, von denen
bisher iiber 70 identifiziert wurden, die sich in bestimmten Genbereichen anhdufen. Dabei handelt
es sich in allen Féllen um ,missense”-Mutationen mit einer Ausnahme, bei der die
SpleiBakzeptorstelle fiir Exon 9 zerstort ist und es zum Verlust der von Exon 9 kodierten Region
kommt (PS1-AE9). Bei PS2 sind 2 Mutationen bekannt, die in einer Gruppe von ,,Wolga-
Deutschen” bzw. einer italienischen Familie aufgetreten sind und daher vermutlich sehr selten
vorkommen (Ubersicht in (104).

11
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Abb. 2.3 Presenilin-Topologie Die Abbildung zeigt das 8§ Transmembrandominenmodell mit
dem hydrophilen N-Terminus, der hydrophilen Schleife zwischen TMD 6 und 7 und dem C-
Terminus, die im Cytosol lokalisiert sind. In TMD 6 und TMD 7 sind die fiir die Y-
Sekretaseaktivitit relevanten Aspartylreste rot markiert.

2.3.1 Presenilin 1 Struktur, Topologie und endoproteolytische Prozessierung

Bei den Presenilinen handelt es sich um integrale Membranproteine mit vermutlich 8
Transmembrandomidnen (TMD) (105-107), wobei auch Modelle mit 6 oder 7 TMD
vorgeschlagen wurden (108,109). PS1 und PS2 sind in ihrer Aminosduresequenz zu 67 %
homolog. Innerhalb der stark konservierten Transmembrandoménen liegt die Homologie sogar
bei 84 %. Zwischen TMD 6 und 7 ist eine gro3e hydrophile Region mit sauren Resten lokalisiert
(,,Joop”), innerhalb der sich in PS1 zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen, drei Konsensus-
Sequenzen fiir GSK-3p-Phosphorylierung und Bindungsstellen fiir Interaktionspartner befinden.
Mutationen in PS1 finden sich vor allem in den Transmembrandoménen und der hydrophilen
Schleife. Das Protein ist so in die Membran insertiert, dass der ,,loop”-Bereich sowie der N- und
C-Terminus ins Cytosol ragen (105,106,110). PS1 zeigt weitere Homologien zu SPE-4 aus
Caenorhabditis elegans, einem bei der Spermatogenese von C. elegans wichtigen integralen
Membranprotein, und zu SEL-12 von C. elegans, das eine Funktion bei der von der Familie der
Notch-Rezeptoren vermittelten Signaltransduktion besitzt (111).

PS1-Endoproteolyse

Das PSl1-Protein (PS1) besitzt eine Linge von 467 Aminosduren und ein apparentes
Molekulargewicht von ~46 kDa. PS1 wird endoproteolytisch prozessiert und liegt in vivo als

stabiler, heterodimerer Komplex bestehend aus einem ~28 kDa N-terminalen Fragment und

12
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einem ~18 kDa C-terminalen Fragment vor. Durch ,Epitop-Mapping“-Analysen (112) und
Radiosequenzierungen (113) konnte gezeigt werden, dass die Spaltung des PS1 Proteins
innerhalb der ,loop”’-Doméne, hauptsichlich an den Aminosdurepositionen 293 und 299
stattfindet. Die flir diese Spaltung verantwortliche Protease, auch als ,,Presenilinase” bezeichnet,
wurde bislang noch nicht identifiziert. Fiir eine autoproteolytische PS1-Aktivitit konnte ebenfalls
bislang kein experimenteller Nachweis erbracht werden, wenngleich es Hinweise dafiir gibt
(114,115). Die Endoproteolyse ist ein regulierter und limitierter Prozess. Die Menge an
entstehenden PS1-Heterodimeren ist limitiert, sogar bei einer Uberexpression des Holoproteins
wird nur ein geringer Anteil zu stabilen Heterodimeren metabolisiert, der grofite Teil des neu
synthetisierten Proteins wird iiber das Proteasom abgebaut (112,116). Die Expression von
exogenem PS1 fiihrt dazu, dass endogene PS1-Heterodimere von den entsprechenden exogenen
Heterodimeren ersetzt werden, was auf eine Kompetition um fiir die Stabilitdit und
Endoproteolyse wichtige limitierte zelluldre Faktoren hinweisen konnte (117). Bei der FAD-
Mutation PSIAE9 kann keine endoproteolytische Prozessierung erfolgen, da die von Exon 9
kodierte Region (Aminosdurereste 290-319) und somit die ,,Presenilinase”-Schnittstelle fehlt
(112). Diese fehlende Spaltung hat jedoch keine Auswirkung auf die Funktionalitit des Proteins.
PS1AED9 ist pathogen und fiihrt zu einer erhdhten AB42-Produktion (67,118). Preseniline konnen
unter apoptotischen Bedingungen alternativ gespalten werden von Proteasen der Caspase-Familie,
wobei die Prozessierungsstelle C-terminal der Endoproteolyseschnittstelle im ,,loop”-Bereich
zwischen den Aminosédureresten Asp 345/Ser346 in PS1 bzw. Asp329/Ser330 in PS2 liegt
(119,120). Die bislang erhaltenen Daten sprechen dafiir, dass die PSI1-Fragmente die
funktionellen Einheiten des Proteins darstellen und es sich bei dem PS1-Heterodimer um die
biologisch aktive Form des Proteins handelt. /n vivo werden vor allem die Fragmente
vorgefunden, auch als Bestandteil von hochmolekularen Komplexen (121). Da allerdings auch
einige kiinstliche PS-Varianten erzeugt werden konnten, die wunabhédngig von einer
endoproteolytischen Prozessierung biologisch aktiv oder inaktiv sind (122,123), und nicht zuletzt
die PSIAE9 Mutante biologisch aktiv ist, miissen weitere Untersuchungen zeigen, wie grof3 die
Bedeutung der PS-Endoproteolyse fiir die biologische und pathologische Funktion tatsdchlich ist.

PS-Lokalisation

Die subzellulire Lokalisation von endogenem Presenilin erstreckt sich auf die frithen

Kompartimente des biosynthetischen ,,pathway”, dem ER und Golgi-Kompartiment (124).
Konfokale und Elektronen-Mikroskopie in Verbindung mit subzelluldrer Fraktionierung haben
gezeigt, dass Presenilin Proteine in Neuronen im ER, dem ,,ER-Golgi-intermediate-compartment”
(ERGIC) und zu einem gewissen Anteil im cis-Golgi-Kompartiment vorzufinden sind (86,125).

Weiterhin konnte eine Anreicherung von PS1-Fragmenten in Membranen von synaptischen

13
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Vesikeln und Wachstumskegeln gezeigt werden (126)((127). Die zellulire Lokalisation von
Presenilin Fragmenten ist teilweise kolokalisiert mit dem intrazelluldren Entstehungsort von
AP42 (128-130). Mit Hilfe der Koimmunprézipitation konnten nicht maturierte APP-Formen, die
in ER und frithem Golgi lokalisiert sind, mit Presenilin préazipitiert werden, was auf eine direkte
Interaktion in diesen Kompartimenten hindeutet (131,132). Es muf} allerdings darauf hingewiesen
werden, dass diese Ergebnisse zur PS-APP-Interaktion in Experimenten mit transient oder stabil
transfizierten Zellen erhalten wurden, die beide Proteine liberexprimierten und anderen Gruppen

der Nachweis dieser Interaktion nicht gelungen ist (133).

2.3.2 Presenilin 1 und y-Sekretase Aktivitit

Da PS1-Mutationen zu einer erhdhten Produktion von AB42 fithren und andererseits PS1-
“knockouts” die AB-Produktion drastisch reduzieren, kam die Frage auf, ob es sich bei den
Presenilinen selbst um die vy-Sekretase/n handelt. Preseniline weisen keine deutliche
Sequenzhomologie zu bekannten Proteasen auf und durch ihre Homologie zu Spe-4, einem C.
elegans Protein, das am Vesikeltransport bei der Spermatogenese beteiligt ist, stellte sich
zundchst eine direkte Beteiligung bei der Prozessierung von APP nicht als ihre hauptsédchliche
Funktion dar. Die Uberexpression von Presenilinen fiihrt zudem nicht zu einer vermehrten Y-
Sekretase-Aktivitit (68).

Bereits vor Bekanntsein der Preseniline wurden viele Untersuchungen zur Charakterisierung der
Y- (und B-) Sekretasen unternommen, da diese Enzyme in medizinischer Hinsicht, d.h. in
Hinblick auf eine Therapiemoglichkeit der AD durch Inhibition der Sekretasen und damit
Vermeidung der Entstehung des AB-Fragments, von grofitem Interesse waren und natiirlich sind.
Bei der y-Sekretase handelt es sich um ein Enzym, das das Substrat, das C-terminale APP-
Fragment C99 bei vorangegangener [-Sekretase-Spaltung bzw. C83 bei vorangegangener o-
Sekretase-Spaltung, inmitten der Membran prozessiert. Mittlerweile sprechen einige
experimentelle Daten dafiir, dass es sich bei den Presenilinen um y-Sekretasen handelt. Da bei
einem ,,Knockout” von PS1 und PS2 die y-Sekretase-Aktivitit vollstandig inhibiert wird (134),
sind die Preseniline fiir y-Sekretase-Aktivitit erforderlich. Thre subzelluldre Lokalisation (ER,
Golgi) stimmt mit dem Ort fiir y-Sekretase-Spaltung iiberein (130). y-Sekretase-Aktivitdt findet
auch an der Plasmamembran statt, was zunichst im Widerspruch zur PS-Lokalisation zu stehen
scheint, aber geringe Mengen PS-Heterodimere wurden an der Plasmamembran im Komplex mit
dem membranassoziierten C-Terminus von Notch vorgefunden (135) und geringe Mengen an

Presenilin konnten fiir die enzymatische Aktivitdt ausreichend sein. Weiterhin konnte in
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Experimenten mit subzellulidrer und biochemischer Fraktionierung gezeigt werden, dass PS und
v-Sekretase-Aktivitdt als Bestandteil von hochmolekularen Komplexen in den gleichen
Fraktionen vorzufinden sind (136). Zudem ist es gelungen, PS-Untereinheiten mit y-Sekretase-
Inhibitoren zu markieren (137,138). Wichtige Erkenntnisse zur Identitit der y-Sekretase wurden
durch die indirekte Charakterisierung mittels Inhibitoren erhalten. Demnach kdnnte es sich um
eine Aspartyl-Protease handeln (138). Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass die Mutation
kritischer Aspartylreste in PS1 (Asp257 in TMD 6 bzw. Asp 385 in TMD 7) +y-Sekretase-
Aktivitdt inhibiert und die Aspartylreste auch fiir die PS1-Endoproteolyse und die Proteolyse von
Notch erforderlich sind (114,135). In diesem Zusammenhang ist eine Gegeniiberstellung von PS1
und der ,Signalpeptid-Peptidase” interessant. In beiden Féllen handelt es sich um
Aspartylproteasen mit konservierten Aspartat-Resten in den Transmembrandominen. Die
Topologie von PS1 bedingt die Spaltung von bestimmten Typ I Transmembranproteinen wahrend
die Signalpeptid-Peptidase eine genau entgegengesetzte Topologie aufweist und Typ II

Transmembranproteine spaltet.

Wenngleich noch nicht eindeutig gezeigt werden konnte, dass die y-Sekretase und die Preseniline
identisch sind, so sind Preseniline fiir die y-Sekretase-Aktivitdt erforderlich. Preseniline kdnnten
eine regulatorische Untereinheit oder einen Kofaktor bei der y-Sekretase-Spaltung darstellen oder
beim ,trafficking” der Proteine, die prozessiert werden sollen, beteiligt sein und diese in
rdumliche Ndhe oder geeignete Position zur 7y-Sekretase bringen. Das Vorfinden der PS-
Fragmente in hochmolekularen Komplexen mit y-Sekretase-Aktivitét unterstiitzt den Gedanken,
dass es sich vielmehr um einen y-Sekretase-Komplex handeln konnte, der unter der Beteiligung
mehrerer Proteine den Prozessierungsschritt ausfithrt. Die Tatsache, dass es bislang nicht
gelungen ist, aufgereinigtem PS alleine y-Sekretase-Aktivitit nachzuweisen, spricht ebenfalls fiir
eine Beteiligung weiterer Proteine. Bereits identifiziert wurden die Proteine Aphl (139) und
Pen-2 (140,141).

PS1 ist neben der Prozessierung von APP auch an der Prozessierung von Notch beteiligt (142).
Notch-Rezeptoren spielen eine Rolle in der Embryonalentwicklung, weiterhin bei der Regulation
von neuronalen Differenzierungsprozessen, aber auch bei der Spermatogenese, Oogenese und
Myogenese. Die Prozessierungsstelle fiir die y-Sekretase-dhnliche Aktivitdt (reguliert durch PS)
am C-Terminus von Notch liegt innerhalb der Membran. Die Prozessierung (bei
Ligandenbindung) erfolgt nach vorangegangener Spaltung des Notch-Rezeptors durch Furin und
die Metalloproteinase kuzbanian und fithrt zur Freisetzung des NICD-Fragments (,,Notch
intracellular domain”), das wiederum im Zellkern durch Interaktion mit weiteren Faktoren die

Transkription von Zielgenen beeinflufit (143). Da nach wie vor der Vermeidung der Entstehung
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des AP-Fragments hohe Prioritit bei der Suche nach Therapiemdglichkeiten eingerdumt wird,
mull bei der Suche nach 7y-Sekretase-Inhibitoren auch beachtet werden, welche weiteren
Prozessierungsschritte eine solche Inhibition betreffen wiirde und welche u.U. gravierende Folgen

das in vivo haben wurde.

Neben APP und Notch wurden als alternative Substrate fiir PS1 u.a. auch CD44 (144) und LRP
identifiziert. Man muf3 auch erwéhnen, dass sdmtliche Substrate der y-Sekretase eine weitere
Prozessierung erfahren durch die sogenannte e-Sekretase. Wihrend der y-Sekretase Schnitt in der
Membranmitte erfolgt, findet der e-Sekretase Schnitt auch innerhalb der Membran, aber nahe der
cytoplasmatischen Domine statt. Fiir beide Prozessierungsschritte ist die Expression von PS1
notwendig und die Spaltung wird durch 7y-Sekretase Inhibitoren inhibiert. Die Sequenz der
Schnitte konnte allerdings noch nicht aufgekldrt werden (ob erst y-Sekretase, dann e-Sekretase

oder umgekehrt oder simultan).

PS-Funktionen

Die bislang erhaltenen Daten legen die Vermutung nahe, dass es sich bei PS1 um ein Protein
handelt, das beim ,trafficking” sowie dem Metabolismus ausgewidhlter Membranproteine,
darunter APP, Notch, APLP1 und TrkB, eine Rolle spielt. Die Beteiligung bei zelluldren
Differenzierungsprozessen und embryonaler Entwicklung, die den Presenilinen schon bald nach
ihrer Entdeckung zugeschrieben wurde, hat sich im fatalen Phidnotyp von PS1-,knockout”-
Miusen gezeigt, die starke Unterentwicklung und Mifbildungen wie Skelettdeformationen
aufzeigen sowie gravierende vaskuldre Lédsionen und Hdmorrhagien im Gehirn (145,146). Der
PS1™” Phanotyp ist lethal und die Miuse sterben kurz vor oder bei der Geburt. Die gestorte
Entwicklung und die zerebralen Probleme konnen teilweise durch das fehlende Notch-
»dignalling” erkliart werden. Méuse mit inaktivierten Notchl-Genen zeigen einen &dhnlichen
Phénotyp, sterben allerdings noch frither. Mause, denen PS1 und PS2 fehlen, zeigen den
kompletten Notch-Mangel-Phéanotyp, was dafiir spricht, dass PS2 teilweise den Funktionsverlust
in PS1- knockout”’-Midusen kompensieren kann (147,148). Weitere Hinweise auf eine
Beteiligung von Presenilinen beim Notch-,,Signaling” wurden durch Versuche mit C. elegans
erhalten, die die PS-homologen Proteine sel-12, spe-4 und hop1 besitzen. Sel-127" Tiere zeigen
einen im Verlust der Notch-Funktion begriindeten Phinotyp und sind nicht mehr zur Eiablage
fahig. Dieser Defekt, kann durch humane PS1- und PS2-Gene aufgehoben werden, sel-12 also
funktionell durch PS ersetzt werden (111,149,150). Sel-12 wiederum ist beteiligt am lin-12
Signaltransduktionsweg, wobei lin-12 ein Homolog von Notch ist. In Drosophila fiihrt eine ,,loss-

of-function” Mutation im einzigen vorhandenen PS-Gen zu einem Notch-dhnlichen Phintotyp
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(151,152). Mogliche Funktionen der Preseniline sind daher die Beteiligung bei
Signaltransduktionsprozessen, die iiber die weitere Entwicklung der Zelle entscheiden, bei der
Prozessierung und dem Transport von Proteinen, bei Apoptose sowie der zelluldren Antwort auf
Stress (Ubersicht in (153,154).

2.3.3 Interaktionspartner von PS1

Seit dem Bekanntwerden der Preseniline wurden eine Reihe von Interaktionspartnern entdeckt.
Wie bereits erwéhnt, sind PS N- und C-terminale Fragmente Bestandteile hochmolekularer 150-
250 kDa Komplexe (121,155), die auch B-Catenin und Nicastrin enthalten (156). In Hefe-,,2-
hybrid-Assays” wurden Interaktionen mit dem Aktin-bindenden Protein Filamin, Calcium-
bindenden Proteinen wie dem so genannten Calsenilin (Calcium+Presenilin, (157), dem Calmyrin
und Sorcin, antiapoptotischen Proteinen wie Bcl-X;, der an der Regulation des Vesikeltransports
beteiligten GTPase Rabl1, dem Gehirn G-Protein G,, Notch, der Glykogen-Synthase-Kinase 33,
tau und B-Cateninen gezeigt. Das Mikrotubuli-assoziierte Protein tau sowie [-Catenin sind
bekannte Substrate der GSK3[3, und kiirzlich wurde auch PS1 als weiteres Substrat identifiziert
(158). Eine mogliche Beeinflussung der Phosphorylierung von Tau durch PS1 FAD-Mutationen
wire weiterhin denkbar. Die Verschiedenheit der mit PS interagierenden Proteine deutet auf
mogliche PS-Funktionen bei der Regulation von Signaltransduktionswegen, darunter Wnt und

Notch, aber auch Apoptose und Calcium-Homoostase hin.

Von besonderem Interesse ist die Interaktion der Preseniline mit Mitgliedern der Armadillo-
Proteinfamilie, darunter B-Catenin (155), y-Catenin, dem neuronalen §-Catenin (159), p0071
(160) und neural-spezifischem Plakophilin. Armadillo ist das B-Catenin homologe Protein in
Drosophila und zeichnet sich durch die mehrfache Wiederholung des Armadillo-Motivs aus, eine
42 Aminosduren lange Konsensussequenz, innerhalb der Protein-Protein-Wechselwirkungen
stattfinden. Ein Bereich am Ende des hydrophilen ,,Joop” von PS1 (Aminosiurereste 372-399)
zeigt teilweise Homologie zu dieser Armadillo-Konsensussequenz (161). Die Interaktion von PS1
und B-Catenin wird den Bereichen AA322-450 im PS1 und der Region 445-676 im [-Catenin
zugeschrieben (162). Andere Gruppen haben den an der Bindung beteiligten PS1-Bereich auf die
AA372-399 eingeschrinkt (155). Das 3-Catenin Protein ist an wichtigen Prozessen innerhalb der
Zelle und bei der Interaktion zwischen Zellen beteiligt. Ein Teil des B-Catenins ist an der
Plasmamembran lokalisiert, wo es an das Zelladhédsionsmolekiil E-Cadherin gebunden vorliegt,
das wiederum mit Proteinen der ECM interagiert. Gleichzeitig interagiert [-Catenin mit

o-Catenin, das wiederum an Aktin bindet, und stellt so die Verbindung zum Cytoskelett her.
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junctions” bei. Ein weiterer Teil des zelluldren B-Catenins befindet sich im Cytosol im Komplex
mit Axin, APC (,,adenomatous polyposis coli”) und GSK3B und ist beteiligt am Wnt-
Signaltransduktionsweg (163).

Es ist bekannt, dass der Wnt-Signaltransduktionsweg eine entscheidende Rolle wihrend der
Entwicklung des Tieres spielt, dort wiederum bei der Zelladhdsion und bei fiir die
Zellentwicklung wichtigen Entscheidungsprozessen. Defekte innerhalb dieser Kaskade fithren zu
unterschiedlichen physiologischen Abnormalititen, darunter Verdnderungen in frithen
Entwicklungsprozessen bis hin zur Krebsentstehung (164-166). Der Begriff Wnt ist ein Akronym
fiir die orthologen Gene wingless in Drosophila (167) und Wntl (frither int-1) in der Maus Mus
musculus. Humane Wnt-Gene wurden durch Sequenzhomologie zu diesen ersten Mitgliedern der
Wnt-Familie identifiziert. Sie kodieren fiir sekretierte Glykoproteine mit einer Lange von 350-400
Aminosduren und einem konservierten Verteilungsmuster fiir Cysteinreste iiber das gesamte

Protein.
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Abb. 2.4 Schema der Diversifizierung des Wnt-Signaltransduktionsweges Erlduterungen
sieche Text; Abbildung entnommen aus: Huelsken J., Birchmeier W. (2001) Current Opinion in
Genetics & Development 11, 547-553 (168)
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Das gegenwirtige Modell des Wnt-Signaltransduktionsweges schldgt vor, dass in der
Abwesenheit eines Wnt-Liganden cytosolisches B-Catenin von der Glykogen-Synthase-Kinase 33
konstitutiv phosphoryliert und so fiir den proteasomalen Abbau markiert wird. Durch
nachfolgende Ubiquitinierung und raschen Abbau durch das 26S Proteasom bleibt die Menge an
B-Catenin im Cytosol gering (169-171). Es wird davon ausgegangen, dass GSK3f in Komplex
mit Axin und APC vorliegt und die Phosphorylierung dieser beiden Proteine durch GSK3f die
Phosphorylierung des B-Catenins begiinstigt. Die Gegenwart von extrazelluliren Wnt-Liganden
fihrt zur Aktivierung des Wnt-Signaltransduktionsweges. Wnt-Liganden binden an
membranverankerte Rezeptoren der Frizzled (Fzd) Proteinfamilie, die das Signal in das Innere
der Zelle weiterleiten, indem sie das Dishevelled (Dsh) Protein aktivieren. Dsh wiederum
inaktiviert GSK3f, was zu einer Anreicherung von intrazellularem B-Catenin fiihrt. In Folge
dieser Anreicherung gelangt B-Catenin in den Zellkern, wo eine Interaktion mit Mitgliedern der
Let/TCF (,,T cell-specific transcription factor 1) Familie von Transkriptionsregulatoren
stattfindet, die schlieBlich zur Aktivierung von Wnt-Zielgenen fiihrt, darunter beispielsweise

Cyclin D1, c-myc und Metalloproteasen.

Seitdem bekannt ist, dass PS1 und -Catenin Interaktionspartner sind, wird diskutiert, welche
Effekte diese Interaktion auf 3-Catenin aber auch hinsichtlich der Bildung von AP bei Vorliegen
von PS1 FAD-Mutationen haben konnte. Die Untersuchungen zur funktionellen Relevanz der
PS1-B-Catenin-Wechselwirkung haben kontroverse Ergebnisse hervorgebracht. Es konnte gezeigt
werden, dass PS1 an der Regulation der cytosolischen 3-Catenin Menge beteiligt ist, wobei FAD-
Mutationen in PS1 zu einer erhdhten Degradation und damit zu geringerer Stabilitdt des
B-Catenins fiihrten (172,173). Im Gegensatz dazu wurde berichtet, dass wahrend PSI1wt den
Abbau von PB-Catenin stimuliert, PS1-Mutanten dies nicht tun und somit die Stabilitdt des
B-Catenins erhdhen (174). Neuere Untersuchungen von Killick ef al. haben dieser kontroversen
Diskussion eine weitere Schluflfolgerung hinzugefligt. Demnach wird die Stabilitdt und
Transkriptionsaktivitit des P-Catenins durch wt PS1 negativ reguliert. Diese negative
Regulierung wird von PS1-Mutanten hingegen schwicher ausgeiibt (175). Weiterhin wurde
gezeigt, dass PS FAD-Mutationen das intrazelluldre ,trafficking” von [-Catenin nach
Aktivierung des Wnt-Signaltransduktionsweges verdndern (176). Diese Aktivierung ist
experimentell durch niedrige Lithium-Konzentrationen zu erreichen. Li -Ionen inhibieren GSK3p
(177,178). Die durch Lithium-Ionen bzw. GSK3B-Inhibition induzierte Translokation von
B-Catenin in den Zellkern laft sich innerhalb kurzer Zeit nachweisen, ist aber signifikant
reduziert in humanen Fibroblasten von heterozygoten Trigern pathogener PS1- und PS2-
Mutationen (176).
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Neueste Untersuchungen befassen sich mit der physiologischen Bedeutung von drei

hochkonservierten GSK3[-Konsensus-Phosphorylierungsstellen innerhalb des PS1-,,loops”. Es

konnte gezeigt werden, dass eine dieser (S/T)xxxS-Konsensusbereiche, ndmlich STPES®’ mit

* und Ser”’ ausreichend und notwendig fiir die Interaktion mit

397

den Aminosdureresten Ser
B-Catenin ist (158). Mutationen des Ser
haben einen Anstieg des C-terminalen PS1-Fragments, nicht aber des NTF oder Holoproteins zur
Folge (179).

innerhalb eines weiteren GSK3[-Konsensusmotivs

2.4 Fragestellungen der Arbeit

Die vorliegende Doktorarbeit hatte zum Ziel, genauere Erkenntnisse hinsichtlich Vorkommnis,
Lokalisation und mdgliche Interaktionen von Presenilin 1 bzw. dem PS1 C- und N-terminalen
Fragment zu erhalten. Zu Beginn dieser Arbeit war nur wenig bekannt iiber die subzellulire
Lokalisation des Proteins, iiber die funktionell aktive Form, die Funktion der Preseniline generell
oder mogliche Interaktionspartner. Daher standen Experimente zur niheren Charakterisierung der
PS1-Fragmente sowie zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation zundchst im Vordergrund.
AuBlerdem sollten Untersuchungen zur Interaktion von PS1 und B-Catenin angestellt werden und
iiberpriift werden, ob und wie sich die Aktivierung des Wnt-Signaltransduktionsweges auf die
Bildung des AP-Fragments auswirkt. Um die geplanten Experimente ausfithren zu konnen,
mufiten geeignete Antikorper gegen die Presenilin-Fragmente hergestellt werden. Die
vorhandenen Antiseren waren in begrenzter Menge vorhanden, nicht spezifisch oder nicht

ausreichend spezifisch.

Ein erster Schwerpunkt der Arbeit bestand darin, Vollingen-PS1 sowie PS1-Fragmente in
Lysaten verschiedener Zellinien nachzuweisen. Im Mittelpunkt stand die humane
Neuroblastomazellinie (SH-SYS5Y-Zellen) und Rattenhirnhomogenat. Da zum Zeitpunkt der
Analysen nicht bekannt war, unter welchen Bedingungen sich Volldngen-PS1-Protein und PS1-
Fragmente nachweisen lassen, wurden mit ,,Western Blot“ Detektion PS1-Proteine aus
unterschiedlich behandelten Proben nachgewiesen. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse wurden
publiziert (126).

Aus oben erwihnten Griinden war die Herstellung von Antikdrpern gegen PS1 notwendig. Es
sollte daher mit der Klonierung von geeigneten PS1-Bereichen begonnen werden, die spéter zur
Immunisierung von Kaninchen verwendet werden sollten. Da insbesondere die vorhandenen,

gegen den C-terminalen PS1-Bereich gerichteten Antikérper unzureichende Qualitdt aufwiesen,

20



Einleitung

sollte der gesamte PS1-,,loop”-Bereich rekombinant in E. coli exprimiert und die aufgereinigten
Proteine fiir die Immunisierung von Kaninchen eingesetzt werden. Um auch Antikorper gegen
den N-Terminus zu erhalten, wurden als weitere Bereiche der PS1 N-Terminus bis zur ersten
Transmembrandomine sowie bis zur zweiten Transmembrandomédne ausgewihlt, wobei diese
Abschnitte als GST-Fusionsproteine in E. coli exprimiert und nachfolgend aufgereinigt werden
sollten. Das Plasmid pRSETB-PS1-loop wurde freundlicherweise von Roberto Cappai
(Melbourne) zur Verfiigung gestellt. Die Proteinaufreinigung aus E. coli BL 21 Bakterien erfolgte
unter Mithilfe von Andrea Schlicksupp, der hierfiir ausdriicklich gedankt wird. Nach
Erstimmunisierung und Folgeimmunisierungen sollten die Antiseren in regelméfBigen Abstinden
iiberpriift werden und das finale Serum bei ausreichender Spezifitdt und Titergehalt gewonnen
werden. Die erhaltenen Antiseren waren dann in ,,Western Blot” Analysen und
Immunprézipitationen ndher zu charakterisieren und ihre Verwendung bei der
Immunfluoreszenzanfarbung von Zellen zu iiberpriifen und mit Referenz-Antikérpern zu

vergleichen.

Den Presenilinen wurde schon bald nach ihrer Entdeckung die Beteiligung bei zelluldren
Differenzierungsprozessen und embryonaler Entwicklung zugeschrieben. Die Interaktion mit [3-
Catenin, das bei der Zelladhdsion und im Wnt-Signaltransduktionsweg relevant ist, unterstiitzt
diese Annahme. Es sollte daher die Interaktion von PS1 und B-Catenin verifiziert werden. Dazu
wurden die Lysate von SH-SYS5Y- sowie MDCK-Zellen verwendet. Polarisierte Zellen wie es
neuronale Zellen bzw. Endothelzellen sind, wurden fiir derartige Untersuchungen herangezogen,
da neuronale Zellen und Epithelzellen beteiligt sind bei der Entstehung seniler Plaques sowie
zerebraler, amyloider Angiopathie. Untersuchungen zum Transport von APP wurden mit MDCK-
Zellen durchgefiihrt (180). Ein weiterer Vorteil bestand darin, dass diese Zellen ausreichende
Mengen an B-Catenin synthetisieren. Die Verifizierung der Interaktion von PS1 und B-Catenin in
SH-SYS5Y- und MDCK-Zellen sollte mittels Ko-Immunprézipitation und nachfolgender ,,Western

Blot* Analyse unter Verwendung der in dieser Arbeit hergestellten Antiseren erfolgen.

Nach der Identifizierung von B-Catenin als PS1-Interaktionspartner (162) und angesichts der
Bedeutung von -Catenin innerhalb des Wnt-Signaltransduktionswegs stellte sich die Frage nach
einer moglichen Auswirkung auf die Bildung des AB-Fragments. Untersuchungen hierzu wurden
mit MDCK-Zellen durchgefiihrt. Durch Kultivieren der Zellen in Gegenwart von Lithiumchlorid
sollte eine Anreicherung von [B-Catenin in der Zelle erreicht und ein moglicher Effekt auf die

Bildung bzw. Sekretion des AB-Fragments beobachtet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von PS1 in Wildtyp bzw. stabil mit PS1 transfizierten humanen
Neuroblastomazellen und Rattenhirngewebe

3.1.1 ,Western Blot“ Detektion von Vollingen-PS1 und PS1-Fragmenten aus Wildtyp

bzw. stabil mit PS1 transfizierten humanen Neuroblastomazellen und Rattenhirngewebe

Da zum Zeitpunkt der Analysen noch nicht bekannt war, unter welchen Bedingungen sich
Volllaingen-PS1-Protein und PS1-Fragmente nachweisen lassen, wurden mit ,,Western Blot*
Detektion PSI-Proteine aus unterschiedlich behandelten Lysaten von SH-SYS5Y-Zellen
nachgewiesen. Es wurden Lysate von PS1-transfizierten, Vektor-transfizierten und Wildtyp SH-
SY5Y-Zellen verwendet, die entweder fiir 30 min bei 37 °C oder fiir 5 min bei 100 °C inkubiert

wurden.
voWE R o
SH-SY5Y-Zellen |wt & & & wt &
9 N SR
Kompetition - - - - + + +
Probenbehandlung [37°C  37°C  37°C  100°C  37°C  37°C  37°C
- |
Mr [kDa]
— ar o - pE— — o | %
43 — | — <¢— full-length PS1
28 —
18 — — - <— PSI-CTF
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.1 ,,Western Blot*“ Detektion von PS1-full length und PS1-CTF aus Lysaten von SH-
SYS5Y-Zellen Spur 1, 2, 3: Detektion von PS1-CTF und Volllingen-PS1 aus bei 37°C
behandeltem Lysat von verschiedenen SH-SY5Y-Zellinien mit pAk C6; Spur 4: Probe bei 100 °C
inkubiert; Spur 5, 6, 7: analog zu Spur 1, 2, 3 mit jeweiligem Antigen zur Kompetition
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Das C-terminale PS1-Fragment wird in allen Zelllysaten bei etwa 18 kDa detektiert (Spur 1, 2, 3,
4). In Spur 4 wurde Lysat aus PSl1-transfizierten SH-SY5Y-Zellen aufgetragen, das vor dem
Gelauftrag bei 100 °C inkubiert wurde. Auch bei dieser Probe wird PS1-CTF von dem gegen das
C-terminale Fragment gerichteten Antikorper C6 detektiert. Das PS1-Vollldngenprotein wird nur
in der bei 37 °C behandelten Probe mit Lysat aus PS1-transfizierten SH-SY5Y-Zellen detektiert
(Spur 3), nicht hingegen im Lysat von Vektor- oder nicht transfizierten Zellen bzw. der bei
100 °C behandelten Probe (Spur 1, 2, 4). In nicht mit PS1 transfizierten Zellen ist die Menge an
Vollldngenprotein zu gering, um detektiert werden zu konnen (Spur 1, 2). Das Erhitzen der Probe
auf 100 °C hat zur Folge, dass das vorhandene Volllingenprotein aus dem Lysat von PS1-
transfizierten Zellen aggregiert und als Aggregat im hochmolekularen Bereich zu detektieren ist
(Spur 4, angezeigt durch Pfeilkopf). In den Proben 5, 6 und 7 wurde die ,,Western Blot*
Detektion in Gegenwart des entsprechenden Peptids, welches zur Herstellung des Antikorpers
benutzt wurde durchgefiihrt. Durch diese Kompetition wurden die gegen PS1-CTF gerichteten
Antikorper mit dem Peptid abgesittigt und folglich keine entsprechenden Banden markiert (Spur
5, 6, 7). Bei der in allen Proben markierten Bande bei etwa 50 kDa (angezeigt durch *) handelt es

sich daher um eine durch unspezifisch bindende Antikorper hervorgerufene Immunreaktivitit.

S & o
> = = N o
SH-SY5Y-Zellen |wt & & & w & &
¥ ¥ R <R
Kompetition - - - - + + +
Probenbehandlung [37°C 37°C  37°C  100°C 37°C 37°C 37°C
e <4
Mr [kDa]
43 — — <¢— full-length PS1
28 — - e <— PSINTF
18 —
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.2 ,,Western Blot“ Detektion von PS1-Gesamtprotein und PS1-NTF aus Lysaten von
SH-SYS5Y-Zellen Spur 1, 2, 3: Detektion von PSI-NTF und Volllingen-PS1 aus bei 37°C
behandeltem Lysat von verschiedenen SH-SY5Y-Zellinien mit pAk 95/23; Spur 4: Probe bei 100
°C inkubiert; Spur 5, 6, 7: analog zu Spur 1, 2, 3 mit jeweiligem Antigen zur Kompetition
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PSI-NTF wird in Lysaten von Wildtyp (Spur 1), Vektor-transfizierten (Spur 2) und PS1-
transfizierten SH-SYS5Y-Zellen (Spur 3) detektiert. PS1-Vollldngenprotein wird nur im Lysat von
mit PS1-transfizierten Zellen detektiert (Spur 3). Wird diese Probe vor Gelauftrag fiir 5 min bei
100 °C denaturiert, so aggregieren sowohl das PS1-NTF als auch das Vollldngenprotein und sind
als Bande im hochmolekularen Bereich wiederzufinden (Spur 4, angezeigt durch Pfeilkopf). Bei
der Detektion in Gegenwart des kompetitierenden Antigens werden keine Banden detektiert, was
die Spezifitit des verwendeten pAk 95/23 hervorhebt.

Antiserum Cé6 Cé6 95/23 95/23
Probenbehandlung | 37°C 100°C  37°C 100°C
<
Mr [kDa] | "
43 — -~ - p— %
28 — —_ <4— PSI-NTF
<
s - - <¢— PSI-CTF

Abb. 3.3 ,,Western Blot* Detektion von PS1-Fragmenten aus Rattenhirnhomogenat Spur 1,
2: Detektion von PS1-CTF mit pAk C6; Spur 3, 4: Detektion von PS1-NTF mit pAk 95/23;
Proben in Spur 1, 3 vor Gelauftrag bei 37 °C inkubiert, Proben aus Spur 2, 4 vor Gelauftrag bei
100 °C inkubiert
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In den Proben aus Rattenhirngewebe wird kein PS1-Volllingenprotein detektiert, was die
Annahme bestitigt, dass die funktionelle Form von PS1 im Organismus nicht das
Vollldngenprotein ist, sondern die Fragmente. Der polyklonale Antikérper C6 detektiert das C-
terminale Fragment sowohl in der vor Gelauftrag bei 37 °C behandelten Probe als auch in der
gekochten Probe. Weiterhin ist bei der mit 37 °C behandelten Probe ein PS1-CTF mit einem
apparenten Molekulargewicht von etwa 22 kDa vorhanden, bei dem es sich um eine
phosphorylierte Form des CTF handeln konnte (angezeigt durch weiflen Pfeil; (181)). Bei den
weiterhin detektierten Banden handelt es sich um unspezifische Immunreaktivititen des
Antikorpers (angezeigt durch *), wie in weiteren Proben mit Kompetition untersucht wurde (nicht
gezeigt). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abbildung 3.1 fiihrt das Kochen der Probe
auch hier zu einem Aggregieren des N-terminalen Fragments. In Spur 3 detektiert das polyklonale
Antiserum 95/23 das N-terminale PS1-Fragment bei einem Molekulargewicht von 28 kDa, das
Erhitzen der Probe auf 100 °C fiihrt zur Agrregation und zur Detektion einer Bande im

hochmolekularen Bereich (Spur 4, angezeigt durch Pfeilkopf).

Die Analysen haben gezeigt, dass bei den Fragmenten je nach Herkunft geringe Unterschiede im
apparenten Molekulargewicht vorliegen: PS1-NTF aus Zellen lduft bei etwa 28 kDa, PS1-NTF
aus Rattenhirngewebe bei etwa 29 kDa. Fir PSI-CTF sind es entsprechende
Molekulargewichtsgrofen von 18 bzw. 20 kDa.

3.1.2 Immunprizipitation von Vollingen-PS1 und PS1-Fragmenten aus Wildtyp

bzw. stabil mit PS1 transfizierten humanen Neuroblastomazellen
Neben der Detektion im ,,Western Blot* wurden PS1-Fragmente als auch PS1-Volllingenprotein

mit den polyklonalen Antiseren C6 und 95/23 immunprizipitiert und die spezifische

Immunprézipitation in Gegenwart des entsprechenden Antigens blockiert.
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Abb. 3.4 TP von PS1 aus Zelllysat von 35S-Methionin-markierten PS1-transfizierten SH-
SY5Y-Zellen mit 95/23 und C6 Antiserum Spur 1, 3, 5, 7: IP von PS1-NTF und Volllingen-
PS1 aus Lysat von verschiedenen SH-SY5Y-Zellinien mit pAk 95/23; Spur 2, 4, 6: IP von PS1-
CTF und Volllingen-PS1 aus Lysat von verschiedenen SH-SY5Y-Zellinien mit pAk C6; Spur
6,7: IP in Gegenwart des entsprechenden Antigens

Die IPs von Lysaten der mit PSI transfizierten SH-SY5Y-Zellen mit beiden verwendeten
Antiseren fiihren zur Prézipiation des PS1-Vollldngenproteins bei etwa 46 kDa und dem N-
terminalen Fragment (Spur 1) bzw. dem C-terminalen Fragment (Spur 2). Weiterhin werden vom
polyklonalen Antikorper 95/23 das N-terminale PS1-Fragment aus Lysaten von mit dem pCEP4-
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Vektor und Wildtyp SH-SYS5Y-Zellen immunprizipitiert (Spur 3, 5), allerdings kein PSI1-
Volllangenprotein. Ebenso prazipitiert das Antiserum C6 PSI1-CTF aber kein PSI-
Vollldngenprotein aus dem Lysat von Vektor-transfizierten SH-SYS5Y-Zellen (Spur 4). Bei den
Proben 6 und 7 wurde die IP in Gegenwart des entsprechenden Antigens durchgefiihrt. Die in
diesen Proben immunprézipitierten Proteine sind somit auf unspezifische Reaktionen der
Antiseren zuriickzufiihren. Die schwache Bande, die im Bereich von 46 kDa in Spur 7 prazipitiert
wurde, konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass nicht alle Antikdrper vom Antigen abgesittigt
wurden oder aber neben dem PSI-Volllingenprotein ein weiteres Protein mit dem gleichen

Molekulargewicht unspezifisch vom Antikdrper 95/23 erkannt wird.

3.2 Klonierung von rekombinanten PS1-Proteinen und GST-PS1-Fusionsproteinen

3.2.1 Klonierung und Aufreinigung von rekombinantem PS1-,loop*“-Protein

Da die vorhandenen Antiseren nur in begrenzter Menge vorhanden, nicht spezifisch oder nicht
ausreichend spezifisch waren, muflten geeignete Antikdrper gegen die Presenilin-Fragmente
hergestellt werden um die geplanten Experimente ausfiihren zu kénnen. Da vor allem gegen den
C-terminalen Bereich von PS1 gerichtete Antikorper nicht in ausreichender Menge oder
Spezifitit vorhanden waren, stand die Herstellung von diesen Antiseren zundchst im
Vordergrund. Als Antigen wurde die Region des hydrophilen ,loop”-Bereichs von PSI
ausgewihlt. Zum einen sollte diese hydrophile Domine keine Probleme in Hinblick auf die
Loslichkeit darstellen, zum anderen konnten bereits spezifische Antiseren von anderen Gruppen

gegen diese Region hergestellt werden.

Zur Gewinnung von rekombinantem PSI-,loop‘“-Protein wurden AS 263-407 in den Vektor
pRSETB kloniert. Das Plasmid pRSETB-PS1-loop wurde freundlicherweise von Roberto Cappai
(Melbourne) zur Verfiigung gestellt. Das Konstrukt wurde mit Hilfe von DNA-Sequenzierung
iiberpriift und in E. coli BL21 Zellen exprimiert. Das rekombinante PS1-,,loop*“-Protein wurde
nach Sonifizierung des Bakteriensediments zur Aufreinigung auf priparative SDS-Gele
aufgetragen, aus den entsprechenden Gelbereichen elektroeluiert und durch nachfolgende
Gelfiltrationschromatographie umgepuffert und renaturiert. Von der erhaltenen Proteinldosung
wurde mittels BCA-Test eine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt und die Reinheit der

Probe in SDS-PAGE durch Anfirbung mit Coomassie-Fiarbelosung iiberpriift.
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28 kDa —

18 kDa—

Abb. 3.5 Rekombinantes PS1-loop Protein Jeweils 5 pl der 2. Eluatfraktion (1 pg/ul, Spur 1)
bzw. der dritten Eluatfraktion (0,6 png/ul, Spur 2) nach Gelfiltrationschromatographie

Das rekombinante PS1-,,loop*“-Protein besitzt ein Molekulargewicht von etwa 20 kDa und ist sehr

rein in der Probe enthalten.

3.2.2 Klonierung und Aufreinigung von GST-PS1-Fusionsproteinen

Um Antikorper fiir den Nachweis von PS1-NTF und PS1-Holoprotein zu gewinnen, wurde der N-
Terminus von PS1 bis zur Transmembrandomine 1 (TMD1) bzw. die N-terminale Region bis zur
TMD?2 als Antigen verwendet. Diese Bereiche wurden als Antigene ausgewihlt, da der N-
Terminus von PS1 als cytosolische Doméne gut zugénglich ist und eine gute Immunreaktivitét
der Antikorper erwartet wurde. Die PS1-Bereiche AS2-81 bzw. AS2-132 wurden in den pGEX-
5X-1 Vektor kloniert und in E. coli DH5a Zellen exprimiert. Die Aufreinigung der GST-PSI-
Fusionsproteine war am effizientesten mit priparativer SDS-PAGE, Elektroelution und
nachfolgender Gelfiltrationschromatographie. Da ein Verlust an Protein vermieden werden sollte,
wurde das GST nicht abgespalten und das gesamte Fusionsprotein zur Immunisierung verwendet.
Die Proteine wurden durch Coomassie-Anfarbung im SDS-Gel und durch ,,Western-Blot*

Detektion mit gegen GST bzw. PS1 gerichteten Antikorpern iiberpriift.

1 2 3 4

43 kDa—|
— |

-

28 kDa_| T

-

18 kDa—

Abb. 3.6 GST-PS1-Fusionsproteine Coomassie-angefarbt; Spur 1 und 2: Fusionsprotein mit N-
terminalem PS1-Bereich AS2-81; Spur 3 und 4: FP mit N-terminalem PS1-Bereich AS 2-132
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Das GST-PS1-Fusionsprotein, das den PS1-Bereich bis zur ersten Transmembrandoméne enthilt,
besitzt ein apparentes Molekulargewicht von etwa 33 kDa. Das Fusionsprotein mit dem PS1-N-
terminalen Bereich bis zur zweiten Transmembrandomine besitzt ein apparentes
Molekulargewicht von etwa 40 kDa. Das Coomassie-angefirbte SDS-Gel zeigt neben den

Fusionsproteinen auch einen geringen Anteil an Abbauprodukten dieser Proteine.

Detektion Detektion
a GST a PS1
\ \ \ \
&f%%\oo\ £ &g%\%\ PR
FV ELY [ELY S
KOS EOEEES
43 kDa —
' <— GST-NTF2-81
- ' . <— GST-NTF2-132
28 kDa — -
18 kDa —

Abb. 3.7 ,,Western Blot“ Analyse von GST-PS1-Fusionsproteinen Spur 1 und 2: Detektion
der GST-Fusionsproteine mit pAk gegen GST; Spur 3 und 4: Detektion der GST-Fusionsproteine
mit pAk 95/23 gegen PS1-N-Terminus

Die erhaltenen Proben mit den GST-PS1-Fusionsproteinen wurden in einer ,,Western-Blot*
Analyse mit Antikorpern gegen GST bzw. PS1 iiberpriift. Die gegen GST gerichteten Antikrper
zeigen in Gegenwart des GST-PS1-Fusionsproteins bis TMDI1 Immunreaktivitit mit
Proteinbanden im Bereich von etwa 34 kDa (Spur 1). In der Spur mit dem GST-PSI-
Fusionsprotein bis TMD2 markiert der Antikdrper Banden im Bereich von 30 und etwa 40 kDa
(Spur 2). Bei der Detektion mit gegen PS1 gerichtetem Antikorper werden die gleichen Banden
markiert und Abbauprodukte der jeweiligen Proteine.
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3.3 Polyklonale Antiseren gegen PS1

3.3.1 Herstellung polyklonaler Antiseren gegen PS1

Zur Gewinnung von Antikoérpern gegen den C-terminalen Bereich von PS1 wurden Kaninchen
mit rekombinant exprimiertem PSI1-,loop“-Protein (AS 263-407) immunisiert. Fiir die
Gewinnung von Antikorpern gegen die N-terminale Region von PS1 wurden Kaninchen mit PS1-
GST-Fusionsproteinen immunisiert. Die Immunisierungen erfolgten mit jeweils etwa 500 pg
aufgereinigtem Antigen im Abstand von 3-4 Wochen.

Antiserum  gerichtet gegen Antigen

29414 PS1-CTF PS1 AS263-407 (PS1-,,loop*), denaturiert

29498 PS1-CTF PS1 AS263-407 (PS1-,,loop*), denaturiert

128 PS1-NTF PS1 AS2-81 (PS1-N-Terminus bis TMD1), nativ

129 PSI-NTF PS1 AS2-81 (PS1-N-Terminus bis TMD1), denaturiert
130 PSI-NTF PS1 AS2-132 (PS1-N-Terminus bis TMD2), nativ

131 PS1-NTF PS1 AS2-132 (PS1-N-Terminus bis TMD?2), denaturiert

3.3.2 Charakterisierung polyklonaler Antiseren gegen den C-terminalen Bereich von PS1

Die hergestellten polyklonalen Antiseren gegen den C-terminalen Bereich von PS1 wurden
mittels Immunprizipitation der mit 35S-Methionin metabolisch markierten Proteine und mit
»Western-Blot“ Analyse charakterisiert. Fiir diese Analysen wurden sowohl stabil PS1
exprimierende SH-SYS5Y Zellen als auch Wildtyp SH-SYSY und Wildtyp MDCK Zellen

verwendet.
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SH-SYSY Zellen pCEP4.PS1 wt
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Abb. 3.8 Immunprizipitation von PS1 aus Zelllysat von 35S-Methionin-markierten SH-
SY5Y-Zellen mit polyklonalen Antiseren 29498, 29414 und 95/23 Spur 1: I[P mit pAk 29498
gegen PS1-loop; Spur 2: IP mit pAk 29414 gegen PS1-loop; Spur 3 und 4: IP mit pAk 95/23
gegen PS1-N-Terminus

In den ersten drei Spuren wurde fiir die Immunprézipitation Lysat von PS1-transfizierten SH-
SY5Y-Zellen verwendet, in Spur 4 Lysat von SH-SYS5Y-wt Zellen. Beim Vergleich der
Immunprézipitate von Spur 3 und 4 laft sich deutlich der Unterschied in der Menge an
vorhandenem PS1 Protein feststellen. Aus dem Lysat der Wildtyp-Zellen wird praktisch kein
Volllingen-PS1 immunprézipitiert. Die entsprechende Bande bei etwa 46 kDa ist in Spur 4 nicht
zu erkennen. Auch beim Vergleich der Menge an N-terminalem Fragment, was der Bande bei 28
kDa entspricht, wird in den Wildtyp-Zellen erheblich weniger Protein immunprézipitiert.

Die beiden gegen den PSl-loop gerichteten polyklonalen Antiseren 29498 und 29414
immunpréazipitieren Vollldingen-PS1 als auch C-terminales PS1-Fragment. Die dem
Volllingenprotein entsprechende Bande verlduft bei etwa 46 kDa, also oberhalb der in allen

Proben und Vorinkubationen mit Priimmunserum enthaltenen unspezifischen Bande bei 43 kDa
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(angezeigt durch *). Die Banden mit dem Prézipitat an C-terminalem Fragment sind schwach
ausgeprigt und laufen bei etwa 18 kDa. Dabei ist in der IP mit Ak 29414 die Bande etwas starker
als mit 29498. Deutlichere Signale werden in weiteren IPs erhalten (vgl. Abb. 3.7).

A B
o AN
N N N o
SH-SYSY Zellen | & & & S 3
& & & & & &
N N
Antiserum 29498 29414 c6 29498
- ww -— full-length PS1
43 kDa—]
28 kDa— o
18 kDa— — - i ww| a— PSI-CTF
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 3.9 ,,Western Blot“ Detektion von PS1 mit polyklonalen PS1-Antiseren 29498, 29414
und C6 Spur 1 und 2: Detektion mit pAk 29498; Spur 3 und 4: Detektion mit pAk 29414; Spur 5
und 6: Detektion mit pAk C6; Spur 7 und 8: Detektion mit pAk 29498; Zelllysat von SH-
SY5Ywt-Zellen (Spur 1, 3, 5, 7); Zelllysat von PS1-transfizierten SH-SY5Y-Zellen (Spur 2, 4, 6,
8)

Teil A der Abbildung zeigt im Vergleich die Detektion von Vollldngenprotein und PS1-C-
terminalem Fragment mit den in dieser Arbeit hergestellten polyklonalen Antiseren 29498 und
29414. Nur bei Verwendung der Lysate von PSl-transfizierten SH-SY5Y Zellen wird PS1-
Vollldngenprotein markiert. Die bei 46 kDa laufende Bande wird von allen verwendeten
Antikdrpern detektiert (Spur 2, 4, 6, 8). Auch PS1-CTF wird bei Lysaten von transfizierten Zellen
von allen Antikdrpern deutlich markiert. Weitaus geringer ist die in Wildtyp SH-SYS5Y Zellen
vorhandene Menge an PS1-CTF, was zu schwicheren Banden im Bereich von 18 kDa fiihrt (Spur
1, 3,5, 7). Im Teil B der Abbildung ist der direkte Vergleich der Detektion mit dem in dieser

Arbeit hergestellten Ak 29498 und einem bereits beschriebenen, von einer anderen Arbeitsgruppe

32



Ergebnisse

zur Verfligung gestellten C-terminalen PS1-Antikorper C6, der gegen die Reste 344-358 von PS1
und somit das CTF gerichtet ist, dargestellt. Der pAk 29498 detektiert gleichermallen einwandfrei
die entsprechenden Banden und liefert im Vergleich zu pAk 29414 in der ,,Western Blot*

Analyse die besseren Ergebnisse.

-— <4— PS1-CTF
18 kDa—

Abb. 3.10 Immunprizipitation mit nachfolgender ,,Western Blot* Detektion von PS1-CTF
aus MDCKwt- und SH-SY5Y-Zelllysaten Spurl: Lysat von MDCKwt-Zellen; Spur 2: Lysat
von SH-SYS5Y-SPA4CT-Zellen; IP mit pAk 29414; ,,Western Blot* Detektion mit pAk 29498

Bei der IP mit den Zelllysaten von MDCKwt- und SH-SY5Y-Zellen wurden unterschiedliche
Mengen eingesetzt, so dass die unterschiedlich starken Signale bei der Detektion keinen direkten
Riickschlufl auf die in den Zellen vorhandene Menge von PS1-CTF zulassen. In beiden Proben
wird PS1-CTF von pAk 29414 immunprézipitiert und nachfolgend von pAk 29498 detektiert. Die
Bande verlduft etwas oberhalb der Markerproteinbande bei 18 kDa. Die Funktionalitét der selbst
hergestellten Antikorper 29498 und 29414 gegen PS1 in Immunprizipitation und ,,Western Blot*
Analyse ist unter den hier angestellten Versuchsbedingungen gegeben und PS1-CTF wird

immunprazipitiert sowie detektiert.

3.3.3 Charakterisierung polyklonaler Antiseren gegen den N-terminalen Bereich von PS1

Wie weiter oben beschrieben, wurden vier weitere Kaninchen mit GST-PS1-Fusionsproteinen
immunisiert. Die so gewonnenen gegen den N-terminalen Bereich von PS1 gerichteten
Antikorper 128 bis 131 wurden mit Hilfe von Immunprézipitation und ,,Western Blot* Analyse

iiberpriift und mit weiteren Antiseren verglichen.
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Abb. 3.11 Immunprizipitation von PS1 aus Zelllysaten von 35S-Methionin-markierten PS1-
transfizierten SH-SY5Y-Zellen mit polyklonalen PS1-Antiseren 95/23, 29414, 128, 129, 130
und 131 Die Zellen wurden fiir 4 h mit 300 pCi 35S-Methionin markiert und PS1 mit den
angezeigten Antiseren aus den Zelllysaten immunprizipitiert. Spur 1 bis 6: Prézipitate der
Vorinkubation mit Prdimmunseren der jeweiligen Antikdrper; Spur 7 bis 12: Immunprizipitation
nach Vorinkubation

Um die Antiseren beziiglich der Erkennung/Prézipitation von Vollldingen-PS1 und PSI1-
Fragmenten zu analysieren, wurden Lysate von stabil mit PS1 transfizierten SH-SYSY Zellen
verwendet. In der Vorinkubation der Zelllysate mit den Praiimmunseren wird eine Bande mit etwa
40 kDa unspezifisch immunprézipitiert und wenige weitere Banden im hochmolekularen Bereich.

Alle in dieser Arbeit hergestellten gegen den N-Terminus von PS1 gerichteten Antikorper.
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prazipitieren das Volllaingenprotein und PS1-NTF (Spur 9, 10, 11, 12). Dabei ist pAk 128
hervorzuheben, der fast keine unspezifischen Banden prézipitiert. Im direkten Vergleich zu dem
bereits beschriebenen pAk 95/23 ist die Spezifitit der in dieser Arbeit hergestellten Antikorper
128, 129, 130 und 131 von vergleichbarer Qualitdt. Spur 8 zeigt die Immunprazipitation mit dem
gegen den PS1-loop gerichteten pAk 29414, der das Volllingenprotein und PS1-CTF mit einem

apparenten Molekulargewicht von etwa 18 kDa prézipitiert.

SH-SYS5Y pCEP4.PS1 SH-SYS5Y pCEP4.PS1
Antiserum Praimmunserum
SR % 9 N N % N O S DD
@bf @b‘ N N N G q°>\ U NN 0,6\
HiTrap GST-Sepharose

“- --‘/

‘ !" 43 kDa
-
:

= = ==
30 kDa — -
¢ . = — 28kDa
21,5kDa—™ & ] f LD
- , ' ! : e - a
. “.2“
_ - ' - L. a8 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1314

Abb. 3.12 Immunprizipitation von PS1 aus Zelllysat von 35S-Methionin-markierten PS1-
transfizierten SH-SYS5Y-Zellen mit 95/23 und aufgereinigten PS1-Antiseren 29498, 29414,
128, 129, 130 und 131 Spur 1, 2: pAk 29498 und 29414 aufgereinigt mittels Protein A-Sepharose
Affinitdtschromatographie; Spur 3, 4, 5, 6: pAk 128, 129, 130 und 131 aufgereinigt mittels GST-
Sepharose; Spuren 8 bis 14: Vorinkubation mit den jeweiligen Praimmunseren

Die gegen den PSl-loop gerichteten polyklonalen Antiseren 29498 und 29414 wurden iiber
Protein A-Sepharose Affinititschromatographie aufgereinigt und prézipitieren spezifisch
Vollldngenprotein bei etwa 46 kDa und PS1-CTF bei etwa 21 kDa wie der Vergleich zur
Vorprézipitation mit Praimmunserum zeigt (Spur 1, 2, 8, 9). Die gegen den N-terminalen PS1-

Bereich gerichteten Antikorper wurden durch Immunisierung mit GST-PS1-Fusionsproteinen
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hergestellt. Um unerwiinschte Antikorper zu entfernen, wurden die Seren mit GST-Sepharose
inkubiert, um die ebenfalls vorhandenen gegen GST gerichteten Antikorper an die Matrix zu
binden. Diese Prozedur hat im Ergebnis jedoch nicht die Spezifitdt der Antikdrper erhoht, was
der Vergleich mit pAk 95/23 (Spur 7) und mit den IPs in Abb. 3.11 zeigt. Die erhdhte Intensitét
unspezifisch prézipitierter Banden auch bei der Voriprazipitation mit Priimmunseren 148t sich
weiterhin mit der Verwendung von Lysaten erklidren, die aus Zellen in anderen Passagen
hergestellt wurden, mit einer anderen Zelldichte oder Unterschieden in der metabolischen

Markierung.

Zusammenfassend 4Bt sich feststellen, dass die in dieser Arbeit hergestellten Antiseren PS1-FL
und PS1-Fragmente aus metabolisch markierten Zellen spezifisch prézipitieren. Eine
weitergehende Aufreinigung der Antiseren brachte keine Verbesserung beziiglich der
Prizipitation unspezifischer Banden und wurde deshalb fiir weiterfiihrende Experimente nicht
mehr durchgefiihrt.

Antiserum 95/23 128 131

—

43 KDa— " | <« full-length PSI

28 kDa—| ' <& PS1-NTF

1 2 3 4 5 6

Abb 3.13 ,,Western Blot*“ Detektion von PS1 aus Lysaten PS1-transfizierter SH-SYSY- und
MDCKwt-Zellen mit pAk 95/23, 128 und 131 Spur 1, 3, 5: Lysat von PS1-transfizierten SH-
SY5Y-Zellen; Spur 2,4,6: Lysat von MDCKwt-Zellen

Die gegen N-terminale PS1-Bereiche gerichteten pAk 128 und 131 (sowie 129 und 130, nicht
gezeigt) zeigen nur schwache Immunreaktivitit gegeniiber PS1 bei der Verwendung in der
,Western Blot“ Analyse. Es werden nur schwache Banden im Bereich des PS1-NTF bei etwa 28
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kDa markiert, wobei auch die von pAk 95/23 detektierten Banden schwach ausgeprégt sind. Im
Bereich des Vollldngenproteins bei etwa 46 kDa ist das Signal von pAk 131 verglichen mit den
beiden anderen verwendeten Antikorpern am stirksten. Im Ergebnis 148t sich feststellen, dass die
selbst hergestellten und gegen den N-terminalen PS1-Bereich gerichteten polyklonalen Antiseren
in der ,,Western Blot*“ Analyse nicht die gewlinschte Qualitdt zeigen, in der Immunprézipitation

allerdings sehr gute Ergebnisse liefern.

3.4 Interaktion von PS1 und B-Catenin

3.4.1 Koimmunprizipitation von PS1-Fragmenten und B-Catenin

Seitdem bekannt ist, dass PS1 und B-Catenin Interaktionspartner sind (162), wird diskutiert,
welche Effekte diese Interaktion auch hinsichtlich der Bildung von A haben koénnte. Um
zundchst diese Interaktion zu verifizieren, wurden Lysate von SH-SY5Y-Zellen sowie MDCK-
Zellen fiir die Immunprizipitation mit nachfolgendem ,,Western Blot*“ verwendet. Der Versuch
wurde mindestens dreimal durchgefiihrt, wobei die Koimmunprizipitation sowohl mit CHAPSO-
Lysispuffer als auch mit Digitonin-Lysispuffer erfolgreich war und zu gleichen Ergebnissen
fiihrte. Diese Detergenzien wurden gewdhlt, um eine milde Solubilisierung der Zellen
durchzufiihren und bei der Lyse die Proteinkomplexe nicht zu zerstoren. Die in den Abbildungen
3.14 und 3.15 gezeigten Immunprizipitationen wurden mit 1 % Digitonin-Lysispuffer
durchgefiihrt. Verwendet wurden Lysate von SH-SY5Y-Zellen und von MDCK-Zellen (beide mit
dem y-Sekretase Substrat SPA4CT transfiziert), wobei die Transfektion der Zellen hier nicht von
Relevanz ist (ndhere Angaben siehe Kap. 5.9).

Jenachdem welche Interaktion gezeigt werden sollte, wurden die Antikorper fiir die

Immunfillung bzw. fiir die nachfolgende ,,Western Blot* Detektion entsprechend ausgewaihlt:

-> Immunfillung mit Ak gegen PS1 und Detektion mit Ak gegen B-Catenin zum Nachweis
der PS1/B-Catenin-Interaktion

> Immunfillung mit Ak gegen B-Catenin und Detektion mit Ak gegen PS1 zum Nachweis
der PS1/B-Catenin-Interaktion

-> Immunfallung mit Ak gegen PS1 und Detektion mit Ak gegen PS1 zum Nachweis
der PS1-NTF/CTF-Interaktion
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Abb. 3.14 Immunprizipitation von PS1 und B-Catenin aus Zellysat von SPA4CT-
transfizierten SH-SYS5Y-Zellen mit nachfolgendem ,,Western Blot“ mit verschiedenen
Antikorpern gegen PS1 und B-Catenin Zellaufschluf mit Digitonin-Lysispuffer, Spur 1: 100
ug Lysat direkt aufs Gel aufgetragen; Spur 2-5: gleiche Mengen an Lysat wurden fiir die IPs
verwendet; anschlieBende ,,Western-Blot*“ Detektion mit den links angegebenen Antiseren; Spur
6-9 Vorinkubation der Lysate mit Protein G-Sepharose allein (Spur 6) bzw. Protein A-Sepharose
und den angegebenen Praiimmunseren (Spur 7-9)

Detektion mit dem mAk gegen B-Catenin:
In der ,,Western Blot* Detektion mit diesem Antikorper wird B-Catenin detektiert, das im direkt

aufgetragenen Lysat enthalten ist (Spur 1). In Spur 2 wird eine starke -Catenin Bande detektiert,
die in der vorangegangenen IP mit dem gleichen gegen [B-Catenin gerichteten Antikorper
prazipitiert wurde. Das gegen den N-terminus von PS1 gerichtete polyklonale Antiserum 95/23
hat in der vorangegangenen IP PS1 und B-Catenin koprazipitiert, so dass im ,,Western Blot* das
koprézipitierte B-Catenin detektiert wird. In den Spuren 4 und 5 wird erst nach lingerem
Exponieren eine B-Catenin Bande erkennbar (nicht gezeigt), was auf eine geringere Menge an
koprézipitiertem B-Catenin bei der IP mit den polyklonalen Antiseren 128 (gegen PS1-NTF) und
29414 (gegen PS1-CTF) schlieBen 1d6t. In der Vorinkubation (Spur 6-9) wird von der Protein G-
Sepharose und der Protein A-Sepharose mit den jeweiligen Praiimmunseren kein 3-Catenin (ko-)

prézipitiert. Folglich wird im ,,Western Blot* keine spezifische Bande detektiert.
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Detektion mit dem polyklonalen Antiserum 95/23 gegen PS1 N-Terminus:

Im direkt aufgetragenen Lysat (Spur 1) wird eine schwache Bande des PS1 N-terminalen
Fragments detektiert, das oberhalb der 28 kDa Markerbande lauft. Eine ebenfalls schwache
Bande findet sich in Spur 2, wobei hier eine Immunpréizipitation mit mAk gegen B-Catenin
vorangegangen ist. Bei der unterhalb der PS1-NTF verlaufenden Bande konnte es sich um Protein
G handeln (Spur 2, angezeigt durch Pfeilkopf), das mit dem im ,,Western Blot* eingesetzten
Sekundirantikorper reagiert und zum Signal fiihrt. Auch in der Vorinkubation mit Protein G-
Sepharose allein (Spur 6) ist dieses Signal wiederzufinden. Bei genauerem Hinsehen 148t sich
allerdings auch eine schwache PSI-NTF Bande in der Vorinkubation erkennen, was darauf
schlieBen 14Bt, dass Protein G-Sepharose allein PS1-NTF préazipitiert, auch ohne Gegenwart des a
B-Catenin-Antikorpers. Also handelt es sich bei dem detektierten PS1-NTF nicht um PSI1-
Fragmente, die mit dem [-Catenin koprazipitiert wurden, sondern die Proteine assoziieren
unspezifisch mit Protein G-Sepharose. In den Spuren 3 und 4 werden starke PS1-NTF Signale
erzeugt, sodass die in der vorangegangenen IP verwendeten polyklonalen Antiseren gegen PS1-
NTF, 95/23 und 128, deutliche Mengen an PS1-NTF préazipitiert haben, die im ,,Western Blot*
mit dem pAk 95/23 detektiert werden. In Spur 5 ist im Bereich des PS1-NTF ein schwaches
Signal zu erkennen, das auf eine geringe Menge an N-terminalem Fragment schlieen 146t, die
mit dem in der vorherigen IP prézipitierten C-terminalen Fragment koprézipitiert wurde. Die
Vorinkubation der Lysate in Gegenwart von Protein A-Sepharose und den jeweiligen
Praimmunseren der in der [P verwendeten Antikorper fiihrt zu keinen Signalen, was die Spezifitit

der verwendeten Antikorper unterstreicht.

Detektion mit dem polyklonalen Antiserum 29498 gegen PS1 C-Terminus:

In der gezeigten Abbildung ist ein entsprechendes Signal in Spur 5 zu erkennen, das auf das in
der vorangegangenen [P mit dem gegen PS1-CTF gerichteten Antikorper 29414 prézipitierten
PS1-CTF zuriickzufiihren ist. Bei lingerem Exponieren wird das C-terminale Fragment auch im
direkt aufgetragenen Lysat detektiert sowie in der IP mit 95/23 koprézipitiertes PS1-CTF (nicht
gezeigt). Die IP mit a B-Catenin Antikorper fiihrt auch nach lingerem Exponieren des Films nicht
zu einem Signal, so dass bei dieser Versuchsanordnung kein PS1-CTF mit dem [-Catenin
koprézipitiert wird oder aber, was die wahrscheinlichere Erklirung ist, die Menge zu gering ist,

um hier detektiert zu werden. In den Vorinkubationen wird kein PS1-CTF detektiert.
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Abb. 3.15 Immunprizipitation von PS1 und B-Catenin aus Zellysat von SPA4CT-
transfizierten MDCK-Zellen mit nachfolgendem , Western Blot“ mit verschiedenen
Antikérpern gegen PS1 und B-Catenin ZellaufschluB3 mit Digitonin-Lysispuffer, Spur 1: 100
pg Lysat direkt aufs Gel aufgetragen; Spur 2-5: gleiche Mengen an Lysat wurden fiir die IPs
verwendet; anschlieBende ,,Western-Blot“ Detektion mit den links angegebenen Antiseren; Spur
6-9 Vorinkubation der Lysate mit Protein G-Sepharose allein (Spur 6) bzw. Protein A-Sepharose
und den angegebenen Priimmunseren (Spur 7-9)

Detektion mit dem mAk gegen B-Catenin:

In der direkt auf das Gel aufgetragenen Lysatprobe (Spur 1) wird eine deutliche B-Catenin Bande
im Bereich von 100-120 kDa detektiert. Bei vorangegangener IP gegen [3-Catenin wird ebenfalls
eine Bande mit starker Intensitdt detektiert und es sind weitere Banden unterhalb dieses
Molekulargewichtsbereichs vorhanden (Spur 2). In den Spuren 3-5 erfolgte die vorangegangene
IP mit gegen PS1 gerichteten Antikorpern, sodass es sich bei den hier vorhandenen Signalen um
mit PS1 koprézipitiertes B-Catenin handelt. Im Vergleich ist das B-Catenin Signal dabei am
stirksten bei vorangegangener IP mit pAk 95/23 gegen PS1-NTF relativ zur IP mit dem gegen
den gleichen Bereich gerichteten pAk 128 bzw. dem gegen PS1-CTF gerichteten pAk 29414. Die
Vorinkubationen mit Protein G-Sepharose bzw. Protein A-Sepharose und den jeweiligen
Praimmunseren zeigen extrem schwache Banden im entsprechenden Molekulargewichtsbereich,

was auf geringe unspezifische Immunreaktivitdt hinweisen konnte.

Detektion mit dem polyklonalen Antiserum 95/23 gegen PS1 N-Terminus:

In Spur 1 wird erst nach lingerem Exponieren eine deutliche PS1-NTF Bande sichtbar, was auf

eine geringe Menge des Proteins im Lysat oder eine geringe Menge an prizipitiertem und letztlich
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detektiertem PS1-NTF schlieBen 1at. Bei vorangegangener IP mit a B-Catenin Antikorper wird
das gleiche Ergebnis erhalten wie bei dem Lysat mit SH-SYS5Y-Zellen. Die in der IP und
Vorinkubation eingesetzte Protein G-Sepharose allein fiihrt bereits zur Prazipitation des N-
terminalen Fragments, sodass schwache Signale im Bereich von 28 kDa detektiert werden. Bei
der darunter verlaufenden, stirkeren Bande handelt es sich vermutlich um Protein G (Spur 2, 6,
angezeigt durch Pfeilkopf). Bei den IPs mit Antikorpern gegen das N-terminale Fragment (Spur
3, 4) werden im nachfolgenden ,,Western Blot* deutliche PS1-NTF Banden detektiert. Die IP mit
dem Antiserum gegen PS1-CTF koprézipitiert das N-terminale Fragment, welches als schwache
Bande sichtbar ist. In den Vorinkubationen mit den Pridimmunseren der verwendeten

polyklonalen Antikdrper werden keine Banden angefarbt.

Detektion mit dem polyklonalen Antiserum 29498 gegen PS1 C-Terminus:

PS1 C-terminales Fragment ist detektierbar bei vorangegangener IP mit pAk 29414 gegen PS1-
CTF, wobei eine starke Bande bei 18 kDa und eine weitere Bande oberhalb detektiert werden
(Spur 5). Das C-terminale Fragment wird kopréazipitiert in den IPs mit gegen PSI-NTF
gerichteten Antikorpern (Spur 3, 4), wobei deutliche Banden im ,,Western Blot* erst nach
lingerem Exponieren gut sichtbar werden. Auch im direkt aufgetragenen Lysat wird erst bei
langerem Auflegen des Films eine PSI-CTF Bande detektiert. Die IP mit gegen [-Catenin
gerichteten Antikorpern fiihrt nicht zu einem Signal, was auf zu geringe Mengen an
koprézipitiertem C-terminalen Fragment zurlickgefiihrt werden konnte. In den Vorinkubationen
wird kein PS1-CTF detektiert.

3.4.2 Subzellulire Lokalisation von PS1 und B-Catenin in MDCK, SH-SY5Y-Zellen und

priméiren Neuronen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

Mittels Immunfluoreszenzanfiarbung wurde die subzellulire Lokalisation von -Catenin und PS1
iiberpriift. Verwendet wurden SH-SY5Y-Zellen sowie MDCK-Zellen und primére hippokampale
Neuronen. In den hier gezeigten Abbildungen erfolgte die Anfiarbung von PS1 mit den in dieser
Arbeit hergestellten Antiseren, deren Funktionalitdt in dieser Methode gezeigt werden konnte.
Die Durchfiihrung der Immunfluoreszenzanfiarbung ist im Methodenteil ausfiihrlich beschrieben
(Kapitel 6.4). Der primdre Antikérper wurde jeweils in einer 1:100 oder 1:200 Verdiinnung

eingesetzt, der sekiindire Antikorper in einer Verdiinnung von 1:250.
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Abb. 3.16 Subzellulére L okalisation von PS1 in SH-SY5Y Zellen Wildtyp SH-SY5Y
Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und angefarbt mit
dem pAk 128 gegen PS1-NTF (aund b) und mit dem pAk 29414 gegen PS1-CTF (c)
bzw. nur mit dem sekundéren Antikérper gegen Kaninchen (d)
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Abh. 3.17 SuvbhzelluEire Lokalisation von B Catenin und PS1 in MDCE Zellen Wildtp
MDCE Zellen wurden auf Deckglischen kultraert. Die Zellen wrden fixiert und angefirht
it b gegen p-Catenin (a und b) bzw. dern pbik 29414 gegen PS1-CTF (o) und dem pik
125 gegen PS1-HTF (d). Sur Kontrolle Arnfirbung der Zellen noor rit sekundirve m SAnhlkdrper
gecen Whus (e) bow. gegen Karanchen (f)
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Abb. 3.18 Subzellulire Lokalisation von PS1 in priméren, hippokampalen Neuronen
Die Zellen wurden gewonnen (embryonic day 13) und etwa 10 Tage in mit sterilen
Deckgliaschen ausgelegten Zellkulturschalen kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen

fixiert und angefarbt mit pAk 29414 gegen PS1-CTF (a und b) bzw. mit sekunddrem
Antikorper gegen Kaninchen (c)
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Die subzelluldre Lokalisation von endogenem PS1 in SH-SYS5Y Zellen (Abb. 3.16) erstreckt sich
hauptsichlich auf die friihen Kompartimente des biosynthetischen ,,pathway”, dem ER und
Golgi-Kompartiment und bestdtigt die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (86,124,125). Diese
Lokalisation von PS1 iiberlappt teilweise mit den intrazelluliren Entstehungsorten von AB42, zu
denen das ER gehort (128-130) und unterstiitzt die postulierte Funktion von PS1 als y-Sekretase.
Dabei ist eine deutliche Kolokalisation von N- und C-terminalem PSI1-Fragment festzustellen.
Sowohl der gegen PS1-NTF gerichtete Antikorper 128 als auch der gegen PS1-CTF gerichtete
Antikorper 29414 farben die gleichen subzelluldren Bereiche an und unterstiitzen die Annahme,
dass die beiden Fragmente miteinander assoziiert vorliegen und die biologisch aktive funktionelle
Einheit darstellen. Eine PS1-Lokalisation ausschlieBlich in diesen subzelluldren Regionen stand
allerdings im Widerspruch zu weiteren nachgewiesenen PS1 Aktivitdten, wie der Prozessierung
von Notch, die nahe der Plasmamembran stattfindet. Es konnte gezeigt werden, dass ein geringer

Prozentsatz von PS1, moglicherweise 1-10 Prozent, an der Plasmamembran lokalisiert ist (135).

Bei den MDCK Zellen ist eine deutliche Anfarbung des -Catenin an der Plasmamembran von
konfluenten Zellen zu erkennen (Abb. 3.17). Die subzelluldre Lokalisation von [-Catenin im
Cytosol oder Zellkern ist dagegen eher schwach. Die Anfiarbung von PS1 in diesen Zellen zeigt
eine dhnliche Verteilung wie auch bei den SH-SYSY Zellen, vorwiegend im ER/Golgi Bereich.
Dennoch konnte die Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen biochemisch nachgewiesen
werden, so dass davon auszugehen ist, dass die PS1 Menge an der Plasmamembran zu gering
und die Intensitdt des Signals zu schwach ist, um die Lokalisation von PS1 an der
Plasmamembran mit dieser Methode darstellen zu konnen. Mit anderen Methoden wie der
Immunoelektronenmikroskopie konnte die Gegenwart von PS1 an der Plasmamembran gezeigt
werden (182).

Weiterhin konnte eine Anreicherung von PS1-Fragmenten in Membranen von synaptischen
Vesikeln und Wachstumskegeln biochemisch gezeigt werden (126,127). Dieses Ergebnis zeigt
auch die subzelluldre Lokalisation von PS1 in priméren, hippokampalen Neuronen (Abb. 3.18). In
diesen Zellen ist eine Lokalisation in ER/Golgi in den Zellkdrpern zu beobachten, aber auch in
den spéteren Kompartimenten. Insbesondere bei der punktierten Anfarbung in den Zellauslédufern
der Neuronen konnte es sich um synaptische Strukturen handeln, was die biochemisch erhaltenen

Ergebnisse unterstiitzen wiirde.
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3.5 Pharmakologische Modulation von intrazellulirem [-Catenin mit Hilfe von
Lithiumchlorid und deren Auswirkung auf die Sekretion von A Peptid in MDCK Zellen

Ein wichtiges Enzym im Wnt-Signaltransduktionsweg ist die Glutathion-Synthase Kinase 3f3
(GSK3p). Diese Serin/Threonin-Kinase phosphoryliert u.a. 3-Catenin und markiert es fiir den
proteasomalen Abbau, wenn der Signaltransduktionsweg ,,ausgeschaltet” ist (169,170). Das
»Anschalten® dieser Signaliibertragungskette bewirkt die Inhibition der GSK3[, so dass [3-
Catenin sich im Cytosol anreichert und in Folge dieser Anreicherung in den Zellkern transloziert,
wo es durch Interaktion mit Transkriptionsfaktoren schlielich zur Aktivierung von Wnt-
Zielgenen fiihrt. Die Behandlung von Zellen mit Lithiumchlorid ist eine elegante Moglichkeit,
einen ,,angeschalteten Wnt-pathway“ nachzuahmen, da Lithium die GSK3f inhibiert und so zu

einer Anreicherung der B-Catenin Menge im Cytosol und im Zellkern fiihrt.

Weiterhin ist PS1 ein Interaktionspartner von GSK3[. Wenngleich kiirzlich publiziert wurde,
dass der regulierende Einfluss von PS1 auf -Catenin unabhingig von der Phosphorylierung des
PS1 durch GSK3[ zu sein scheint (183), so ist dennoch zu untersuchen, ob eine Beeinflussung
der GSK3B-Aktivitdt Auswirkungen auf die Sekretaseaktivitit von PS1 und auf die Produktion
und Sekretion von AB haben konnte. Bei nachfolgenden Experimenten sollte untersucht werden,
welche Effekte eine LiCl-Behandlung der Zellen, also die Inhibition der GSK3p und damit
einhergehende Anreicherung von B-Catenin in der Zelle insbesondere auf die Produktion und
Sekretion von A haben konnte.
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Abb. 3.19 ,,Western Blot“ Detektion von -Catenin aus S100-Fraktion und Kernextrakten
von MDCKwt- und HEK293wt-Zellen mit bzw. ohne Lithium-Behandlung Spur 1-4: -
Catenin aus S100-Fraktion (100.000g Uberstand) von MDCKwt-Lysaten nach 3 stiindiger
Inkubation der Zellen in Gegenwart von 20 mM LiCl (Spur 2) bzw. Kontrolle (Spur 1); analog
HEK293wt-Lysate (Spur 4, 3); Spur 5-8: B-Catenin Detektion aus Kernextrakten von MDCKwt-
Zellen nach 3 stiindiger Inkubation der Zellen in Gegenwart von 20 mM LiCl (Spur 6) bzw.
Kontrolle (Spur 5) und aus Kernextrakten von HEKwt-Zellen mit LiCl-Behandlung (Spur 8) bzw.
Kontrolle (Spur 7); es wurden jeweils 50 pg-Aliquots jeder Fraktion aufgetragen

Das Ergebnis zeigt (Auftrag normierter Gesamtproteinmengen; 50 pg pro Spur), dass die [3-
Catenin Menge in den jeweiligen Fraktionen der zuvor mit LiCl behandelten Zellen erhoht ist.
Die S100-Fraktion entspricht dem 100.000g Uberstand und gibt AufschluB iiber die cytosolische
B-Catenin Menge. Sowohl bei den MDCKwt-Zellen als auch bei den HEK293wt-Zellen fiihrt die
Behandlung der Zellen mit LiCl zu einer Anreicherung des cytosolischen B-Catenins. Auch in
den Kernextrakten, die aus den Lysaten der jeweiligen Zellen hergestellt wurden, ist die Menge
an B-Catenin erhoht bei den mit LiCl behandelten Zellen im Gegensatz zur Kontrolle. Dieser
Effekt scheint bei den HEK293wt Zellen deutlicher zu sein als bei den MDCKwt Zellen.
Allerdings 148t diese Versuchsanordnung keine Riickschliisse zu, ob die Inhibition der GSK3[3
durch Lithium allein zur Anreicherung des B-Catenins gefiihrt hat, oder ob andere Effekte d.h.
Effekte des Lithiums auf andere Proteine direkt oder indirekt zur B-Catenin Anreicherung gefiihrt

haben konnten.

47



Ergebnisse

3.5.1 Effekt von Lithium Behandlung auf die B-Catenin Menge in der cytosolischen
Fraktion und im Kernextrakt von MDCK Zellen

Es sollte festgestellt werden, ob die B-Catenin-Menge innerhalb der Zelle auch durch eine
Langzeit-Lithium-Behandlung erh6ht wird und somit die in Abb. 3.16 gezeigten Ergebnisse einer
kurzzeitigen LiCl-Behandlung bestétigt werden konnen. Dazu wurden die Zellen verwendet,

deren konditioniertes Medium fiir die Bestimmung der AB-Menge herangezogen wurde.

kond. Medium 1d 2d 3d
LiCl [mM] | 50 0 50 0 50 20 0 | Mr [kDa]
S100-Fraktion — 116
-Catenin —p»
B L JR IR N
Kernextrakt 116
B-Catenin —- (I e | GHEND WS SHNS - -
: o — 8
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.20 ,,Western Blot“ Detektion von B-Catenin aus S100-Fraktion und Kernextrakten
von MDCK-BS Zellen mit bzw. ohne Lithium-Behandlung obere Reihe: S100-Fraktionen;
untere Reihe: Kernextrakte; f-Catenin nach 1 Tag Inkubation der Zellen in Gegenwart von 50
mM LiCl (Spur 1) bzw. Kontrolle (Spur 2); B-Catenin nach 2 Tagen Inkubation der Zellen in
Gegenwart von 50 mM LiCl (Spur 3) bzw. Kontrolle (Spur 4); B-Catenin nach 3 Tagen
Inkubation der Zellen in Gegenwart von 50 mM LiCl (Spur 5), 20 mM LiCl (Spur 6) bzw.
Kontrolle (Spur 7); es wurden jeweils 50 pg-Aliquots jeder Fraktion aufgetragen

Das Ergebnis zeigt, dass die B-Catenin Menge im Vergleich zur Kontrolle bei den unterschiedlich
lange in Gegenwart von 50 mM LiCl kultivierten Zellen sowohl im Cytosol als auch in der
Kernfraktion erhoht ist. Bei den Zellen, die 3 Tage der Gegenwart von LiCl ausgesetzt waren, a3t
sich weiterhin feststellen, dass die B-Catenin Menge grofer ist, je hoher die Lithiumkonzentration
im Medium war: 50 mM > 20 mM > Kontrolle. Die Behandlung der Zellen mit LiCl fiihrt zu

einer B-Catenin Anreicherung im Cytosol als auch im Kern der MDCK Zellen.
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3.5.2 Effekt von Lithium Behandlung auf die AR Menge konditionierten Medium von
MDCK Zelllinien

Um den Effekt der Lithium Behandlung auf die Sekretion von AP zu untersuchen, wurden
Aliquots der konditionierten Medien entsprechend behandelter Zellen mit monoklonalem
Antikorper W0-2 gegen A immunprézipitiert, das Immunprézipitat auf ein SDS-Gel aufgetragen
und im nachfolgenden ,,Western Blot“ das AP detektiert. Um die Detektion von AP
sicherzustellen, wurde mit dreit MDCK-Zellinien gearbeitet: MDCK wt, MDCK B5 (mit A4CT
stabil transfiziert) und MDCK A613 (mit APP695 stabil transfiziert), die freundlicherweise von
Dr. Tobias Hartmann zur Verfiigung gestellt wurden.

MDCE wt [+ + + + +
MDCE BS + + + N N
MDCE ASLS + + + + +
kond. Medium 14 2d i 3d =i |
, Mr [kDa]
LiTl 30 md 30 mpg 30 mbg 20 mhd 0 mhd
F-w W e W@ "' " = = — ?’:13146
. L S
| 43
|— 28
%
— 1=
— 14
— 455
g - 2.7

1 2 3 4 5 a 7 g 9 w 11 12 15 14 15

Abb. 3.21 ,Western Blot“ Detektion von AP aus konditioniertem Medium von MDCKwt,
MDCK B5 und MDCK A613-Zellen nach Behandlung mit Lithium Ap-Detektion im
konditionierten Medium von stabil mit A4CT transfizierten MDCK-Zellen nach 1 Tag in
Gegenwart von 50 mM LiCl (Spur 2); nach 2 Tagen in Gegenwart von 50 mM LiCl (Spur 5);
nach 3 Tagen in Gegenwart von 50 mM LiCl (Spur 8); nach 3 Tagen in Gegenwart von 20 mM
LiCI (Spur 11) und nach 3 Tagen ohne LiCl (Spur 14)

Das Ergebnis zeigt, dass nur bei den mit A4CT stabil transfizierten Zellen AP im konditionierten

Medium detektiert werden kann. Dabei ist die Menge an AP in den konditionierten Medien der
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mit LiCl behandelten Zellen deutlich erhoht. Die Anreicherung ist abhidngig sowohl von der
Dauer der Inkubation als auch der eingesetzten LiCl-Konzentration. Je hoher die LiCl-
Konzentration und je linger die Dauer der Behandlung sind, umso groBer ist die detektierte AB-

Menge im konditionierten Medium.

In MDCK wt Zellen sowie den stabil mit APP695 transfizierten MDCK-Zellen ist die AB-Menge
im Medium zu gering, um hier nachgewiesen zu werden. Weiterhin zeigt die Abbildung, dass die
Menge an freigesetztem APP, das vom monoklonalen Antikérper W02 ebenfalls
immunprazipitiert und detektiert wird, insgesamt in den konditionierten Medien der mit LiCl
behandelten Zellen (Spur 1-9) hoher ist als in denen der mit niedriger LiCl-Konzentration
behandelten Zellen und den Kontrollen (SpurlO-15). Im Bereich von etwa 23 kDa wird eine
Bande in allen Proben unspezifisch markiert (angezeigt durch *) Im Ergebnis 146t sich sagen, dass
die Behandlung der mit A4CT stabil transfizierten MDCK-Zellen mit LiCl zu einer erhohten AB-
Produktion und/oder Sekretion fiihrt. In der gleichen Weise wurden Zellen anstelle von LiCIl mit
VPA (,,valproic acid”) behandelt (0,6-5 mM fiir 1-3 Tage), wobei ebenfalls ein Anstieg an
cytosolischem B-Catenin und AP im konditionierten Medium beobachtet wurde, der aber

schwach war im Vergleich zur Lithiumchloridbehandlung (Daten nicht gezeigt).

kond. Medium 1d 2d 3d
LiCl [mM] | 50 20 0 50 20 0 50 20 0 | Mr [kDa]
— 5,5
AB - - - - 57
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 3.22 ,,Western Blot*“ Detektion von AP aus konditioniertem Medium von MDCK B5
Zellen nach Behandlung mit Lithium AB-Detektion im konditionierten Medium von stabil mit
AACT transfizierten MDCK-Zellen nach 1 Tag in Gegenwart von 50, 20, 0 mM LiCl (Spur 1-3);
nach 2 Tagen in Gegenwart von 50, 20, 0 mM LiCl (Spur 4-6); nach 3 Tagen in Gegenwart von
50, 20, 0 mM LiCl (Spur 7-9)

Dieses Resultat bestétigt die in Abb. 3.20 gezeigten Ergebnisse. Je linger die Zellen in Gegenwart
von LiCl kultiviert wurden und je héher die LiCl-Konzentration war, umso mehr A wurde im
konditionierten Medium detektiert. In weiteren ,,Western Blot* Detektionen wurde das Verhéltnis
von AB1-40 und AB1-42 iiberpriift. Dabei wurde festgestellt, dass die Menge von beiden
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Fragmenten im konditionierten Medium in Gegenwart von LiCl erhdht war in Abhéngigkeit von
der Konzentration und Inkubationszeit. Jedoch war die Menge an AB1-42 im Vergleich zur

detektierten Menge an AB1-40 etwa um den Faktor 10 geringer (Daten nicht gezeigt).
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung von PS1 in Wildtyp bzw. stabil mit PS1 transfizierten humanen

Neuroblastomazellen und Rattenhirngewebe

Da zum Zeitpunkt der Analysen noch nicht bekannt war, unter welchen Bedingungen sich
Vollldingen-PS1-Protein und PS1-Fragmente nachweisen lassen, wurden mit ,,Western Blot*
PS1-Proteine aus unterschiedlich behandelten Lysaten von SH-SY5Y-Zellen nachgewiesen. Es
wurden Lysate von PS1-transfizierten, Vektor-transfizierten und nicht transfizierten SH-SYS5Y-
Zellen verglichen. Da Polypeptide mit mehreren Transmembrandominen zur Aggregation neigen,
wurden die Proben entweder fiir 30 min bei 37°C oder fiir 5 min bei 100 °C inkubiert. Weiterhin
wurde PS1 aus Rattenhirn detektiert. Bei der Durchfiihrung dieser Versuche standen die
polyklonalen Antiseren C6 gegen den hydrophilen PS1-,,loop*“- Bereich sowie 95/23 gegen den
N-Terminus von PS1 zur Verfiigung.

In PS1-transfizierten SH-SY5Y-Neuroblastomazellen wurde mit dem Antiserum C6 Polypeptide
mit einem apparenten Molekulargewicht von ~43 bzw. ~18 kDa detektiert, die das
Volllingenprotein bzw. das C-terminale Fragment reprisentieren. In Ubereinstimmung mit den
Daten anderer Arbeitsgruppen (112) konnte das 43 kDa-Vollldngenprotein jedoch nur in PS1-
transfizierten Zellen detektiert werden, wéahrend das 18 kDa-Fragment auch als endogenes
Polypeptid bei den Vektor-transfizierten Zellen priasent war. Das PS1-Volllingenprotein bildete
Aggregate, die im hochmolekularen Bereich sichtbar waren, sobald die Probe bei 100 °C
inkubiert wurde. Im Gegensatz dazu blieb das 18 kDa-Fragment auch beim Kochen der Probe
erhalten. Aulerdem markierte das Antiserum C6 unspezifisch Proteinbanden im Bereich von 50
kDa, die nicht durch Kompetition mit dem entsprechenden Antigen verhindert werden konnten
und gleichermallen bei den Vektorkontrollen als auch den PS1-transfizierten Zellysaten auftraten
(Abb. 3.1, Abb. 3.4).

Das gegen die N-terminale Region von PS1 gerichtete Antiserum 95/23 erkannte das N-terminale
PS1-Fragment mit einem apparenten Molekulargewicht von 28 kDa in vektortransfizierten
Kontrollzellen. Das entsprechende Vollldngenprotein konnte von diesem Antiserum
ausschlieBlich in PS1-transfizierten Zellen detektiert werden. Das im ,,loop*“-Bereich nach der
sechsten Transmembrandoméne von PS1 endende N-terminale Derivat und das Vollldngenprotein
aggregierten, wenn die Probe bei 100 °C inkubiert wurde. Diese Ergebnisse zeigten, dass die

Tendenz zur Aggregation auf das N-terminale PSI1-Derivat sowie das Volllingenprotein
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beschrinkt waren, was zu erkliaren ist durch die vorhandenen sechs bzw. acht
Transmembrandoménen (Abb. 3.2, Abb. 3.4).

Das Expressionsmuster in undifferenzierten SH-SY5Y- Neuroblastomazellen wurde mit der PS1-
Expression in der schweren Membranfraktion von Rattenhirn Synaptosomen untersucht, um
Anhaltspunkte iiber die PS1 Expression im Hirngewebe zu gewinnen (Abb. 3.3). Wie erwartet
wurden die N- und C-terminalen PS1-Fragmente von den Antiseren detektiert, nicht aber PS1-
Volllangenprotein. Das Antiserum C6 farbte unspezifische Proteinbanden im Bereich von 43 kDa
an, die durch Prdabsorption nicht zu verhindern waren. Das N-terminale Antiserum 95/23
erkannte das N-terminale PS1-Fragment bei einem Molekulargewicht von 29 kDa, wihren das C-
terminale Fragment vom Antiserum C6 bei etwa 20 kDa detektiert wurde. Das N-terminale
Fragment aggregierte bei Hitzebehandlung, wie zuvor fiir das humane Homolog zu beobachten
war. All diese immunreaktiven Banden konnten durch Pridabsorption mit dem entsprechenenden
zur Immunisierung verwendeten Peptid kompetitiert werden. Daher ist das apparente
Molekulargewicht der beiden PS1-Fragmente im Rattenhirn etwas hoher als das der humanen

Derivate in den Zelllinien.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dass sich PS1-Volllingenprotein nur in mit PS1 transfizierten
Zellen detektieren 16t und beim Erhitzen der Probe auf 100 °C hochmolekulare Aggregate formt.
Die PS1-Fragmente hingegen lassen sich in mit PS1 transfizierten Zellen, Vektor-transfizierten
und Wildtyp Zellen sowie Rattenhirnhomogenat nachweisen. Das Erhitzen der Probe auf 100 °C
fithrt beim N-terminalen Fragment zur Aggregation, das C-terminale Fragment bleibt erhalten.
Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die PS1-Fragmente in vivo als Komplex vorliegen und dies
sehr wahrscheinlich die funktionelle Form darstellt. PS1 Vollldngenprotein wird nur in mit PS1
transfizierten Zellen nachgewiesen. Die Endoproteolyse ist ein regulierter und limitierter Prozess.
Die Menge an entstehenden PS1-Heterodimeren ist limitiert, sogar bei einer Uberexpression des
Holoproteins wird nur ein geringer Anteil zu stabilen Heterodimeren metabolisiert, der grof3te
Teil des neu synthetisierten Proteins wird iiber das Proteasom abgebaut (112,184). Da die
Expression von exogenem PS1 dazu fiihrt, dass endogene PS1-Heterodimere von den
entsprechenden exogenen Heterodimeren ersetzt werden, 146t sich vermuten, dass eine
Kompetition um fiir die Stabilitit und Endoproteolyse wichtige limitierte zelluldre Faktoren
bestehen konnte (117).
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4.2 Klonierung von rekombinanten PS1-Proteinen und GST-PS1-Fusionsproteinen

Die Klonierung des hydrophilen ,,loop”-Bereichs von PS1 in den pRSETB-Vektor sowie die
nachfolgende Expression des rekombinantem PS1-,,loop*““-Proteins in E. coli BL21 Zellen und die
Aufreinigung des Proteins waren erfolgreich. Das hergestellte Protein war in ausreichender
Menge und Reinheit vorhanden, um fiir die Immunisierung von Kaninchen zur Gewinnung von
Antikorpern eingesetzt werden zu konnen. Auch die Klonierung und Aufreinigung von GST-PS1-
Fusionsproteinen fiihrte zur Bereitstellung von hochreinem Antigen flir entsprechende
Immunisierungen. Die entsprechenden Bereiche des PS1-N-Terminus (AS2-81 bzw. AS2-132)
wurden in den pGEX-5X-1 Vektor kloniert und in E. coli DH50 Zellen exprimiert. Diese
Bereiche wurden als Antigene ausgewihlt, da der N-Terminus von PS1 mit seinem cytosolisch
lokalisierten Bereich aufgrund der hydrophilen Eigenschaften gut zugéinglich ist und eine gute
Immunreaktivitit der Antikérper zu erwarten war. Die Aufreinigung der GST-PSI-
Fusionsproteine war am effizientesten mit einer Kombination aus préparativer SDS-PAGE,
Elektroelution und nachfolgender Gelfiltrationschromatographie zur Renaturierung und zum
Pufferwechsel. Nach der Aufreinigung wurden die erhaltenen Fusionsproteine mittels ,,Western-
Blot*“ Analyse sowie durch Coomassie-Anfirbung im SDS-Gel {iberpriift und fiir die

Immunisierung von Kaninchen verwendet.

4.3 Herstellung und Charakterisierung von polyklonalen Antiseren gegen PS1

Da die vorhandenen Antiseren gegen PS1 nur in begrenzter Menge vorhanden, nicht spezifisch
oder nicht ausreichend spezifisch waren, mufiten geeignete Antikérper gegen die Presenilin-
Fragmente hergestellt werden um die geplanten Experimente ausfiithren zu kénnen. Da vor allem
gegen den C-terminalen Bereich von PS1 gerichtete Antikorper nicht in ausreichender Menge
oder Spezifitit vorhanden waren, stand die Herstellung von diesen Antiseren zundchst im
Vordergrund. Als Antigen wurde die Region des hydrophilen ,loop”-Bereichs von PSI
ausgewdhlt. Zum einen sollte diese hydrophile Doméne keine Probleme in Hinblick auf die
Loslichkeit darstellen, zum anderen konnten bereits spezifische Antiseren von anderen Gruppen
gegen diese Region hergestellt werden. Zur Herstellung von Antikorpern gegen den PS1 N-
Terminus wurden die N-terminalen Bereiche bis zur ersten und bis zur zweiten
Tranmembrandomine ausgewéhlt (AS2-81 bzw. AS2-132). Die Immunisierungen der Kaninchen
wurde durchgefiihrt wie in Kap. 6.2.7 beschrieben.
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Folgende polyklonale Antiseren wurden hergestellt:

Antiserum  gerichtet gegen Antigen

29414 PS1-CTF PS1 AS263-407 (PS1-,,loop*), denaturiert

29498 PS1-CTF PS1 AS263-407 (PS1-,loop*), denaturiert

128 PS1-NTF PS1 AS2-81 (PS1-N-Terminus bis TMD1), nativ

129 PS1-NTF PS1 AS2-81 (PS1-N-Terminus bis TMD21, denaturiert
130 PSI-NTF PS1 AS2-132 (PS1-N-Terminus bis TMD2), nativ

131 PS1-NTF PS1 AS2-132 (PS1-N-Terminus bis TMD2), denaturiert

Die gegen den hydrophilen PS1-,,loop* gerichteten Antiseren 29414 und 29498 detektierten im
»Western Blot“ das PS1-C-terminale Fragment sowie PS1-Volllingenprotein bei einer
Verdiinnung von 1:2000 (Abb. 3.9). Dabei war das Ergebnis des Antikorpers 29498 deutlich
besser als von 29414. Beide Antiseren zeigten eine spezifische Detektion von Volllingen-PS1
und PSI-CTF bei Verwendung von Lysaten PSl-transfizierter SH-SYS5Y-Zellen. Bei der
Verwendung von SH-SYS5Ywt-Lysat wurde das C-terminale Fragment detektiert, aber kein
Vollldngenprotein, welches bei nicht PS1-transfizierten Zellen rasch degradiert wird und daher
nur in sehr geringer Menge vorhanden ist. Bei einer Konzentration von 1:2000 zeigten die
Antiseren sehr gute Ergebnisse und erzeugten keine Hintergrundfarbung durch unspezifische
Immunreaktionen. Insbesondere das Antiserum 29498 wurde im Rahmen von Kooperationen

auch anderen Arbeitsgruppen zur Verfligung gestellt, deren Ergebnisse publiziert wurden (136).

Auch in der Immunprézipitation zeigten die beiden Antiseren gute Ergebnisse (Abb. 3.8), wobei
hier das Antiserum 29414 etwas bessere Signale erzeugte. Beide Antikorper immunprézipitierten
Vollldngen-PS1 als auch C-terminales Fragment. Gerade bei der Prazipitation des CTF war der
Antikorper 29414 deutlich besser. Bei gleichen Mengen an eingesetztem Lysat in der
Immunféllung prézipitierte 29414 deutlich mehr Volllingen-PS1 und CTF wéhrend das unterhalb
der Volllaingen-PS1-Bande verlaufende, durch unspezifische Immunreaktivitit hervorgerufene

Signal schwicher war als bei 29498.

Die gegen den N-terminalen Bereich von PS1 gerichteten Antiseren mit der Bezeichnung 128 bis
131 eignen sich sehr gut in der Immunprézipitation von PSI-NTF und Volllingen-PS1 (Abb.
3.11). In der ,,Western Blot“ Detektion waren die Antikérper von unterschiedlicher Qualitét
(Abb. 3.12).

Zusammenfassend 1dBt sich feststellen: Die Charakterisierung der gegen den hydrophilen ,,loop*-

Bereich von PS1 gerichteten Antiseren 29414 und 29498 hat gezeigt, dass das Antiserum 29414

besonders fiir die Immunprazipitation geeignet ist, wiahrend vor allem das Antiserum 29498 sehr

55



Diskussion

gut fiir die ,,Western-Blot* Detektion von Volllingen-PS1 sowie dem C-terminalen Fragment
geeignet ist. Die gegen den N-terminalen Bereich von PS1 gerichteten Antikorper sind sowohl fiir
»Western Blot* Detektion (vor allem Antikorper 128) als auch fiir die Immunpréizipitation

einsetzbar.

4.4 Interaktion und subzellulire Lokalisation von PS1 und B-Catenin

Da PS1 und B-Catenin als Interaktionspartner identifiziert wurden, sollte die Interaktion tiberpriift
werden, insbesondere unter Verwendung der in dieser Arbeit hergestellten Antiseren. Es war
vorgesehen, die Ko-Immunprézipitation von PS1-Heterodimeren und B-Catenin aus Lysaten von
neuronalen, aber auch nicht neuronalen Zellen durchzufiihren. Aus diesem Grund wurden die
Lysate von SH-SY5Y-Zellen sowie MDCK-Zellen verwendet, die durch milde Solubilisierung
der Zellen mit Digitonin-Lysispuffer hergestellt wurden, um die Komplexe nicht zu zerstoren. Fiir

beide Zelltypen wurde das gleiche Ergebnis erhalten.

Es ist gelungen, eine Ko-Immunprézipitation von [-Catenin und PS1-Fragmenten zu zeigen.
Dabei zeigten die selbst hergestellten Antiseren 128 (gegen PS1-NTF) und 29414 (gegen PS1-
CTF) eine geringere Effizienz als das als Referenz verwendete polyklonale Antiserum 95/23
(gegen PS1-NTF), und das koprizipitierte [-Catenin konnte erst nach lingerem Exponieren
detektiert werden. Deutlich stirker war erwartungsgemdfl das B-Catenin Signal, wenn zuvor

gegen B-Catenin immunpréizipitiert wurde bzw. Lysat direkt aufgetragen wurde.

Jenachdem welche Interaktion gezeigt werden sollte, wurden die Antikérper fiir die

Immunfillung bzw. fiir die nachfolgende ,,Western Blot* Detektion entsprechend ausgewihlt:

- Immunfillung mit Ak gegen PS1 und Detektion mit Ak gegen B-Catenin zum Nachweis
der PS1/B-Catenin-Interaktion

- Immunfillung mit Ak gegen B-Catenin und Detektion mit Ak gegen PS1 zum Nachweis
der PS1/B-Catenin-Interaktion

- Immunfillung mit Ak gegen PS1 und Detektion mit Ak gegen PS1 zum Nachweis
der PS1-NTF/CTF-Interaktion

Bei der Detektion mit Antikdrpern gegen das N-terminale Fragment konnte in allen Proben ein
Signal festgestellt werden. Bei vorangegangener IP gegen PSI-NTF war das Signal
erwartungsgemill sehr stark. Bei vorangestellter IP gegen PS1-CTF wurde ein schwécheres

Signal erhalten. Auch im direkt aufgetragenen Lysat war die PS1-NTF Bande relativ schwach.
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Die durch die IP gegen B-Catenin erhaltene koprazipitierte Menge an PS1-NTF war sehr gering.
Da diese Bande allerdings auch in der Kontroll-IP ohne B-Catenin Antikérper sondern nur mit
Protein G Sepharose erhalten wurde, mull davon ausgegangen werden, dass die verwendete

Protein G Sepharose unspezifisch das N-terminale PS1-Fragment prézipitiert.

In der Detektion mit dem polyklonalen Antiserum 29498 gegen PS1 C-Terminus wurde eine PS1-
CTF Bande in der Probe mit vorangegangener IP gegen PSI1-CTF erhalten. Nach lingerem
Exponieren wurde das C-terminale Fragment auch im direkt aufgetragenen Lysat detektiert sowie
in der IP mit 95/23 koprézipitiertes PS1-CTF. Die IP mit a B-Catenin Antikorper fithrte auch nach
langerem Exponieren des Films zu keinem Signal, so dass bei dieser Versuchsanordnung kein
PS1-CTF mit dem B-Catenin kopréazipitiert wurde oder aber die Menge zu gering war, um hier
detektiert werden zu konnen. Andere Gruppen konnten eine Koimmunprizipitation zeigen
(155,185).

Zusammenfassend 148t sich sagen, dass die Interaktion von B-Catenin und PS1-Fragmenten mit
den gegen PS1 gerichteten Antikorpern erfolgreich gezeigt werden konnte. Insbesondere die
selbst hergestellten Antikoérper gegen PS1-CTF und PS1-NTF sind in der Lage, B-Catenin zu
koprézipitieren. Weiterhin konnte bestitigt werden, dass die PS1-Fragmente selbst im Komplex
vorliegen und somit ein Heterodimer bilden. Mit den in dieser Arbeit hergestellten Antikdrpern
konnte die Interaktion in beiderlei Hinsicht verifiziert werden, d.h. durch IP mit Antikoérpern
gegen PS1-NTF und nachfolgender Detektion mit a PS1-CTF Antikorpern und umgekehrt.

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die subzellulire Lokalisation von [-Catenin und
PS1 in MDCK- und SH-SY5Y-Zellen sowie primdren hippokampalen Neuronen tiberpriift. Dabei
wurden die in dieser Arbeit hergestellten Antikdrper gegen PS1 sowie Referenzantikdrper

verwendet.

Die subzelluldre Lokalisation von endogenem PS1 in SH-SYS5Y Zellen (Abb. 3.16) erstreckt sich
hauptsichlich auf die friihen Kompartimente des biosynthetischen ,,pathway”, dem ER und
Golgi-Kompartiment sowie dem ,,ER-Golgi-intermediate-compartment” (ERGIC) und bestitigt
die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (86,124,125). Eine Kolokalisation von PS1-NTF und PS1-
CTF konnte gezeigt werden, wobei die in dieser Arbeit hergestellten polyklonalen Antikorper
verwendet wurden. Diese Lokalisation von PS1 iiberlappt teilweise mit den intrazelliiliren
Entstehungsorten von AP, zu denen auch das ER u.a. gehort (128-130) und unterstiitzt die

postulierte Funktion von PS1 als y-Sekretase. Eine PS1-Lokalisation ausschlielich in diesen
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subzellularen Regionen stand allerdings im Widerspruch zu weiteren nachgewiesenen PS1
Aktivititen, wie der Prozessierung des Notch Rezeptors, die an der Plasmamembran nach
Bindung eines extrazelluldren Liganden stattfindet. Es konnte gezeigt werden, dass PS1 Notch im
ER/Golgi bindet und als Komplex zur Plasmamembran kotransportiert wird (135). Zudem haben
Oberfldchenbiotinylierungsexperimente gezeigt, dass ein geringer Prozentsatz von PSI,
moglicherweise 1-10 Prozent, an der Plasmamembran lokalisiert ist (135), aber die Intensitét
dieses Signals in der Immunfluoreszenzanfarbung relativ zu dem ER/Golgi Signal zu schwach
wire, um mit dieser Methode PS1 an der Membran nachzuweisen. Weiterhin konnte eine
Anreicherung von PSl1-Fragmenten in Membranen von synaptischen Vesikeln und
Wachstumskegeln biochemisch gezeigt werden (126,127). Dieses Ergebnis zeigt auch die
subzellulidre Lokalisation von PS1 in priméren, hippokampalen Neuronen (Abb. 3.18). In diesen
Zellen ist eine prominente ER und Golgi-Lokalisation in den Zellkérpern zu beobachten, aber
auch eine PS1-Lokalisation in den spiteren Kompartimenten. Insbesondere bei der punktierten
Anfirbung in den Neuriten kdnnte es sich um Synapsen handeln, was die biochemisch erhaltenen
Ergebnisse unterstiitzen wiirde. Die gleichen Strukturen wurden auch mit Antikorpern gegen
Synatophysin angefarbt, die Markerproteine fiir Synapsen sind (Daten nicht gezeigt). Diese
Verteilung des PS1 im neuronalen Gewebe konnte auf eine mogliche Funktion bei der Entstehung

und dem Erhalt synaptischer Strukturen hindeuten.

Bei den MDCK Zellen ist eine deutliche Anfarbung des -Catenin an der Plasmamembran von
konfluenten Zellen zu erkennen Abb. 3.17). Dieses wurde erwartet, da 3-Catenin mit Cadherinen
Komplexe bildet (186,187). Eine Ko-Immunfluoreszenzanfarbung mit Antikdrpern gegen E-
Cadherin konnte nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die subzelluldre Lokalisation von
B-Catenin im Cytosol oder Zellkern ist dagegen eher schwach. Die Anfarbung von PS1 in diesen
Zellen zeigt eine dhnliche Verteilung wie auch bei den SH-SYSY Zellen, vorwiegend im
ER/Golgi Bereich. Dennoch konnte die Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen
biochemisch nachgewiesen werden, so dass davon auszugehen ist, dass die PS1 Menge an der
Plasmamembran zu gering und die Intensitit des Signals zu schwach ist, um die Lokalisation von
PS1 an der Plasmamembran mit dieser Methode darstellen zu konnen. Mit anderen Methoden
wie der Immunoelektronenmikroskopie konnte die Gegenwart von PS1 an der Plasmamembran

gezeigt werden (182).

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dass PS1-NTF und PS1-CTF kolokalisiert vorliegen,
wobei in SH-SYS5Y Zellen sowie MDCK Zellen ein prominentes Vorkommen in ER und Golgi
gezeigt werden konnte. Eine solche Lokalisation wiirde die postulierte y-Sekretaseaktivitit in

diesen Kompartimenten unterstiitzen. Im neuronalen Rattenhirngewebe, den primédren
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hippokampalen Neuronen, die nach der Priparation etwa 10 Tage kultiviert wurden und dabei
eine Vielzahl von Vernetzungen ausgebildet haben, war neben einer ER/Golgi-Lokalisation im
Zellkorper auch eine Lokalisation in den Neuriten feststellbar. Da diese Anfarbung innerhalb der
Zellausldufer nicht homogen verteilt, sondern an einzelnen Stellen konzentriert vorlag, bei denen
es sich um synaptische Strukturen handeln konnte. Diese Verteilung konnte auf mogliche

Funktionen des PS1 z. B. bei der Entstehung bzw. dem Erhalt dieser Strukturen hinweisen.

4.5 Pharmakologische Modulation von intrazellulirem [-Catenin mit Hilfe von
Lithiumchlorid und deren Auswirkung auf die Sekretion von A Peptid in MDCK Zellen

Ein wichtiges Enzym im Wnt-Signaltransduktionsweg ist die Glutathion-Synthase Kinase 33
(GSK3p). Diese Serin/Threonin-Kinase phosphoryliert u.a. B-Catenin und markiert es fiir den
proteasomalen Abbau, wenn der pathway ,ausgeschaltet“, d. h. nicht aktiv ist. Das
,»Anschalten*/Aktivieren des pathway bewirkt die Inhibition der GSK3f, so dass B-Catenin sich
im Cytosol anreichert und in Folge dieser Anreicherung in den Zellkern transloziert, wo es durch
Interaktion mit Transkriptionsfaktoren schlie8lich zur Aktivierung von Wnt-Zielgenen fiihrt. Die
Behandlung von Zellen mit Lithiumchlorid ist eine elegante Moglichkeit, einen ,,angeschalteten
Wnt-pathway* nachzuahmen, da Lithium die GSK3f inhibiert und so zu einer Anreicherung der
B-Catenin Menge im Cytosol und im Zellkern fiihrt.

Weiterhin ist PS1 ein Interaktionspartner von GSK3[. Wenngleich kiirzlich publiziert wurde,
dass der regulierende Einfluss von PS1 auf 3-Catenin unabhéingig von der Phosphorylierung des
PS1 durch GSK3[ zu sein scheint (183), so ist dennoch zu untersuchen, ob eine Beeinflussung
der GSK3B-Aktivitdt Auswirkungen auf die Sekretaseaktivitit von PS1 und auf die Produktion
und Sekretion von AP haben konnte. Es wurde davon ausgegangen, dass [-Catenin, dessen
Menge durch GSK3P reguliert wird, als Ligand von PS1 einen EinfluB auf die -
Sekretaseaktivitit von PS1 ausiiben konnte. Daher wurde eine pharmakologische Modulation
tiber Lithiumchlorid, das die GSK3f inhibiert und somit zur Akkumulation von B-Catenin fiihrt,
durchgefiihrt. Sollte B-Catenin regulatorische Funktionen auf die PSI1-y-Sekretaseaktivitét
ausiiben, so sollte die LiCl Behandlung Verinderungen in Hinblick auf AB Produktion oder A}

Sekretion bewirken.

Es wurden MDCK Zellen verwendet, die stabil transfiziert waren mit dem y-Sekretase Substrat
C100 (99 C-terminale Aminosdurereste von APP). Dies erlaubte die Analyse unabhingig von der
B-Sekretaseaktivitit. Die Behandlung von MDCK-Zellen mit Lithiumchlorid fiihrte in einer

dosis- und zeitabhingigen Weise zu einer Anreicherung von B-Catenin im Cytosol sowie im
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Kernextrakt der Zellen, als auch zu einem gleichzeitigen Anstieg der AP Sekretion im
konditionierten Medium. Der Anstieg an sekretiertem AP war insbesondere bei 2- und 3-tigiger
Inkubation in Gegenwart von hohen Lithium-Konzentrationen sehr deutlich. Neuere Ergebnisse
einer anderen Arbeitsgruppe (188) haben berichtet, dass Lithium die AB Sekretion bei mit APP
C100 (APP-C-Terminus mit einer Lidnge von 99 Aminosduren) transfizierten COS7-Zellen
inhibiert. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den selbst erhaltenen Resultaten. Die Ursache
hierfiir konnte jedoch in den sehr unterschiedlich gewihlten Versuchsbedingungen liegen. Zum
einen wurde mit transient transfizierten COS7-Zellen gearbeitet, in unserer Versuchsanordnung
mit stabil transfizierten MDCK-Zellen. Da es sich hierbei um grundsitzlich verschiedene
Zelltypen handelt, ist nicht auszuschlieBen bzw. sogar davon auszugehen, dass bedingt durch die
Morphologie der Zellen, vollig verschiedene Signaltransduktions- und
Proteintransportmechanismen durchlaufen werden. Bei MDCK-Zellen handelt es sich um
polarisierte Zellen. Aufgrund dieser Gemeinsamkeit mit neuronalen Zellen dienen sie als
Modellsystem, um polarisiertes ,,Sortieren® von APP und verschiedenen Sekretaseaktivititen zu
untersuchen. MDCK-Zellen ermoéglichen eine stabile Transfektion bei moderaten
Expressionslevels und scheinen dhnliche Mechanismen zum polarisierten ,sorting‘ zu verwenden
wie Neuronen (189). Aus diesem Grund wurde bei den eigenen Versuchen auf diese Zellen
zuriickgegriffen. COS7-Zellen hingegen weisen diese Eigenschaften nicht auf. In der Publikation
von Sun et al. wird weiterhin gezeigt, dass wihrend die Sekretion von AP durch die Gegenwart
von Lithiumchlorid reduziert wird, APP C100 in Abhéngigkeit der Lithiumkonzentration
akkumuliert. Die kontroversen Ergebnisse deuten darauf hin, dass es bei einer kurzzeitigen
Lithiumbehandlung unterschiedliche Effekte auf die Sekretion geben konnte wie bei der

langzeitigen Behandlung.

4.6 Ausblick

Basierend auf den Untersuchungen des PS1 im neuronalen Gewebe, sollte es in Zukunft moglich
sein, die funktionelle Rolle dieses Proteins und seinen Einflul auf neuronale Prozesse besser zu
analysieren. Eine wichtige Erkenntnis liefert die in dieser Arbeit gezeigte Charakterisierung von
PS1 in transfizierten Zellen und Hirngewebe. Dabei wurde nachgewiesen, dass das PS1 nicht als
Vollldngenprotein im neuronalen Gewebe vorkommt, sondern dass die PS1-Fragmente in vivo als
Komplex vorliegen und dies sehr wahrscheinlich die funktionelle Form des Proteins darstellt. Es
wurde weiterhin gezeigt, dass eine Inkubation der Proben bei 100 °C zur Aggrgation des N-
terminalen Fragments und des PS1 Volllangenproteins fiihrt. Diese Tendenz zur Aggregation 148t

sich erklaren durch das Vorhandensein der sechs bzw. acht Transmembrandoméanen. Das C-
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terminale Fragment bleibt auch beim Erhitzen der Probe auf 100 °C erhalten. Die Herstellung von
Antikorpern gegen PS1 in dieser Arbeit war erforderlich, um geplante Experimente durchfiihren
zu konnen. Diese Antikorper wurden charakterisiert und ihre Spezifitdit und Funktionalitit bei
verschiedenen Methoden nachgewiesen, sodass sie als wichtige Werkzeuge fiir zukiinftige

Studien zur Verfiigung stehen.

Die Interaktion von PS1 und B-Catenin konnte verifiziert werden, wenngleich die Bedeutung
dieser Interaktion noch unklar ist. Eine EinfluBnahme von PS1 auf die Stabilitdt von B-Catenin ist
gezeigt worden, wird aber kontrovers diskutiert. Auch ist noch nicht abschlieBend geklért, wie
sich diese Interaktion auf die y-Sekretaseaktivitdt von PS1 auswirken konnte. In dieser Arbeit
wurde der Einfluf einer B-Catenin Anreicherung auf die Sekretion von AP untersucht. Die
Modulation der intrazelluldren 3-Catenin Menge mit Hilfe von Lithiumchlorid hat einen Anstieg
an sekretiertem A bewirkt. In zukiinftigen Experimenten konnte analysiert werden, auf welche
Weise eine Anreicherung von -Catenin Effekte auf PS1 haben konnte, die wiederum dessen 7y-
Sekretaseaktivitit beeinflussen. Dabei konnte man auch die Effekte des Lithiums néher
untersuchen, wozu dessen Einflufl auf den zelluldren Stoffwechsel, auf Apoptose aber auch auf
eine verdnderte Lokalisation von Proteinen zdhlen wiirde. Zu beachten wére dabei auch, dass
Lithium-Salze (Chlorid, Carbonat) zur Behandlung von manisch depressiven Erkrankungen
eingesetzt werden und ein unerwiinschter Nebeneffekt moglicherweise ein AR Anstieg sein

konnte. Dann wére allerdings eine detailliertere Analyse mit dem isolierten Enzym erforderlich.

Weitergehende Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation von PS1 koénnten zu einem
besseren Verstindnis seiner potentiellen Funktionen fiihren. Die Identifikation von PSI in
synaptischen  Strukturen und neuronenspezifischen Kompartimenten unterstreicht die
Notwendigkeit weiterer Analysen. Da diese Strukturen essentiell sind fiir ein intaktes und normal
funktionierendes Nervensystem, konnten Informationen zur Bedeutung des PS1 aber auch des
APP in diesen Arealen Hinweise darauf geben, warum es bei Mutationen in diesen Genen zur
Entstehung der Alzheimer Krankheit und den damit einhergehenden neurodegenerativen

Prozessen kommen mub8.
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5 Material

5.1 Abkiirzungen

5.1.1 Aminosiuren

A (Ala) Alanin

C (Cys) Cystein

D (Asp) Asparaginsdure
E (Glu) Glutaminsdure
F (Phe) Phenylalanin
G (Gly) Glycin

H (His) Histidin

I (Ile) Isoleucin

K (Lys) Lysin

L (Leu) Leucin

M (Met) Methionin

N (Asn) Asparagin

P (Pro) Prolin

Q (Glu) Glutamin

R (Arg) Arginin

S (Ser) Serin

T (Thr) Threonin

\Y (Val) Valin

W (Trp) Tryptophan

Y (Tyr) Tyrosin

5.1.2 Sonstige Abkiirzungen

a anti

A Ampere oder Alanin

Abb. Abbildung

AD Alzheimer Krankheit (,,Alzheimer’s Disease™)
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Ak

1. Ak
2. Ak
Amp
APLP

APP
APPs
APRP

APS
AS

BCA
bp
BSA
°C

Ci
CPM
CSF
DABCO
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
ddNTP
DMEM
DNA
DOC
DS

ds
DTAF
DTT
dYT
ECL
ECM

Antikorper

primdrer Antkorper

sekundérer Antikorper

Ampicillin

Amyloid Vorldufer dhnliches Protein (,,amyloid
precursor like protein”)

Amyloid Vorldufer Protein (,,amyloid precursor protein”)
sekretorisches Amyloid Vorldufer Protein
Amyloid Vorlaufer verwandtes Protein (,,amyloid
precursor related protein”)
Ammoniumperoxodisulfat

Aminosdure

Absorption bei der Wellenldnge x nm
4,4’-Dicarboxy-2,2 "-Bichinolin (,,Bicinchoninic Acid”)
Basenpaare

Rinderserumalbumin

Grad Celsius

Curie

,counts per minute”

Cerebrospinalfliissigkeit, Liquor cerebrospinalis
1,4 Diazabicyclo (2,2,2) octane
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Didesoxynukleosidtriphosphat

Dulbecco Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsdure

Desoxycholsdure

Down Syndrom

doppelstrangig (DNA)

Dichlorotriazinyl Amino Fluorescein
Dithiothreitol

doppelt konzentriertes Vollmedium

,,Enhanced Chemiluminescence”

Extrazellulare Matrix
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E. coli
EDTA
ER

et al.
FAD
Fc
FCS
FITC

GNS
GST

HBS
Hepes
HRP
Ig

IP
IPTG
kb
kDa

Lsg.

mAk
MEM

min

MW
NC
NEM
NP-40
ORF
p.A.
PAA
PAGE
PBS

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsdure

Endoplasmatisches Retikulum

und weitere

Erbliche Alzheimer Krankheit (,,Familial Alzheimer's Disease™)
konstante Region eines Immunglobulins

fotales Kilberserum

Flurescein-6-isothiocyanat

gramm oder Erdbeschleunigung g = 1,12 x r x (rpm/1000)2
Goat Normal Serum

Glutathion S-Transferase

Stunde

Hepes Pufter
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N "-(2-ethansulfonséiure)
Meerettichperoxidase

Immunglobulin

Immunprizipitation
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid
Kilobasen

Kilodalton

Liter

Losung

mol/l

monoklonaler Antikorper

Minimum Essential Medium

Minute

relatives Molekulargewicht
Molekulargewicht

Nitrozellulose

N-Ethyl-maleimid

Nonidet P-40

offenes Leseraster (,,open reading frame”)
zur Analyse

Polyacrylamid

Polyacrylamid Gelelektrophorese
phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung
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PFA Paraformaldehyd

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PMSF Phenyl-methyl-sulfonyl-fluorid

PS1 Presenilin 1

PS2 Presenilin 2

rpm Umdrehungen pro Minute; siehe ,,g”

RT Raumtemperatur

] Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

SPR ,.Surface Plasmon Resonance”

Tab Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TCA Trichloressigsiure

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TGN Trans-Golgi-Netzwerk

TMD Transmembrandoméne

Tris Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan

TRITC Tetramethylrhodamin-5-isothiocyanat
Tween-20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

UN iiber Nacht

U ,»units” (Enzymeinheiten)

A% Volt oder Valin

Vol Volumen

v/v Volumen/Volumen

w/v Gewicht/volumen

w/w Gewicht/Gewicht

YT Vollmedium

ZMBH Zentrum fiir Molekulare Biologie Heidelberg
ZNS Zentrales Nervensystem

5.2 Reagenzien

Acetonitril J.T. Baker, Grof3-Gerau
30 % (w/v) Acrylamid und 0,8 % (w/v) Bisarylamid National Diagnostics, Manville,
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Stockldosung

Agarose (Ultra Pure)

Albumin aus Hiihnereiweil3

Ameisensdure p.A.

Aprotinin

APS

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Borsaure

Chloroform (Trichlormethan) p.A.

,Complete Freund’s Adjuvant”

,Complete” Inhibitorencocktail

Coomassie Brilliant Blue R

Deoxycholsdure

Dialyseschlduche

dialysiertes FCS

Diethanolamin

DNA-GroéBenstandard (,,1 kb ladder™)

ECL-Detektionsreagenzien

ECL-Hyperfilm

Essigsdure p.A.

Ethidiumbromid

GF-5 Gelfiltrationssdulen

Harnstoff

Hepes, freie Siure

Hepes, Na-Salz

»Incomplete Freund’s Adjuvant”

IPTG

Isopropanol p.A.

Leupeptin

Magermilchpulver

2-Mercaptoethanol

Molekulargewichtsmarker

vorgefarbt:  hoher Bereich
niedriger Bereich

,broad range”
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USA

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt

Difko Laboratories, Detroit, USA
Difko Laboratories, Detroit, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Migge, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
KMF, Sankt Augustin
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
New England Biolabs
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14C-markiert

NC-Membranen fiir ,, Western Blots”
NP-40

PMSF

Protein A-Sepharose CL-4B

Protein G-Sepharose
Rinderserumalbumin

Rontgenfilme, Kodak X-OMAT AR
Salzsédure p.A.

sekunddre Antikorper

SDS

TCA

TEMED

Tris

Triton X100

Tween 20

Whatman Papier 3MM

Zellkultur:
Medien und Losungen
Zellkulturschalen
Cryovial-Gefilie
Antibiotika: Hygomycin B
Zeocin
Geneticindisulfat (G418)

Amersham, Braunschweig
Schleicher & Schuell, Dassel
Fluka Biochemika, Neu-Ulm
Serva, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

BioRad, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Schleicher & Schuell, Dassel

Sigma, Deisenhofen
Sarstedt, Niimbrecht
Nalgene, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Samtliche hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Chemikalienausgabe des

Theoretikums der Universitit Heidelberg, INF 346, bezogen und waren von p.A. Qualitit.

Spezielle Materialien sind im Methodenteil unter den entsprechenden Kapiteln aufgefiihrt.

5.3 Puffer und Losungen

APS

DNA Probenpuffer (6x)

10 %

0,25 % Bromphenol Blau



Material

DNA-Gro6Benstandard (,,1 kb ladder”)
relevanter Bereich

dYT Medium

dYT Medium mit Ampicillin

Fixierungslosung fiir SDS-Gele

LB Agarplatten

LB Agarplatten mit Ampicillin
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0,25 % Xylene Cyanol FF

30 % Glycerin

10000 bp 900 bp
8000 bp 800 bp
6000 bp 700 bp
5000 bp 600 bp
4000 bp 500 bp
3500 bp 400 bp
3000 bp 300 bp
2500 bp 200 bp
2000 bp 100 bp
1500 bp

1200 bp

1031 bp

1,6 % Trypton

1,0 % Hefeextrakt
0,5 %NaCl

pH 7,0

wie dYT Medium
75 ng/ml Ampicillin

30 % Methanol

10 % Essigsaure

1,0 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl

1,5 % Bacto Agar

wie LB Agarplatten
75 ng/ml Ampicillin
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Molekulargewichtsstandards:

vorgefarbt, hoher Bereich

230,0 kDa ap-Macroglobulin
135,0 kDa B-Galactosidase
97,0 kDa Fructose-6-phosphat
Kinase
78,0 kDa Pyruvat Kinase
57,5 kDa Fumarase
38,5 kDa Lactat
Dehydrogenase
33,5 kDa Triosephosphat

Isomerase

Die Markerproteine verhalten sich je nach verwendetem Gelsystem sehr heterogen und laufen

nicht immer im Bereich des angegebenen apparenten Molekulargewichts. Die Abweichung kann

bis zu 15 % des angegeben Wertes betragen.

vorgefirbt, niedriger Bereich

14C-markiert, hoher Bereich

14C-markiert, niedriger Bereich
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43,2 kDa Ovalbumin

28,3 kDa Carboanhydrase

18,3 kDa B-Lactoglobulin

14,0 kDa Lysozym
5,5 kDa Rinder Trypsin Inhibitor
2,7 kDa Insulin A- u. B-Kette

220,0 kDa Myosin

97,4 kDa Phosphorylase b
66,0 kDa Rinderserumalbumin
46,0 kDa Ovalbumin

30,0 kDa Carboanhydrase

14,3 kDa Lysozym

30,0 kDa Carboanhydrase
21,5 kDa Trypsin-Inhibitor
12,5 kDa Cytochrom ¢

6,5 kDa Aprotinin

5,74 kDa Rinder-Insulin



Material

Durch normale Probenaufbereitung (Versetzen der Probe mit SDS-Probenpuffer und dadurch
Losen der Disulfidbriicken; SDS-PAGE) konnte das Insulin in die B-Kette (3,4 kDa) und die A-

Kette (2,35 kDa) zerfallen.

10x PBS

2x SDS Probenpuffer

1x SDS Probenpuffer

Ix modifizierter SDS Probenpuffer

8x SDS Laufpuffer

10x TBE Elektrophoresepuffer
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80 g NaCl
2 g KClI
14,4 g NapHPO4 x 2 H,O
2,4 g KHyPO4
ad 11 H>O

0,125 M Tris/HCI pH 6,8

4 % SDS (w/v)

20 % Glycerin (v/v)

0,02 % Bromphenolblau (w/v)
10 % Mercaptoethanol (v/v)

62,5 mM Tris/HCI pH 6,8
2 % SDS

10 % Glycerin

0,01 % Bromphenolblau
5 % Mercaptoethanol

62,5 mM Tris/HCI pH 6,8
2 % SDS

6 % Glycerin

0,01 % Bromphenolblau
5 % Mercaptoethanol

2 M Harnstoff

50 mM DTT

40 ml 20% SDS
118,4 g Glycin
24 g Tris

ad 1 l HO

108 g Tris



Material

55 g Borsdure
40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
ad 1 1 HO

TE Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8,0
I mM EDTA pH 8,0

Tris/Tricin-Puffer:
Gelpuffer 3 M Tris/HCl pH 8,45
0,3 % Tris

10x Anodenlaufpuffer 2 M Tris/HCI pH 8,9

10x Kathodenlaufpuffer 1 M Tris
1 M Tricin
1 % SDS
pH 8,25

Western Blot Transferpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,0
190 mM Glycin
10 % Methanol (v/v)

Zellkulturmedien:
SH-SY5Y-Medium: 250 ml MEM
250 ml Nutrient Mixture F12
(oder 500 ml DMEM)
50 ml FCS
5 ml L-Glutamin
5 ml nicht-essentielle AS (100 fach)

MDCK II-Medium: 500 ml MEM
25 ml FCS
10 ml 1 M Hepes, pH 7,2

5 ml L-Glutamin

HEK-Medium: 500 ml DMEM
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50 ml FCS
5 ml L-Glutamin

Zugabe von entsprechenden Antibiotika: 400 pg/ml Geneticindisulfat
300 pg/ml Hygromycin
400 pg/ml Zeocin

5.4 Enzyme

5.4.1 Enzyme zur DNA-Klonierung

Die verwendeten Restriktionsenzyme, T4 DNA-Ligase sowie entsprechende Reaktionspuffer
stammten von Boehringer Mannheim (Mannheim), New England Biolabs (Schwalbach/Taunus),
Promega (Heidelberg) oder Gibco BRL (Eggenstein). Sie wurden gemiB3 den Angaben der
Hersteller eingesetzt. Zum Verdau von 1 pg Plasmid-DNA wurden etwa 3 Einheiten (,,units”)

Enzym eingesetzt.

5.4.2 Sonstige Enzyme und Proteaseinhibitoren

Die verwendeten Enzyme sind unter den entsprechenden Kapiteln im Methodenteil aufgefiihrt.
Die Proteaseinhibitoren Leupeptin und Aprotinin wurden von Biomol (Hamburg), PMSF von
Merck (Darmstadt) und ,,Complete” Proteasen-Inhibitoren-Cocktail von Boehringer (Mannheim)

bezogen.

5.5 Plasmide

Der Vektor pGEX-5X-1 zur Expression von GST-Fusionsproteinen wurde von Pharmacia
(Freiburg) und der pSP70-Vektor von Promega/Serva (Heidelberg) bezogen. Das Plasmid
pRSETB-PS1-loop wurde freundlicherweise von Roberto Cappai (Melbourne) zur Verfiigung
gestellt.
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5.6 Bakterien

E. coli DH5o Bakterien: F-, endAl, hsdR17, rk-, mk*, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
s80dlacZ M15 (190)

E. coli BL 21 Bakterien: F-, dem ompT hsdS(rg. mg.) gal (191)

5.7 Radiochemikalien

35S-Methionin (>1000 Ci/mmol) sowie die "“C-markierten Markerproteine wurden von der Fa.

Amersham (Braunschweig) bezogen.

5.8 Filme
Kodak X-OMAT AR Rontgenfilm Sigma, Deisenhofen
Hyperfilm ECL Amersham, Braunschweig

5.9 Eukaryontische Zellen

SH-SY5Ywt-Zellen (Tumorzellinie, humane Neuroblastomzellen) wurden von ATCC (Manassas,
VA, USA) bezogen. Mit SPA4CT stabil transfizierte SH-SYS5Y-Zellen wurden freundlicherweise
von Heike Grimm (ZMBH, Heidelberg) zur Verfiigung gestellt. Mit pCEP4-Vektor und mit
pCEP4-PS1wt stabil transfizierte SH-SYS5Y-Zellen wurden von SmithKline Beecham
Pharmaceuticals (Harlow, UK) zur Verfligung gestellt. Stabil transfizierte MDCK-Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. Tobias Hartmann zur Verfiigung gestellt. Die Zellen wurden jeweils
mit dem pHD-Vektor-Konstrukt transfiziert (MDCK B5 mit pHD-SPA4CT; MDCK A613 mit
pHD-APPwt) und mit dem SV2Neo-Vektor kotransfiziert, der die Antibiotikaresistenz tragt
(192).
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5.10 Antikorper

Polyklonale Antikérper aus Kaninchen:

Polyklonales Antiserum 95/23, gerichtet gegen die Aminosdurereste 1-20 von humanem PS1 und
hergestellt durch Immunisierung mit synthetischem PSI1-Peptid (AS 1-20) gekoppelt an
Diphtherie-Toxoid. Das Antiserum wurde freundlicherweise von John Underwood (Melbourne)

zur Verfligung gestellt.
Polyklonales Antiserum C6, gerichtet gegen die Aminosdurereste 344-358 von humanem PSI.
Das Antiserum wurde freundlicherweise von SmithKline Beecham Pharmaceuticals (Harlow,

UK) zur Verfiigung gestellt.

Polyklonaler Antikérper 22734 (IgA), der durch Immunisierung mit Fd-APP770sec hergestellt
wurde (Dirk Beher, MSD, Harlow, UK).

Polyklonales Antiserum 84730, gerichtet gegen synthetisches AB-Peptid 1-40 (Gerd Multhaup,
ZMBH).

Polyklonaler Antikdrper 23850, der durch Immunisierung mit TP N474 hergestellt wurde und
gegen den C-Terminus von APP gerichtet ist (Dirk Beher, MSD, Harlow, UK).

Polyklonales Antiserum aus Ziege gerichtet gegen GST; Pharmacia (Freiburg)
Monoklonale Antikorper aus Maus:
Monoklonaler Antikorper 22C11 gegen APP (33), gerichtet gegen den von Exons 2 und 3

kodierten APP N-Terminus.

Monoklonaler Antikdrper W02, gerichtet gegen den N-Terminus von A und A4CT, hergestellt
mit synthetischem Peptid AP 1-16 (193)

Monoklonaler Antikérper G2-10 gerichtet gegen den freien C-Terminus von AP40, hergestellt
mit synthetischem Peptid A 33-40 (193)

Monoklonaler Antikorper G2-11 gerichtet gegen den freien C-Terminus von AP42, hergestellt
mit synthetischem Peptid AR 35-42 (193)
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Monoklonaler Antikdrper APS 18 gerichtet gegen die Aminosédurereste 313-334 von humanem
PS1. Das Antiserum wurde freundlicherweise von Anke Diehlmann (ZMBH, Heidelberg) zur
Verfiigung gestellt.

Monoklonaler Antikorper gegen B-Catenin (Klon 14), gerichtet gegen die Aminosaurereste 571-
781 von Maus B-Catenin; Transduction Lab (Heidelberg)

Monoklonaler Antikorper gegen E-Cadherin (Klon 36), gerichtet gegen die Aminosédurereste 735-
883 von humanem E-Cadherin; Transduction Lab (Heidelberg)

Sonstige Antikérper
Polyklonale Antikorper aus Ziege, gerichtet gegen die leichte und schwere Kette von Maus oder

Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt (Promega, Heidelberg)

Sekundirer HRP-konjugierter Antikorper aus Kaninchen, gerichtet gegen Antikorper aus Ziege
(GST-Antikorper s.0.); DAKO (Hamburg)

Flurescein-gekoppelter sekunddrer Antikorper aus Ziege, gerichtet gegen Kaninchen (Alexa
Fluor(R) 488 goat anti-rabbit IgG (H+L) conjugate, Molecular Probes) oder Maus IgG (Alexa
Fluor(R) 488 goat anti-mouse IgG (H+L) conjugate bzw. Alexa Fluor(R) 568 goat anti-mouse
IgG (H+L) conjugate, Molecular Probes)
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6 Methoden

6.1 Molekularbiologische Methoden
6.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien mit CaCl, (194)

Losungen:
100 mM MgCl,
100 mM CaCl,
85 mM CaCl,/15 % Glycerin

200 ml dYT Medium wurden mit 2 ml E. coli Ubernachtkultur angeimpft und fiir 1,5-2 h bei 37
°C bis zum Erreichen einer definierten Zelldichte inkubiert, die liber eine Messung der Asg
kontrolliert wurde. Bei As9y=0,4 wurden die Bakterien fiir 5 min bei 4100 g und 4 °C
abzentrifugiert. Fiir alle weiteren Schritte wurden eisgekiihlte Losungen und vorgekiihlte Pipetten
benutzt. Die Sedimente aus je 50 ml Ausgangskultur wurden in 5 ml 100 mM MgCl, vorsichtig
resuspendiert, je zwei Ansitze vereinigt und mit 100 mM MgCl, auf 50 ml Endvolumen
aufgefiillt. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 4100 g und 4 °C wurden die Sedimente
vorsichtig in 5 ml 100 mM CacCl, resuspendiert und mit 100 mM CacCl, auf ein Endvolumen von
50 ml aufgefiillt. Nach 30-60 min Inkubation auf Eis wurde erneut fiir 5 min bei 4100 g und 4 °C
zentrifugiert und die Sedimente in 5 ml 85 mM CaCl,/15 % Glycerin resuspendiert. 300 ul

Aliquots wurden in Trockeneis/Ethanol eingefroren und bei —80 °C gelagert.

6.1.2 Transformation kompetenter E. coli Zellen (190)

Fiir die Transformation wurde ein 300 ul Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut, und bis
zu 50 ng Plasmid-DNA zugegeben (maximal 5 % des Bakterienvolumens). Der
Transformationsansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert, exakt 90 s bei 42 °C einem Hitzeschock
unterzogen und fiir 3 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 700 pl dYT-Medium
zugegeben und der Ansatz flir 60 min bei 37 °C geschiittelt, damit sich die Antibiotikaresistenz
auspragen konnte. 20-300 pl der Kultur wurden auf einer LB-Agarplatte mit Ampicillin
ausplattiert und UN bei 37 °C inkubiert.
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6.1.3 Schnellpriparation von Plasmid-DNA

Losungen:
Puffer P1: 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA (mit 100 pg/ml Dnase freie Rnase)
Puffer P2: 200 mM NaOH; 1 % SDS
Puffer P3: 2,55 M KAc, pH 4,8

Die Anreicherung und Reinigung von Plasmid-DNA aus 2 ml Bakterienkulturen erfolgte nach
einem abgewandelten Protokoll von Qiagen ohne Benutzung von Anionenaustauschersdulen nach
folgendem Protokoll: Fiir die Miniprdp wurden mehrere Einzelkolonien mit einer sterilen Impfose
in je 2 ml dYT-Medium mit Ampicillin {iberimpft. Die Kulturen wurden UN bei 37 °C
geschiittelt. 1,5 ml der UN-Kultur wurden in ein EppendorfgefdB iiberfiihrt und fiir 1 min bei
13000 rpm bei RT zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 150 pl P1-Puffer vollstindig
resuspendiert. Es wurden 150 pl P2-Puffer hinzugegeben, vorsichtig gemischt (alkalische Lyse)
und der Ansatz 5 min bei RT inkubiert. Dann wurden 150 pl P3-Puffer zugegeben und nach
vorsichtigem Mischen 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe fiir 10 min bei
13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt
und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Nach erneutem Uberfiihren des Uberstandes in ein
neues Eppendorfgefdll wurden 900 pl eiskaltes Ethanol zugegeben und der Ansatz fiir 5 min bei —
20 °C inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 rpm und 4 °C wurde
der Uberstand verworfen und das Sediment einmal vorsichtig mit 70 % Ethanol gewaschen. Das
nach einer weiteren Zentrifugation fiir 5 min bei 13000 rpm und 4 °C erhaltene DNA-Sediment
wurde im 37 °C Heizblock oder Wasserbad fiir etwa 5 min getrocknet und anschlieend in 50 pl
H,0 bzw. TE-Puffer gelost.

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA fiir Sequenzierungsreaktionen wurde anstatt der oben
beschriebenen Ethanolfdllung der DNA eine Isolierung der DNA iiber Anionenaustauschersidulen

der Firma Qiagen durchgefiihrt. Hierbei wurde geméll den Angaben des Herstellers verfahren.
6.1.4 Gewinnung grof3er Mengen reiner Plasmid-DNA mittels
Anionenaustauschchromatographie

GroBe Mengen Plasmid-DNA wurden aus 500 ml Ubernachtkulturen unter Verwendung des

»Nucleobond AX 500-Kits* nach der Anleitung des Herstellers (Fa. Macherey u. Nagel)

gewonnen.
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Losungen:
S1: 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA; 400 png/ml Rnase A
S2:200 mM NaOH; 1 % SDS
S3:2,8 M K-Acetat pH 5,2
N2: 100 mM Tris/H;PO,4 pH 6,3; 15 % Ethanol; 0,9 M KCl
N3: 100 mM Tris/H;PO4 pH 6,3; 15 % Ethanol; 1,15 M KC1
N5: 100 mM Tris/H;PO,4 pH 8,5; 15 % Ethanol; 1 M KC1

250 ml dYT Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 1 ml E. coli Ubernachtkultur
angeimpft und UN bei 37 °C geschiittelt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation fiir 10 min
bei 6000 rpm (Beckman JA17 Rotor) sedimentiert und in 12 ml S1 Puffer resuspendiert. Nach
Zugabe von 12 ml S2 Puffer wurde die Suspension vorsichtig gemischt und fiir 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden 12 ml S3 Puffer zugegeben und nach vorsichtigem Mischen der
Ansatz fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 45 min bei 13000 rpm
(Beckman JA17 Rotor) und 4 °C wurde das weillliche Prézipitat durch Filtration durch einen
Faltenfilter vom Uberstand getrennt. Die Ionenaustauschersiule (Nucleobond AX500) wurde mit
5 ml N2 Puffer dquilibriert und der filtrierte Uberstand aufgetragen. AnschlieBend wurde mit 2x
12 ml N3 Puffer gewaschen und die gebundene DNA mit 6 ml N5 Puffer eluiert, wobei die ersten
1,5 ml verworfen wurden (Sdulentotvolumen). Zu den 4,5 ml Eluat wurden 3,6 ml Isopropanol
(0,8 Vol.) zugefiigt und die prazipitierte DNA nach Zentrifugation fiir 30 min bei 12000 rpm
(Beckman JA17 Rotor) und 4 °C mit 70 % Ethanol gewaschen. Die hochreine DNA wurde in 10
mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA gelost und die Konzentration und Reinheit mittels

Photometrie bestimmt.

6.1.5 Ethanolfillung von Nukleinsiuren (Meyers et al., 1976)

Losungen:

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

3 M Na-Acetat pH 5,2

Eine DNA- bzw. RNA-L6sung wurde mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat pH 5,2 und dem 2 bis 3
fachen Volumen 100 % Ethanol gemischt und fiir 10 min bei -70 °C oder mindestens 1 h bei —20
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°C inkubiert. Die gefillten Nukleinsduren wurden durch Zentrifugation (15 min, 13000 rpm, 4
°C) sedimentiert und mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Das Prézipitat wurde in der
Vakuumzentrifuge oder durch Stehenlassen der gedffneten Eppendorfgefiafle im 37 °C Wasserbad
getrocknet und in 40 - 50 ul H,O oder TE-Puffer aufgenommen.

6.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Nukleinsdurekonzentrationen wurden {iber eine Messung der A, (Absorptionsmaximum der
Nukleotidbasen) in H,O ermittelt.

Fiir einzelstrangige RNA/DNA gilt: Ein Wert von Azgonm = 1 entspricht 40 pg/ml.
Fiir doppelstrangige DNA gilt: Ein Wert von Apgonm = 1 entspricht 50 pg/ml.
Der Quotient Az60nm/A280nm ermoglicht die Reinheit der DNA-Losung abzuschétzen und sollte

zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

6.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Losungen:
10x TBE: 890 mM Tris; 890 mM Borsaure; 20 mM EDTA
6x DNA Probenpuffer: 0,25 % Bromphenolblau (w/v), 30 % Glycerin, 60 mM EDTA
Ethidiumbromid: 10 mg/ml in H,O

Die DNA-Molekiile wurden analytisch und priparativ in  Agarosegelen mit
Agarosekonzentrationen von 0,6-2 % bei einer Stromstirke von 100-150 mA aufgetrennt, wobei
Ix TBE als Puffersystem diente. Den Gelen wurde Ethidiumbromid zu einer Endkonzentration
von 0,5 pg/ml zugesetzt, sodass die DNA-Molekiile durch die Interkalation des Ethidiumbromids
unter UV-Licht sichtbar waren. Die Proben wurden vor dem Gelauftrag mit Probenpuffer

gemischt. Als Groenmarker wird ,,1 kb ladder” verwendet.

6.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose

Zur Isolierung von DNA-Molekiilen aus Agarose wurde das ,,QIAquick Gel Extraction” Kit

eingesetzt und gemall den Angaben des Herstellers verwendet. Das gewiinschte DNA-Fragment

79



Methoden

wurde mit einem Skalpell unter dem UV-Schirm aus dem Gel ausgeschnitten, in ein 1,5 ml

Eppendorfgefa3 gegeben und gemall dem Qiagen-Protokoll die DNA aus der Agarose gewonnen.

6.1.9 Oligonukleotidsynthese

Die Synthese der verwendeten Oligonukleotide erfolgte im Labor von Dr. R. Frank nach der
Phosphoamiditmethode in einem DNA-Syntheseautomaten des Typs 380 (Applied Biosystems).
Die gelosten Oligonukleotide wurden mit Ethanol gefdllt und in H,O gelost. Die DNA-

Konzentrationnen wurden anschlieBend iiber die Messung der A,¢, bestimmt.

6.1.10 Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen

Losungen:
6x DNA Probenpuffer: 0,25 % Bromphenolblau (w/v), 30 % Glycerin), 60 mM EDTA

Die Spaltung der DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte unter den vom Hersteller genannten
Reaktionsbedingungen in einem Endvolumen von 20 pl, wobei meist 0,5-1 pg Plasmid-DNA und
1-5 U Restriktionsenzym eingesetzt wurden. Die Ansédtze wurden bei der jeweils empfohlenen
Temperatur (meist 37 °C) fiir 60-90 min inkubiert. Der Verdauansatz wurde anschlieBend mit
DNA-Probenpuffer gemischt und mittels Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift.  Fiir
Restriktionsverdaus mit zwei oder mehr verschiedenen Enzymen wurde derjenige
Reaktionspuffer ausgewdhlt, in dem alle verwendeten Enzyme anndhernd gleiche Aktivitét
besaen. Die gespaltenen DNA-Fragmente wurden anschlieBend in einem Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert.

6.1.11 Ligation von DNA-Fragmenten

100 ng geschnittener Plasmid-Vektor wurde mit etwa 10 fachem Uberschul an DNA-Fragment
(,,Jnsert”) UN bei 16 °C in Gegenwart von 1-5 U T4-DNA-Ligase in 1x Ligasepuffer (50 mM
Tris/HCI pH 7,6; 10 mM MgCly; 1 mM ATP; 1 mM DTT, 5 % PEG 8000) inkubiert. Das
Gesamtvolumen betrug 20 pl. Fiir nachfolgende Transformationen wurden 10 pl des

Ligationsansatzes verwendet.
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6.1.12 Polymerasekettenreaktion (,,PCR”)

Losungen:
dNTP: je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP in ddH,0
10x Pfu-Puffer (Boehringer Mannheim)
Pfu-Polymerase (5 U/ul; Boehringer Mannheim)

Zusammensetzung eines 50 ul PCR-Ansatzes:

DNA-Matrize 100 ng
10x Pfu-Puffer S5ul
10 mM dNTP-Mix 1 ul
10 pMol sense-primer 1 ul

10 pMol antisense-primer 1 pl
Taq-Polymerase (5 U/ul) 0,5 pl
H,0 ad 50 pl

Das Reaktionsgemisch wird mit 100 pl Mineraldl tiberschichtet und die Reaktion in einem Perkin
Elmer Thermal Cycler 4800 durchgefiihrt:

6.1.13 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung erfolgte im Labor von Dr. Rainer Frank in einem DNA-

Sequenzierautomaten (Applied Biosystems).
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6.2 Proteinbiochemische Methoden

6.2.1 Gelelektrophorese von Proteinen

6.2.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (195)
Losungen fiir die Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen:
Trenngel

Acrylamid-  Acrylamid- 2 M Tris/HC1 20 % SDS APS TEMED H,O
endkonz. stammlsg. pH 8,8

% ml ml ul ul ul ml
12,5 12,5 5,6 150 100 10 11,6
10,0 10,0 5,6 150 100 10 14,1
9,0 9,0 5,6 150 100 10 15,1
7,0 7,0 5,6 150 100 10 17,1

Sammelgel
Acrylamid-  Acrylamid- 1 M Tris/HC1 20 % SDS APS TEMED H,0
endkonz. stammlsg. pH 6,8

% ml ml ul ul ul ml

5,0 1,67 1,25 50 50 5 7,0

Die hergestellten Gele hatten eine Standardabmessungvon 20,0 x 20,0 cm und eine Dicke von 1
mm. Das Trenngelvolumen betrug 30 ml, das Sammelgelvolumen 10 ml. Zuerst wurde das
Trenngel gegossen und mit 100 pl Isopropanol iiberschichtet, um eine glatte Grenzfliche zu
erzeugen. Nach dem Polymerisieren des Trenngels wurde das Isopropanol abgegossen, das
Sammelgel iiber das Trenngel geschichtet und ein Probenkamm eingeschoben. Nach der
Polymerisation =~ wurde der Kamm  herausgezogen und das Gel in  einer
Vertikalelektrophoresekammer eingespannt. Die Dauer und Temperatur beim Denaturieren der
Proben in 2x SDS-Probenpuffer variierten. Generell wurden Proben mit PS1-Fragmenten nicht
gekocht, sondern flir 30 min bei 37 °C in modifiziertem 2x SDS-Probenpuffer inkubiert.

Die Elektrophorese erfolgte UN bei 60-70 V oder 4-5 h bei 200 V.
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6.2.1.2 Tris-Tricin-Gelelektrophorese (196)

Losungen:

Gelpuffer

10x Anodenlaufpuffer

10x Kathodenlaufpuffer

Zusammensetzung eines 10 (12) % Trenngels:

10 ml Gelpufter

3 M Tris/HCl pH 8,45
0,3 % Tris

2 M Tris/HCI pH 8,9

1 M Tris

1 M Tricine
1 % SDS
pH 8,25

6 (7,3) ml Acrylamidlosung (49,5 % Acrylamid (w/v) mit Acrylamid:Bisacrylamid 49,5:3)

10 (8,5) ml H,O

3,17 ml Glycerin
150 ul 10 % APS
20 ul TEMED

Zusammensetzung des ,,spacer* Gels:
10 ml Gelpufter

10 ml Acrylamidlésung

14 ml H,O

150 ul APS

20 ul TEMED

Zusammensetzung des Sammelgels:
3,1 ml Gelpuffer

1 ml Acrylamidlosung

8,4 ml H,O

100 ul APS

10 ul TEMED
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Eine glatte Trennschicht der einzelnen Gelstufen wurde durch Uberschichten mit 0,1 % iger
SDS-Losung oder Isopropanol erreicht. Die Elektrophorese fand bei 120 V fiir etwa 14 h statt.

6.2.2 Coomassiefirbung von Polyacrylamidgelen (197)

Losungen:
Coomassie-Farbelosung: 500 ml Methanol
100 ml Essigsdure
2 g Coomassie Brilliant Blue R
400 ml H,0O
Entfarbe-/Fixierlosung: 300 ml Methanol

100 ml Essigsdure
600 ml H,O

Diese Methode dient zur Anfarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen, wobei der Farbstoff
mit freien Aminogruppen der Proteine iiber hydrostatische Wechselwirkungen reagiert. Zur
Anfarbung der Proteine wurde das Gel fiir 30-45 min in Coomassie-Brilliant-Blue-Férbelosung
auf dem Schiittler bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Farbelosung entfernt und das Gel in
Entfarberlosung inkubiert. Die Entfarbelosung wurde so lange gewechselt, bis die Proteinbanden
deutlich zu erkennen waren und der iibrige Gelbereich nahezu farblos war. In diesem Zustand
konnte das Gel bei 2 h und 75 °C auf Filterpapier (Whatman 3MM) und mit Frischhaltefolie
abgedeckt auf dem Geltrockner (DrygelSR, Hoeffer Scientific Instruments San Francisco, Modell
SE 2260) getrocknet werden.

6.2.3 ,,Western Blot” Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen, ECL-
Detektion und Entfernung gebundener Antikorper von Nitrozellulose-Membranen
(,»stripping”) zur wiederholten ECL-Detektion

(,, Western Blot*“; (198))

Losungen:
Transferpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,0
190 mM Glycin
10 % Methanol (v/v)
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Absittigungslosung: 5 % Magermilchpulver (w/v) in 1x PBS
Denaturierungslosung: 62,5 mM Tris/HCL pH 6,8
2 % SDS

100 mM 2-Mercaptoethanol

ECL-Lumineszenzlésungen: Oxidationslosung und Luminol-L&sung

1:1 unmittelbar vor der Entwicklung gemischt

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel in Transferpuffer kurz gewaschen. Die Nitrozellulose-
Membran und vier Whatman Filterpapiere (3 MM) wurden auf Gelgré3e zurechtgeschnitten und
in Transferpuffer eingeweicht. Das Gel wurde luftblasenfrei zwischen je zwei Filterpapiere auf
die Nitrozellulose-Membran gelegt. Der Proteintransfer erfolgte als NaBtransfer (,,Tankblot™) in
einer mit Transferpuffer gefiillten Kammer bei 4 °C entweder bei 350 mA fiir 3 - 4 h oder bei 150
mA UN.

AnschlieBend wurde die Nitrozellulose-Membran zur Absittigung freier Bindungsstellen 3 h bei
RT oder UN bei 4 °C in einer Losung aus 5 % Magermilchpulver in 1x PBS inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Membran fiir je 5 min in 1x PBS erfolgte Inkubation mit dem priméaren
Antikorper. Polyklonale Antikérper wurden meist 1:2000 in PBS verdiinnt, monoklonale
Antikorper 1:10000 in PBS. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei RT auf dem Schiittler. Nach
dreimaligem Waschen fiir 5 min in 1x PBS wurde die Membran mit dem sekundiren Antikorper
inkubiert. Je nach Art des primiren Antikorpers wurde ein Ziege-anti-Kaninchen- oder Ziege-
anti-Maus-HRP-Konjugat 1:10000 in 1x PBS verdiinnt eingesetzt. Die Membran wurde fiir 1 h
bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Zum Anfarben der Komplexe aus Protein, 1. Antikorper und
2. Antikorper wurde die Membran fiir I min in ECL-Chemolumineszenzlosung (Amersham,
Braunschweig) inkubiert. Die Membran wurde dann zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt, und in
der Dunkelkammer flir verschieden lange Zeitintervalle ein entsprechender Film (ECL-
Hyperfilm, Amersham) aufgelegt und anschlieBend entwickelt. Die Detektion beruht auf einer
durch die Meerettichperoxidase katalysierten Reaktion, bei der Luminol in Gegenwart von H,0,
und Verstirkerreagenzien unter Lichtemission (428 nm) zu 3-Aminophthalat und N, reagiert.

Fiir eine Detektion mit einem weiteren primdren Antikorper wurde das Filter zur Entfernung der
gebundenen Antikdrper fir 30 min bei 50-55 °C in der Denaturierungslosung inkubiert.
AnschlieBend wurde mehrmals mit PBS unter dem Abzug gewaschen. Das Filter wurde in

Absittigungslosung inkubiert und alle weiteren Inkubationen wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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6.2.4 TCA-Fillung von Proteinen

Die Proteinlosung wurde mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 800 pl verdiinnt, 200 pl 100 %
TCA (w/v) zugegeben und der Ansatz fiir 15 min auf Eise inkubiert. Danach wurden die Proteine
fir 10 min bei 13000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Das Proteinsediment wurde mit 1 ml
eiskaltem Aceton fiir 60 min bei —20 °C gewaschen, nochmals fiir 10 min bei 13000 rpm und 4

°C zentrifugiert und in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

6.2.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mit BCA-Assay

Losungen:  BCA-Losung (Sigma)
4 % (w/v) CuSO4x5H,0-Losung

Zu 100 pl Probe wurde 1 ml BCA-Reagenz zugefiigt, das durch eine 1:40-Verdiinnung der 4 %
(W/v) CuSO4x5H,0-Losung in der BCA-Losung frisch hergestellt wurde. Nach einer Inkubation
fiir 15 min bei 37 °C und nachfolgend 15 min bei RT wurde die Asq, gemessen. Als Eichkurve
wurden verschiedene BSA-Verdiinnungen benutzt. Bei der Bestimmung des Proteingehalts von
Gewebefraktionen wurde SDS ad 0,1 % hinzugefiigt.

6.2.6 Aufzucht, Vermehrung und Induktion von transformierten E. coli Zellen zur

Expression von Fusionsproteinen und rekombinantem PS1

6.2.6.1 Aufzucht, Vermehrung und Induktion von transformierten E. coli Zellen
Kleinkultur:

2 ml LB- oder dYT-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit einer
Bakterienkolonie angeimpft und UN bei 37 °C geschiittelt.

Anzuchtkultur:

25 ml LB- oder dYT-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 1 ml Kleinkultur im
Erlenmeyerkolben UN bei 37 °C geschiittelt.
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GroBkultur:

500 ml LB- oder dYT-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 12,5 ml
Anzuchtkultur angeimpft und im Erlenmeyerkolben (besser auf zwei Kolben verteilen) fiir 2 h bei
37 °C geschiittelt. Durch Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Expression und Synthese von
Fusionsproteinen induziert und der Ansatz UN bei 37 °C geschiittelt.

6.2.6.2 Reinigung von Fusionsproteinen und rekombinantem PS1

Losungen:
E. coli-Puffer: 50 mM Tris/HCI1 pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA
E. coli-Puffer mit 1 % NP-40 (v/v)
5 % DOC (Desoxycholat) (w/v)
1 mM MgCl,

Die Bakterien aus einer induzierten 500 ml GroBkultur wurden auf zwei Zentrifugenflaschen
verteilt und fiir 10 min bei 7000 rpm (Beckman JA10 Rotor) abzentrifugiert. Das Sediment wurde
2 h bei —80 °C inkubiert und jeweils in 60 ml E. coli Puffer resuspendiert. Nach dem
resuspendieren in 60 ml E. coli Puffer wurden 1,2 ml 5 % DOC, 1 ml 1 M MgCl, und 2 mg
Dnase 1 zugefiigt. Der Nukleinsdureverdau erfolgte fiir 30 min unter Riihren bei RT. Nach der
Zentrifugation fiir 12 min bei 8000 rpm (Beckman JA17 Rotor) wurde das Sediment in 25 ml E.
coli Puffer mit 1 % NP-40 sonifiziert und fiir 12 min bei 8000 rpm zentrifugiert (Beckman JA17
Rotor). Das resultierende Sediment wurde in 25 ml E. coli Puffer sonifiziert und fiir 12 min bei
8000 rpm zentrifugiert (Beckman JA17 Rotor). Dieser Arbeitsschritt wurde wiederholt und das
resultierende Sediment wurde in 3 ml 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert und entweder fiir 5 min
bei 100 °C oder fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf priparative
SDS-Gele aufgetragen.

6.2.6.3 Elektroelution von Fusionsproteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen

Losungen:
Elutionspuffer: 0,1 M Tris/Acetat pH 7,4; 0,05 % SDS
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Nach der Proteinauftrennung in préparativen SDS-Gelen wurde eine 2-3 cm breite Féarbespur
abgeschnitten und mit Coomassie angefirbt. Die gewiinschten Banden wurden anhand der
Position der Proteine auf dem Firbestreifen ausgeschnitten. Die Gelstreifen wurden mit dem
Skalpell in kleine Stiickchen geschnitten und in einen mit 4-5 ml Elutionspuffer gefiillten
Dialyseschlauch iiberfiihrt. Die Elution erfolgte fiir 2,5 h bei einer Stromstirke von 170 mA in
einer Agarosegelelektrophoresekammer. Ein einminiitiges Umpolen am Ende der Elution stellte
sicher, dass die Proteine im Eluat waren und nicht an der Wand des Dialyseschlauches
verblieben. Nach der Entnahme des Eluats aus dem Schlauch wurde es durch Filtration in einer
Sdule (Bakerbond spe, 1 ml Filtration column”, J.T. Baker, GroB-Gerau) von

Polyacrylamidresten befreit.

6.2.6.4 Gelfiltrationschromatographie zum Pufferaustausch und zur Renaturierung von

Proteinen

Es wurden Séulen (2 ml Excellulose GF-5 mit 5 kDa Ausschluvolumen; Pierce) mit 2 ml 10
mM Tris/HCI pH 7,5 édquilibriert und die Probe in einem Volumen von 400 pl aufgetragen.
AnschlieBend wurde insgesamt 5x mit je 300 pl 10 mM Tris/HCI pH 7,5 eluiert und der
Saulendurchlauf sowie die Eluate 1-5 in Reaktionsgefden aufgefangen. Aliquots der Eluate
wurden zur Bestimmung der Proteinkonzentration mit BCA-Test bzw. zur Analyse mit SDS-

PAGE herangezogen.

6.2.7 Immunisierung von Kaninchen zur Herstellung polyklonaler Antikorper

Fiir die Immunisierung eines Kaninchens wurden 500 pg Protein oder Peptid eingesetzt. Diese
Proteinmenge war in 350 pl 10 mM Tris/HCI pH 7,5 enthalten und wurde mit dem gleichen
Volumen an Freundschem Adjuvans versetzt und durch wiederholtes Aufziehen in einer Spritze
(Becton Dickinson Plastipak; Microlance Kaniile 0,9x40 mm) eine stabile Emulsion hergestellt.
Nach der Entnahme von Prdiimmunserum durch das Personal der Versuchstierhaltung des ZMBH
wurde die erste Immunisierung mit ,,Freund’s Adjuvans Complete” durchgefiihrt. Alle weiteren
Immunisierung erfolgten mit ,,Freund’s Adjuvans Incomplete”. Vier Wochen nach der ersten
Immunisierung erfolgten im Abstand von drei Wochen weitere Immunisierungen, wobei jeweils

10 Tage nach der Immunisierung Blut abgenommen wurde.
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6.2.8 Serumgewinnung

Die Blutentnahme (20-30 ml je Tier) wurde 10 Tage nach Immunisierung durch das Personal der
Versuchstierhaltung des ZMBH durchgefiihrt. Das Blut wurde fiir 1 h bei 37 °C und danach UN
bei 4 °C inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4000 rpm und 4 °C in einer Haereus-
Zentrifuge wurde das Serum von den koagulierten Blutbestandteilen getrennt. Das Serum wurde
aliquotiert und bei —20 °C aufbewahrt. Eine Uberpriifung des Titers erfolgte durch SPR (surface
plasmon resonance) Analyse. Dabei wird das zur Immunisierung verwendete Antigen als Ligand

an eine Chipoberfliche gekoppelt und die Bindung der Antikorper indirekt gemessen.

6.2.9 Aufreinigung von Antikorpern iiber Protein A-Sepharose
Affinititschromatographie

Losungen:
Phosphatpuffer: 20 mM Na-Phosphat pH 7,0
Citratpuffer: 0,1 M Na-Citrat pH 3,2
1 M Tris/HCL pH 8,8

Die Protein A-Sdule (1 ml HiTrap Protein A ,,affinity columns”; Pharmacia, Freiburg) wurde mit
einer Peristaltik-Pumpe mit 800ul/min FlieBgeschwindigkeit verbunden. Die Siule wurde mit
mehreren ml H,O gespiilt und mit 10 ml Phosphatpuffer dquilibriert. 1,5 ml Serum wurden mit
1,5 ml Phosphatpuffer gemischt und auf die Sdule aufgetragen. AnschlieBend wurde mit 15 ml
Phosphatpuffer gewaschen und die gebundenen Antikérper in 4x 1 ml Citratpuffer eluiert, wobei
zuvor zur Neutralisierung des pH-Wertes 100 pl 1 M Tris/HCl pH 8,8 in die Probengefilie
vorgelegt worden waren. Die Sdule wurde anschlieBend mit 10 ml H,O gewaschen und in 20 %
Ethanol bei 4 °C gelagert. Die IgG-Konzentration der Eluate wurde durch eine Messung der
Absorption bei 280 nm  Wellenlinge (Absorptionsmaximum der aromatischen

Aminosdureseitenketten) ermittelt.
6.2.10 Entfernung von ungewiinschten Antikorpern gegen GST-Fusionsprotein
Das polyklonale Serum von mit GST-Fusionsproteinen immunisierten Kaninchen enthilt neben

den erwiinschten, gegen das Fusionsprotein gerichteten Antikérpern auch gegen GST gerichtete

Antikorper. Um diese aus dem Serum zu entfernen und so eine Anreicherung der erwiinschten
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Antikorper zu erzielen, wird das Serum mit GST-Sepharose inkubiert. Hierfiir wird zundchst GST
hergestellt durch Transformation von E. coli DH5o Zellen mit dem pGEX-5X-1 Vektor
(Pharmacia, Freiburg) und nachfolgender Aufreinigung von GST aus einer induzierten 250 ml
Kultur. Das Bakterienpellet wurde in 5 ml PBS/20 % Sucrose resuspendiert und die Zellen durch
Zugabe von Lysozym (100 pg/ml Endkonzentration) und 30 min Riihren auf Eis aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde zweimal fir 30 Sekunden sonifiziert. Der aus der nachfolgenden
Zentrifugation fiir 20 min bei 9000 rpm und 4 °C (Beckman JA17 Rotor) erhaltene Uberstand
enthielt u.a. das rekombinante GST und wurde bei —20 °C aufbewahrt.

1 ml Glutathion-Sepharose (Pharmacia, Freiburg) wurde 4x mit PBS gewaschen. 320 pl davon
wurden mit 5 ml des GST-haltigen Uberstandes (s.0.) fiir 15 min bei 4 °C auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert. Die nunmehr entstandene GST-Sepharose wurde durch eine
Zentrifugation bei 1000 rpm und 4 °C in der Haereus Zentrifuge sedimentiert und 5x mit je 5 ml
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 1 ml Serum mit der GST-Sepharose fiir 2 h bei RT auf
dem Uberkopfschiittler inkubiert, die Sepharose mit den gebundenen Antikorpern abzentrifugiert

und das resultierende Serum in ein neues Probengefdl iiberfiihrt.

6.2.11 Herstellung von Zellysaten, cytosolischen Fraktionen und Kernextrakten fiir
nachfolgende ,,Western Blot” Analyse (176,199)

Um die subzellulire Verteilung von Proteinen, insbesondere die Verteilung von B-Catenin, zu
analysieren, wurden cytosolische Fraktionen (S100; Uberstand nach 100000 g
Ultrazentrifugation) und Kernextrakte hergestellt.

Losungen:
Puffer A: 10 mM Hepes (pH 7,9 bei 4 °C)
1,5 mM MgCl,
10 mM KC1

0,5 mM DTT (vor Gebrauch zugeben)
Puffer B: 0,3 M Hepes

1,4 M KC1

0,03 M MgCl,

Puffer C: 20 mM Hepes
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25 % (v/v) Glycerol

0,42 M NaCl

1,5 mM NaCl

0,2 mM EDTA

0,5 mM PMSF (vor Gebrauch zugeben)
0,5 mM DTT (vor Gebrauch zugeben)

Nach dem Entfernen des Mediums und Waschen der Zellen mit 1x PBS wurden diese entweder
mechanisch abgeschabt (SH-SY5Y-, HEK-Zellen) oder trypsiniert (MDCK-Zellen), in ein
Falconr6hrchen tberfiihrt und durch Zentrifugation fiir 10 min bei 2000 rpm und RT
sedimentiert. Die Zellen wurden mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und erneut zentrifugiert.
Anschlieend wurden die Zellen in 500 ul kaltem Puffer A resuspendiert und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Die Zentrifugation wurde wiederholt und das resultierende Zellpellet in 200 pl kaltem
Puffer A resuspendiert. Durch 10 maliges Aufziehen in einer Spritze (Becton Dickinson
Plastipak; Microlance Kaniile 0,9x40 mm) wurden die Zellen aufgeschlossen (Zellysat). Eine
nachfolgende Zentrifugation fiir 10 min bei 2000 rpm und 4 °C diente dazu, die Zellkerne zu
pelletieren.

Der aus dieser Zentrifugation resultierende Uberstand wurde in ein Polycarbonatréhrchen
iiberfiihrt (Beckman) und 0,1 Vol. (etwa 20 pl) Puffer B zugegeben. Die Proben wurden fiir die
nachfolgende Ultrazentrifugation mit Puffer A gegeneinander austariert und fiir 60 min bei
100000 g und 4 °C (53000 g, TLA 120.2 Rotor, Beckman) zentrifugiert. Der Uberstand (S100)
wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt, fiir 1 h mit Con A-Sepharose bei RT auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert, um Cadherin-gebundenes Catenin zu entfernen, dann in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert. Das S100-Sediment wurde verworfen.

Das aus obiger Zentrifugation resultierende Sediment wurde erneut zentrifugiert fiir 20 min bei
13000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet (,,crude nuclei”) wurde
resuspendiert in 100 ul Puffer C. Die Proben wurden gevortext und die Zellkerne durch 10
maliges Aufziehen in einer Spritze (Becton Dickinson Plastipak; Microlance Kaniile 0,9x40 mm)
aufgeschlossen. Die Suspension wurde fiir 30 min bei RT auf dem Uberkopfschiittler inkubiert
und anschlieBend fiir 30 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der resultierende Uberstand
(,,Kernextrakt”) wurde in ein neues Reaktionsgefdl} tiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei —80 °C gelagert. Das Sediment wurde ebenfalls weggefroren oder in 2x SDS-
Probenpuffer gelost und mittels SDS-PAGE analysiert.

Die Proteinkonzentrationen der S100-Fraktion bzw. Kernextrakte wurden mittels BCA-Test
bestimmt und jeweils gleiche Proteinmengen flir die nachfolgende Auftrennung im SDS-PAGE

und ,,Western Blot” Analyse eingesetzt.
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6.2.12 Immunprizipitation von Proteinen mit Protein A-Sepharose in Gegenwart von
Detergenzien (200)

Protein A ist eine Zellwandkomponente von Staphylococcus aureus mit der Fahigkeit, an den
konstanten Teil von IgG- und IgM-Subtypen zu binden (Forsgren, A. and Sjoquist, J., 1966).
Diese Eigenschaft wird in der Immunfillung dazu ausgenutzt, Antigen-Antikorperkomplexe tiber
immobilisiertes Protein A auszufillen (Kessler, S.W. et al., 1976). Fiir die Féallung wird meist an
Sepharose gekoppeltes Protein A verwendet. Das dadurch selektiv angereicherte Antigen kann
anschlieend mit verschiedenen Methoden analysiert werden. Beim ,,IP-Western* wird nach der
IP der Komplex aus Antigen, Antikdrper und Protein A durch Denaturierung in Probenpuffer
aufgelost und das prézipitierte Antigen in einem ,,Western Blot“ analysiert. Die
Immunprézipitation dient auch zur Charakterisierung von Antikorpern und erlaubt eine Aussage
iiber deren Spezifitit. Falls ein Antikorper ein Protein in Gegenwart nichtionischer Detergentien

prézipitiert, erkennt er vermutlich eine annihernd native Proteinkonformation.

Protein A-Sepharose Vorbereitung (CL4B, Pharmacia, Freiburg): Die Protein A-Sepharose wurde
mindestens eine Stunde in 10 mM Tris/HCI pH 7,5 vorgequollen, zweimal mit diesem Puffer

gewaschen und eine Suspension von 100 mg Trockengewicht/ml hergestellt.

Protein A-Sepharose wurde immer bei Immunprizipitationen mit polyklonalen Antiseren
verwendet. Bei Ips mit monoklonalen Antikorpern (B-Catenin; W02 etc.) wurde Protein G-
Sepharose (Sigma, Deisenhofen) in einer Menge von 25 pl je IP-Ansatz eingesetzt. Die Protein
G-Sepharose wurde als Suspension in 20 % Ethanol bezogen und vor Gebrauch mehrmals mit 10
mM Tris/HCI pH 7,5 gewaschen. Diese Suspension wurde durch Zugabe von 0,02 % Na-Azid bis

zu einigen Wochen bei 4 °C aufbewahrt.

6.2.12.1 Aufschluf3 eukaryontischer Zellen fiir die Immunprizipitation

Losungen:
Aufschlu3puffer: 50 mM Tris/HCL pH 7,5
150 mM NaCl
2mM EDTA
1 % NP-40

1 % Triton X100
I mM PMSF (unmittelbar vor Gebrauch zugeben)
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Verdiinnungspuffer:

10 pg/ml Leupeptin (dto.)
10 pg/ml Aprotinin (dto.)

50 mM Tris/HCL pH 7,5
150 mM NaCl
2 mM EDTA

Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS mechanisch abgeschabt und in ein neues
Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 6000 rpm und 4 °C wurden
dem Zellsediment 500 pl AufschluBpuffer zugefiigt und der Ansatz nach kréftigem Mischen 20
min auf Eis inkubiert. Wichtig bet MDCK-Zellen: mechanisches Abschaben zerstorte die Zellen,
d.h. entweder wurde der AufschluBpuffer direkt in die Schale geben und diese auf Eis inkubiert

oder die Zellen wurden im AufschluBpuffer mechanisch abgeschabt. Unldsliche Zellbestandteile

wurden durch Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 rpm und 4 °C sedimentiert und der Uberstand

in ein neues Probengefdf iliberfithrt. Fiir eine nachfolgende IP wurde das Probenvolumen durch

Zugabe von 500 pl Verdiinnungspuffer auf 1 ml gebracht.

6.2.12.2 Metabolische Markierung von Proteinen mit *S-Methionin und Aufschluf

metabolisch markierter eukaryontischer Zellen fiir die Immunprizipitation

Losungen:

**S-Methionin (10 pCi/ul) (Amersham, Braunschweig)

AufschluBBpuffer:

Verdiinnungspuffer:

50 mM Tris/HCL pH 7,5

150 mM NaCl

2 mM EDTA

1 % NP-40

1 % Triton X100

1 mM PMSF (unmittelbar vor Gebrauch zugeben)
10 pg/ml Leupeptin (dto.)

10 pg/ml Aprotinin (dto.)

50 mM Tris/HCL pH 7,5

150 mM NacCl
2 mM EDTA
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Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und 45 min in 3 ml MEM (ohne Methionin) bei 37 °C
inkubiert. Dann erfolgte Zugabe von 300 pCi 33S-Methionin und Inkubation fiir 4 h bei 37 °C und
5 % COj. AnschlieBend wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimal mit je 2 ml 1x PBS
gewaschen und mit 1 ml PBS mechanisch in ein Eppendorfgefal iiberfiihrt. Nach Zentrifugation
der Zellen fiir 5 min bei 6000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand entfernt und das Sediment in
500 pul AufschluBpuffer resuspendiert. Nach kriaftigem Mischen inkubierte der Ansatz fiir 20 min
auf Eis und wurde dann fiir 10 min bei 13000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Eppendorfgefal} tiberfiihrt, in das 500 pul 1x Verdiinnungspuffer vorgelegt waren.
Abweichungen von diesem Standardprotokoll sind im Ergebnisteil aufgefiihrt.

6.2.12.3 Vorbereitung des Mediums metabolisch markierter eukaryontischer Zellen fiir die

Immunprizipitation
Losungen:
10x Mediumpuffer: 250 mM Tris/HCI pH 8,5
5 % NP-40
5 % Triton X100
1 mM PMSF

10 pg/ml Leupeptin
10 pg/ml Aprotinin

Das Medium wurde auf 1x Mediumpuffer eingestellt und fiir 10 min bei 13000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt und fiir die
Immunprizipitation eingesetzt. Bei konditioniertem Medium von nicht metabolisch markierten
Zellen wurde zundchst analog verfahren. Da sich herausstellte, dass die Zugabe von
Mediumpufter die Effiziens der IP nicht beeintrachtigte (Dirk Beher; pers. Mitteilung), wurde auf
die Zugabe des Puffers bei den konditioniertem Medien von nicht metabolisch markierten Zellen
verzichtet.

6.2.12.4 Immunprizipitation von 35S-Methionin-markierten Proteinen
Losungen:

Waschpuffer A 10 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NaCl
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0,2 % NP-40
2mM EDTA

Waschpuffer B 10 mM Tris/HC1 pH 7,5
500 mM NaCl
0,2 % NP-40
2 mM EDTA

Waschpuffer C 10 mM Tris/HCl pH 7,5

Der Immunprézipitation wurde eine Vorinkubation mit Protein A-Sepharose und Praimmunserum
vorangestellt. Dies diente dazu, Immunreaktionen mit unspezifischen bzw. unerwiinschten im
Serum enthaltenen Antikérpern herauszubekommen und war andererseits ein Nachweis fiir die
Spezifitit des in der IP eingesetzten Antikorpers. Das Praimmunserum stammte nach Moglichkeit

von dem gleichen Kaninchen, aus dem auch das Serum gewonnen wurde.

Zu 1 ml Zellysat bzw. 1-2 ml vorbereitetem Medium wurden 40 pl Protein A-Sepharose-
Suspension und 5-20 pl Praimmunserum gegeben. Nach 1 h Inkubation bei RT auf dem
Uberkopfschiittler wurde durch Zentrifugation die Protein A-Sepharose mit den unspezifisch
gebundenen Proteinen sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt,
mit 40 pl Protein A-Sepharose-Suspension und 5-20 pl Immunserum gemischt und wiederum 1 h
bei RT auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Protein A-Sepharose mit
den spezifisch gebundenen Proteinen abzentrifugiert. Falls mit dem Uberstand eine weitere
Immunfillung vorgesehen war, wurde dieser in ein neues Eppendorfgefal tiberfithrt und zunichst
zweimal 15 min mit je 15 pl Protein A-Sepharose-Suspension auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert. Der nach Abzentrifugieren der Protein A-Sepharose erhaltene Uberstand wurde mit 40
ul Protein A-Sepharose-Suspension und 5-20 pl Immunserum gemischt und wie zuvor 1 h bei RT
auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Das Sediment aus Protein A-Sepharose und spezifisch
gebundenen Proteinen (u.U. auch das aus der Prdinkubation erhaltene Sediment) wurde fiir je 2
min auf dem Uberkopfschiittler dreimal mit Waschpuffer A, zweimal mit Waschpuffer B und
einmal mit Waschpuffer C gewaschen. Die Protein A-Sepharose wurde mit 25 pl 2x SDS-
Probenpuffer vermischt, 5 min bei 95 °C oder 30 min bei 37 °C inkubiert, kurz abzentrifugiert
und der Uberstand auf ein SDS-PAA-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 4 - 5 h bei 200
V oder UN bei 60 V. Das Gel wurde 30 min in Fixierldsung auf dem Schiittler inkubiert und dann
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bei 73 °C fiir 2 h auf dem Vakuumtrockner getrocknet. Fiir die Autoradiographie wurde das Gel
zwischen 12 h und mehreren Tagen exponiert.

6.2.12.5 Immunprizipitation von Proteinen aus eukaryontischen Zellen und

konditioniertem Medium

Losungen:
Waschpuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NacCl
2 mM EDTA
0,2 % NP-40

Der Zellaufschlu und die Medienvorbereitung erfolgten wie bei den metabolisch markierten
Zellen. Auch die IPs wurden analog durchgefiihrt, wobei die Prézipitate 3x mit 1 ml Waschpuffer
gewaschen wurden. Nach Zugabe von 25 ul 2x SDS-Probenpuffer wurden die Prézipitate 5 min
bei 95 °C oder 30 min bei 37 °C inkubiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und im ,,Western Blot”

analysiert.

6.2.13 Radioaktivititsmessung

Zur Bestimmung der im Lysat oder Medium von metabolisch markierten Zellen enthaltenen
Radioaktivitdt wurde ein Aliquot der Probe ausgezéhlt. In einem Scintillationsrohrchen wurden 4
ml Scintillationscocktail (Zinsser) vorgelegt und 10 pl Probe dazugegeben. Nach VerschlieBen
des Rohrchen wurde dieses kurz geschiittelt und fiir 15-30 min bei 4 °C im dunkeln inkubiert
zum Abbau moglicherweise vorhandener statischer Ladungen. AnschlieBend wurden die Proben

im Szintillationszdhler (Beckman) ausgezahlt, entweder im 1 oder 3 min 35S-Zéihlprogramm.

6.2.14 Autoradiographie zur Detektion von **S-markierten Proteinen

Losungen:
Fixierer: 30 % Methanol
10 % Essigsaure
in H,O
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Das Gel wurde 30 min in Fixierlosung auf dem Schiittler inkubiert. Dann wurde es auf zwei mit
Wasser angefeuchtete Whatman-Filterpapiere gelegt, mit Haushaltsfolie abgedeckt und bei 73 °C
fir 2 h auf dem Vakuumtrockner getrocknet. Das Abkiihlen auf dem Trockner verhinderte ein
ReiBBen des Gels. Fiir die Autoradiographie wurde ein Rontgenfilm mindestens fiir einen Tag,
meist aber fiir mehrere Tage, auf das getrocknete Gel aufgelegt und in einer Filmkassette
exponiert. Anschlieend wurde der Film entwickelt.

6.2.15 Aufschlufl eukaryontischer Zellen mit weiteren Detergenzien
Neben dem ZellaufschluB mit NP-40 und Triton X100 wurden Zellen auch mit milderen

Detergenzien aufgeschlossen, um beispielsweise Proteinkomplexe nicht zu zerstéren, sondern in

nachfolgender IP und ,,Western Blot” Analyse nachweisen zu konnen.

6.2.15.1 Aufschluf3 eukaryontischer Zellen mit CHAPSO-Lysispuffer

Losungen:
CHAPSO-Lysispuffer: 150 mM NaCl
25 mM Tris/HCl pH 7,5
1 mM EDTA

1 % CHAPSO

Inhibitorencocktail vor Gebrauch zugeben

Durchfiihrung analog 6.2.12.1 Aufschlul eukaryontischer Zellen fiir die Immunprizipitation.

6.2.15.2 Aufschluf3 eukaryontischer Zellen mit Digitonin-Lysispuffer

Losungen:
Digitonin-Lysispuffer: 150 mM NaCl
25 mM Tris/HCl pH 7,5
1 mM EDTA

1 % Digitonin

Inhibitorencocktail vor Gebrauch zugeben
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Durchfiihrung analog 6.2.12.1 Aufschlufl eukaryontischer Zellen fiir die Immunprizipitation.

6.3 Zellkulturmethoden
6.3.1 Eukaryontische Zellkultur

Medien:
SH-SY5Y-Zellen:  DMEM mit 4500 mg/l Glucose
10 % FCS
I1x MEM Nicht-essentielle Aminosiuren
2 mM Glutamin

MDCK II-Zellen: MEM
5% FCS
10 mM Hepes, pH 7,2
2 mM Glutamin

HEK-Zellen: DMEM mit 4500 mg/l Glucose
10 % FCS
2 mM Glutamin

Selektionsantibiotika wurden bei transfizierten Zellen entsprechend der Resistenz zugegeben:
400 pg/ml Geneticindisulfat
300 pg/ml Hygromycin
400 pg/ml Zeocin

Auf die Zugabe von Penicillin/Streptomycin zu den Medien wurde verzichtet, da von einer
sauberen Arbeitsweise ausgegangen werden konnte und nur sehr selten Kontaminationen
vorkamen. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser kultiviert und die
Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in 10 ml Medium
je Schale im Brutschrank. Das Medium pro Schale wurden alle zwei bis drei Tage erneuert.Die
adhdrenten Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-100 % vereinzelt und hochstens 25x
passagiert.
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Bei den SH-SY5Y- und HEK-Zellen wurden zu den Zellen einer Schale nach dem Waschen mit
Ix PBS (autoklaviert) 3 ml vorgewdrmte Trypsin/EDTA-LOsung gegeben und nach kurzer
Inkubation bei RT die Zellen mechanisch durch Klopfen gegen den Schalenrand abgelost. Die
Zellsuspension wurde durch Zugabe von 7 ml Medium auf ein Volumen von 10 ml gebracht, die
Zellen gut resuspendiert und entsprechend der Vereinzelung, die erreicht werden sollte, Aliquots

der Suspension in neue Schalen tiberfiihrt, in denen 7 ml Medium vorgelegt waren.

Bei den MDCK-Zellen wurden 5 ml Trypsin/EDTA-Losung zu den Zellen einer 10 cm Schale
gegeben und diese fiir 10-15 min bei RT inkubiert. Die Trypsin/EDTA-Losung wurde entfernt,
erneut 2 ml Trypsin/EDTA-LSsung aufgetragen und die Schale fiir 10-20 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Danach waren die Zellen vom Schalenboden abgeldst. Falls nicht, wurden
die Zellen mechanisch durch kriftiges Klopfen gegen den Schalenrand abgelost. Die
Zellsuspension wurde durch Zugabe von 8 ml Medium auf ein Volumen von 10 ml gebracht, die
Zellen gut resuspendiert und entsprechend der Vereinzelung, die erreicht werden sollte, Aliquots
der Suspension in neue Schalen iiberfiihrt, in denen 7 ml Medium vorgelegt waren.
Gegebenenfalls wurden 10 pl Aliquots der Zellsuspension in einer Neubauer-Zdhlkammer

ausgezdhlt und eine bestimmte Anzahl von Zellen auf neue Schalen verteilt.

6.3.2 Einfrieren von Zellen

SH-SY5Y- und HEK-Zellen wurden in 1x PBS gewaschen und mit je 5 ml Medium mit einem
Schaber vorsichtig abgelost. Mit weiteren 5 ml Medium wurde die Schale gespiilt. Die
Zellsuspension wurde in ein Falconrohrchen tiberfiihrt. Nach Zentrifugieren der Zellen fiir 5 min
bei 800 rpm und 21 °C wurde das Medium entfernt. Das Sediment aus Zellen wurde in 1,8 ml
Einfriermedium (Medium mit 30 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert und in ein Cryovial-
Gefdl tiberfiihrt. Die Gefdlle wurden in eine mit Isopropanol gefiillte spezielle Einfrierbox fiir
Zellen gegeben und in den —80°C-Schrank zum langsamen Einfrieren der Zellen gestellt. Nach
einigen Tagen wurden die Proben zur Langzeitlagerung in Tanks mit fliissigem Stickstoff
iiberfiihrt.

MDCK-Zellen wurden durch mechanisches Abschaben zerstdrt und muften daher durch
Trypsinieren vom Schalenboden abgelost werden. Dies erfolgte analog der Prozedur beim

Passagieren von MDCK-Zellen. Die sonstigen Schritte wurden ausgefiihrt wie oben beschrieben.
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6.3.3 Auftauen von Zellen

Das Cryovial-GefaB3 mit den Zellen wurde innerhalb 1-2 min im 37 °C-Wasserbad aufgetaut und
mit Ethanol desinfiziert. Die Zellsuspension wurde in 10 ml vorgewidrmtes Medium in einem
Falconr6hrchen tiberfiihrt. Durch kurzes Zentrifugieren bei 800 rpm wurde das DMSO entfernt.

Das Sediment wurde in 10 ml Medium resuspendiert und in eine Zellkulturschale tiberfiihrt.

6.3.4 Metabolische Markierung von Proteinen mit *S-Methionin

Fiir eine Langzeitmarkierungwurden die Zellen (in einer 10 cm Schale mit meist 70-100 %
Konfluenz) 2x mit PBS gewaschen und fiir 30-45 min in 3 ml methioninfreiem MEM im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen und erneut 3 ml
vorgewarmtes, methioninfreies MEM mit 5 % dialysiertem FCS (1 kDa Ausschluvolumen;
Sigma, Deisenhofen) pro Schale aufgetragen. Im Isotopenlabor erfolgte die Zugabe von 300 uCi
*S-Methionin (10 uCi/ul), die Inkubation der Zellen fiir 4 h bei 37 °C im Brutschrank und die
weitere Aufarbeitung (siehe Kapitel 6.2.12).

6.4 Immunfluoreszenzmethoden

Losungen:
Blocklosung: PBS/3 % BSA (w/v), 1,5 % normales Ziegen Serum
Inkubationslésung: PBS/3 % BSA (w/v)
PVA-Eindecklosung: 8 g Polyvinylalkohol wurden in 40 ml 0,2 M Tris/HCI pH 8,5 bei
50-60 °C gelost und nach dem abkiihlen 20 ml Glycerin und 1-2,5
% DABCO zugegeben. Aliquots wurden bei —20 °C gelagert.
Fixierung: 4 % PFA in PBS oder 4 % PFA/Sucrose
Permeabilisierung: 0,1 % TX100 oder 0,02 % Saponin
Da verschiedene Zellarten auf verschiedene Weisen und mit verschiedenen Reagenzien behandelt
wurden, sollen hier die unterschiedlichen Fixierungs- und Permeabilisierungsmethoden
aufgefiihrt werden. Die Absittigung und Inkubation in Gegenwart von Antikdrpern wurde bei

allen Zellen in dhnlicher Weise durchgefiihrt, daher gilt diese Beschreibung allgemein.
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6.4.1 Immunfluoreszenzanfirbung von SH-SYSY-Zellen und primiren hippokampalen

Neuronen

Standardprotokoll I fiir Fixierung/Permeabilisierung:

Die SH-SYS5Y-Zellen wurden meist am Vortag gesplittet und diinn in 6 cm Zellkulturschalen
ausgesdt, die mit sterilen Deckgldschen bestiickt waren. Priméire hippokampale Neuronen wurden
gleich nach der Gewinnung (embryonic day 13) in mit sterilen Deckgldschen ausgelegten
Zellkulturschalen ausgesit und etwa zehn Tage kultiviert. Fiir die Priparation und Uberlassung
der primidren Neuronen mdchte ich mich bei Dr. Christine Bergmann bedanken. Die
Deckgliaschen wurden mit der Pinzette vorsichtig aus der Schale genommen, durch zweimaliges
eintauchen in PBS gewaschen und in die vorbereitete ,,feuchte Kammer* jeweils mit den Zellen
nach unten auf die vorgelegte Fixierungslosung aufgelegt. Als ,,feuchte Kammer* wurde eine
Plastikschale mit feuchten Papiertiichern und Parafilm ausgelegt, auf den Tropfen mit etwa 70 pl
Fliissigkeit aufgetropft wurden (bei den Antikorperlosungen nur 35 pl). Die Fixierung der Zellen
erfolgte in Gegenwart von 4 % PFA/PBS fiir 10 min in der feuchten Kammer, die auf Eis gestellt
wurde. AnschlieBend wurden die Zellen 2 x fir 5 min in PBS gewaschen, wobei die
Deckgldschen in ein Schiffchen gestellt wurden, das wiederum in einem mit PBS gefiillten
Becherglas auf den Schiittler gestellt wurde.

Standardprotokoll II fiir Fixierung/Permeabilisierung:
Im Gegensatz zum Protokoll 1 erfolgte die Fixierung mit 4 % PFA/Sucrose-Losung und 0,05 %
Glutardialdehyd fiir 20 min bei 37° C und 10 min bei RT. Dafiir wurden die Deckglédschen
zundchst in den Zellkulturschalen belassen, zweimal mit PBS gewaschen und dann im
Brutschrank bzw. bei RT inkubiert. Die Permeabilisierung erfolgte in der gleichen Losung, die
zusétzlich 0,02 % Saponin enthielt, fiir 5 min bei RT.

Alternativ lieBen sich speziell SH-SYSY-Zellen auch mit eiskaltem Methanol in einem Schritt
fixieren und permeabilisieren, wobei ein bei —20 °C gelagerter Metallblock mit Haushaltsfolie
umwickelt und mit eiskaltem Methanl betropft wurde. Die Deckglédschen wurden fiir 5 min mit
den Zellen nach unten auf den Block gelegt. Diese Methode hat sich allerdings nur bei diesen
Zellen bewihrt.

Anfirbung mit priméren und sekundiren Antikorpern:

Grundsitzlich wurde vor dem anfirben mit dem primiren Antikorper eine Absittigung mit 1,5 %
GNS in 3 % BSA/PBS fiir eine Stunde bei RT durchgefiihrt. Die Inkubation mit dem priméren
Antikorper erfolgte fiir 1 h bei RT in der feuchten Kammer, wobei der Antikdrper meist 1:100
oder 1:200 in 3 % BSA/PBS verdiinnt war. Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min in PBS
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erfolgte die Inkubation mit sekunddrem Antikorper fiir 1 h bei RT in der feuchten Kammer und
im dunkeln um die Fluoreszenzeigenschaften mdglichst gut zu erhalten. Auch das nachfolgende
dreimalige Waschen fiir 5 min in PBS erfolgte im abgedunkelten Becherglas. Als sekiindérer
Antikorper wurde DTAF-gekoppelter Ziege anti Kaninchen bzw. Rhodamin-gekoppelter Ziege
anti Maus Antikorper in einer 1:250 Verdiinnung in 3 % BSA/PBS verwendet. Nach dem
Anfirben wurden die Deckgldschen dreimal fiir 5 min in PBS bei RT (im dunkeln) gewaschen
und in PVA-Lo6sung eingedeckt.

6.4.2 Immunfluoreszenzanfirbung von MDCK-Zellen

Standardprotokoll III fiir Fixierung/Permeabilisierung:

Im Unterschied zu Protokoll I wurden die Deckgldschen nach dem Permeabilisieren und Waschen
zusitzlich flir 4 bis 5 min in Gegenwart von 50 mM NH4ClI inkubiert (,quenchen®). Danach
wurde dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen und permeabilisiert mit 0,1 % TritonX 100 fiir 2-5
min bzw. mit 0,03 % Saponin fiir 5 min. Weiteres Waschen 3x 5 min in PBS folgte.

Anfirbung mit priméren und sekundiren Antikorpern:

Die Anfirbung mit primdren und sekundiren Antikdrpern erfolgte analog der obigen
Beschreibung. Die Absittigung mit GNS entfiel allerdings, und die Inkubationsdauer war jeweils
nur 30 min in der feuchten Kammer und auf Eis. Als sekundirer Antikérper kam Flurescein-
gekoppelter sekunddrer Antikorper aus Ziege, gerichtet gegen Kaninchen oder Maus
verschiedener Emissionswellenldngen zum Einsatz (Alexa Fluor(R) 488 bzw. 568 nm), jeweils
1:200 in PBS verdiinnt. Nach dem Anfiarben wurden die Deckglischen dreimal fiir 5 min in PBS
bei RT (im dunkeln) gewaschen und in PVA-Losung eingedeckt.

6.5 Herstellung von Rattenhirnhomogenat

Losungen:
Sol A (gepufferte isotonische Saccharose): 5 mM Na-Hepes/HCL pH 7,4; 320 mM

Saccharose

Zur Gewinnung von Rattenhirnhomogenat und zur weiteren Fraktionierung von
Rattenhirngewebe wurden 6 Rattenvorderhirne (Wistar-Ratten, weiblich, 4-6 Wochen alt)
prépariert und wihrend der Préparation in Sol A auf Eis gelagert. Nach der Zugabe von 60-70 ml

Sol A wurde in einem Glas-Teflon Homogenisator durch 12maliges Anheben und Absenken des
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Kolbens bei 800 rpm ein Rohhomogenat hergestellt. Durch Zentrifugation fiir 5 min bei 1000
gmax (2400 rpm; Haereuszentrifuge) wurde ein postnukledrer Uberstand hergestellt. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test wurden Aliquots dieses Homogenats fiir

den Nachweis von PS1 verwendet.
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