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Abkulrzungsverzeichnis

Neben den international gultigen (SI-) Einheiten und chemischen Symbolen wurden

folgende Abklrzungen verwendet:

AD
APS
AS

AB
3-ME
BSA
DMSO
DNA
DTT
EDTA
FCS
GFP
HRP
ICR-191
MNNG
MOCK
mod
mut
N1

N3
N3EC
N3FL

ODx

Alzheimer-Demenz

Ammoniumperoxidisulfat

Aminosaure

Amyloid-Beta

beta-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin

Dimethylsulfoxid

,Desoxyribonucleic Acid’, Desoxyribonukleinsaure
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

,green fluorescent protein’; grin fluoreszierendes Protein
,horse radish peroxidase’; Meerrettich-Peroxidase
2-methoxy-6-chloro-9-(2- chloroethylaminopropylamino)acridine
N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin
Leervektorkontrolle

modifiziert

Mutante

Notch1-Rezeptorprotein

Notch3-Rezeptorprotein

extrazellulare Domane des Notch3-Rezeptors
Notch3-Volllangen-Rezeptor

optische Dichte bei einer Wellenlange von x nm

pro analysi, zur Analyse
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PAGE
PBS
PCR
SDS
SIFT
sl

s2

s3
TBE
TEMED
Tris
Upm
uv
Wt

viv

wiv

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphate Buffered Saline

,polymerase chain reaction’; Polymerasekettenreaktion
,sodium dodecyl sulfate’; Natriumdodecylsulfat
scanning for intensely fluorescent targets
Schnittstelle der ersten proteolytischen Spaltung
Schnittstelle der zweiten proteolytischen Spaltung
Schnittstelle der dritten proteolytischen Spaltung
Tris-Buffered-EDTA

N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
Umdrehungen pro Minute

ultraviolett

Wildtyp

volume per volume’; Volumenanteil

weight per volume’; Gewichtsanteil

Einbuchstabencode der Aminosauren

A Alanin K Lysin T Threonin

C Cytosin L Leucin V Valin

D Asparaginsaure M Methionin W Tryptophan
E Glutaminsaure N Asparagin Y Tyrosin

F Phenylalanin P Prolin
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinischer Uberblick und molekulare Grundlagen der Erkrankung

1977 beschrieben Stevens et al. eine chronische, familiare, vaskulare Enzephalopathie, die
Uberwiegend im jungen Erwachsenenalter beginnt und mit neuropsychiatrischen Symptomen
einhergeht (Stevens et al. 1977). Heute ist die Erkrankung bekannt unter dem Akronym
CADASIL: cerebrale autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukenzephalopathie (Tournier-Lasserve et al. 1993; Dichgans 2002). CADASIL ist die
haufigste monogen vererbte Schlaganfallerkrankung. Bislang wurden europaweit tber 500
CADASIL-Familien identifiziert. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 50,7 Jahren (Opherk
et al. 2004). Das morphologische Korrelat der Erkrankung sind subkortikale, lakunare Infarkte
infolge einer zerebralen Mikroangiopathie mit nicht-arteriosklerotischen, nicht-amyloiden
Plaques (Joutel et al. 1996; Dichgans 2002). Vaskulare Risikofaktoren wie Hypertonus,
Diabetes mellitus und andere fehlen meist.

Klinisch fallen die Patienten typischerweise durch folgende Manifestationen auf:
rezidivierende transitorisch ischamische Attacken (TIA) oder ischdmische Schlaganfalle,
kognitive Defizite bis hin zur Demenz, Migrdne mit Aura, psychiatrische Stérungen und
epileptische Anfalle. Dabei finden sich cerebrale Ischdmien als haufigste Manifestation bei
85% aller symptomatischen Patienten im Alter von 50 Jahren und kognitive Defizite bei 60%
der Patienten (Tournier-Lasserve et al. 1993; Chabriat et al. 1995; Dichgans et al. 1998).

Die Veradnderungen im Gehirnparenchym lassen sich mit bildgebenden Verfahren
nachweisen. In der Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) zeigen sich schon vor Ausbruch
der Erkrankung kleine unregelméafiige T2-Hyperintensitaten in der periventrikularen und tiefer
gelegenen weil3en Substanz (Abbildung 1A). Im Verlauf nehmen diese Lasionen der weil3en
Substanz zu und es bilden sich zusatzlich subkortikale Lakunen vor allem in den
Basalganglien, dem Thalamus, der Capsula interna sowie im Hirnstamm (Abbildung 1B).
Besonders die T2-Hyperintensitat in der temporopolaren wei3en Substanz und die
Miteinbeziehung der subkortikalen U-Fasern im temporopolaren und frontalen Bereich sind
wegweisend fur die Diagnose (Chabriat et al. 1998; Auer et al. 2001). Ebenso stellt sich bei
CADASIL-Patienten im MRT eine zunehmende Gehirnatrophie dar (Peters et al. 2006;
Viswanathan et al. 2007).
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Abbildung 1 Magnet-Resonanz-Tomographie eines CADAS  IL-Patienten

(A) Die T2-gewichtete Aufnahme zeigt hyperintense Areale in der periventrikularen und tiefer
gelegenen weil3en Substanz, die einer Leukenzephalopathie entsprechen.

(B) In der T1l-gewichteten Aufnahme stellen sich die ischamischen, subkortikalen Infarktgebiete
und Lakunen vor allem im Bereich der Basalganglien dar.

Die Ursache fur die oben beschriebenen Veranderungen sind Mutationen im NOTCH3-Gen,
welches auf Chromosom 19q12 lokalisiert ist (Tournier-Lasserve et al. 1993; Joutel et al.
1996). NOTCH3 ist eines von vier homologen NOTCH-Genen und kodiert fur einen Typ-I
Transmembranrezeptor (Notch3, N3). Diesem Rezeptor wird eine Rolle in
Differenzierungsprozessen und Zell-Zell-Interaktionen wahrend der Embryogenese
zugesprochen (Artavanis-Tsakonas et al. 1999). Im adulten Organismus wird der N3-
Rezeptor in glatten GefalBmuskelzellen exprimiert (Villa et al. 2001). Der Aufbau des
Rezeptors ist in Abbildung 2 dargestellt: Er umfasst die extrazellulare Doméane (ECD) mit 34
~epidermal growth factor like repeats* (EGF-like repeats) und der Ligandenbindungsdoméane
(LBD), die Transmembrandomane (TM) und die intrazellulare Doméne (IC) (Logeat et al.
1998). Insgesamt besteht das Protein aus 2321 Aminosauren und besitzt eine Grof3e von
280 kDa.

EGF-like repeats notch/lin-12 Ankyrin PEST
repeats repeats

N-IIIIIllIIILIIBE;IIIIIlIIIlIlIlIIIlIIIII-=—_I_m_m_°

ECD ™ IC

|
CADASIL-mutations

Abbildung 2 schematische Darstellung des Notch3-Tra nsmembranrezeptors

N-terminal findet sich die extrazellulare Doméane (ECD) mit 34 EGF-like repeats, der
Ligandenbindungsdoméne (LBD) und den notch/lin-12 repeats. Zuséatzlich sind der transmembrane
Anteil (TM), und die intrazellulare Doméne (IC) mit den Ankyrin repeats und der PEST Sequenz
dargestellt. Im Bereich der 34 EGF-like repeats finden sich alle bekannten CADASIL-Mutationen.
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Nach der Synthese erfahrt der N3-Rezeptor drei proteolytische Spaltungen: die erste durch
eine Furin-ahnliche Konvertase im trans-Golgi-Netzwerk, wobei zwei Fragmente entstehen,
die ein Heterodimer bilden und zur Zelloberflache transportiert werden (Logeat et al. 1998).
Die zweite Spaltung erfolgt nach Interaktion mit einem spezifischen Liganden (Jagged oder
Delta) durch eine Metalloprotease, wobei die extrazellulare Doméane des Rezeptors (N3F°P)
freigesetzt wird. Eine dritte Spaltung durch einen Presinilin/y-Sekretase-Komplex hat den
Transport der Intrazellulardomane (N3'“) in den Zellkern zur Folge. Dort aktiviert diese durch
Interaktion mit dem RBP-Jk-Transkriptionsfaktor Notch-Zielgene, wie beispielsweise Hairy-
enhancer of split-Gene (HES) (Abbildung 3) (Weinmaster 2000).

Jagged/Delta
[ . .
1 S2

Golgi

T T

Nucleus

S1
Notch

Abbildung 3 Die proteolytische Spaltung des Notch3- Rezeptors

Die erste Spaltung erfolgt im trans-Golgi-Netzwerk durch eine Furin-dhnliche Konvertase und fihrt
zur Bildung des N3-Heterodimers, welches dann zur Zelloberflache transportiert wird (S1). Nach
Bindung eines spezifischen Liganden (Jagged/Delta) erfolgt die zweite Spaltung (S2) durch eine
Metalloprotease. Die dritte Spaltung (S3) durch einen Presinilin/y-Sekretase-Komplex hat den
Transport der Intrazellulardoméne in den Zellkern und die Aktivierung von Notch-Zielgenen durch
den RBP-Jk —Transkriptionsfaktor zur Folge.

Nahezu alle CADASIL-relevanten Mutationen finden sich in den ,EGF-like repeats® der
extrazellularen Domane, bevorzugt am N-terminalen Ende in Exon 3 und 4 oder in der
Ligandenbindungsdomane (Joutel et al. 1997; Arboleda-Velasquez et al. 2002; Peters et al.
2005). Bei den Mutationen handelt es sich in der Regel um ,missense” Punktmutationen oder
um Deletionsmutationen (Dichgans et al. 2000). Alle Mutationen fihren zu einem Gewinn
oder einem Verlust eines Cysteinrestes innerhalb der EGF-like repeats. Da jede EGF-Einheit
im gesunden Fall sechs Cysteinreste beinhaltet, resultiert daraus eine ungerade Anzahl an
Cysteinresten im mutierten Rezeptor (Joutel et al. 1997; Peters et al. 2005). Hieraus wurde
die Hypothese abgeleitet, dass mutiertes N3 Uber aberrante Disulfidbriickenbindungen mit
anderen Proteinen oder weiteren N3-Rezeptoren interagiert und es zu einer Dimerisierung

bzw. Multimerisierung der Rezeptoren kommen kdnnte.
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In der Tat finden sich bei betroffenen Patienten Ablagerungen der extrazellularen N3-
Domanen in enger Nachbarschaft zu glatten Gefalimuskelzellen in kleineren Arteriolen
(Abbildung 4A) (Joutel et al. 2000). Des Weiteren lasst sich dort in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen granulares osmophiles Material (sogenannte
GOM's) nachweisen (Abbildung 4B) (Baudrimont et al. 1993; Ruchoux et al. 1995; Joutel et
al. 2000; Schroder et al. 2005). Ob Notch3 ein Bestandteil des granuldren Materials ist, wird
bislang kontrovers diskutiert (Joutel et al. 2000; Ishiko et al. 2006). Als drittes
morphologisches Charakteristikum fallt in immunhistochemischen Darstellungen eine
Degeneration der glatten GefalBmuskelzellen auf (Abbildung 4C). Diese Veranderungen
finden sich nicht nur an zerebralen Gefal3en, sondern auch extrazerebral, zum Beispiel in

Hautarteriolen.

A B C

Abbildung 4: morphologische Veranderungen bei CADAS IL

(A) Nachweis der N3-Ablagerungen an glatten GefalBmuskelzellen in der Immunhistochemiemit
einem N3%P-Antikorper. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme glatter GefaRmuskelzellen mit
GOM's. (C) Querschnitt einer Arterie mit degenerierenden glatten GefaBmuskelzellen in einer a-
actin-Farbung. (Quelle: AG Neurogenetik, unverdffentlichte Daten)

1.2 Fragestellung der Arbeit

Die molekularen Mechanismen der Krankheitsentstehung bei CADASIL sind bislang nicht
bekannt. In vitro Versuche zeigen, dass CADASIL- Mutationen weder den Transport des
Rezeptors an die Zelloberflache noch seine Ligandenbindung und Signaltransduktion
beeinflussen (Joutel A 2004; Peters N 2004; Low et al. 2006). Notch3 knock-out Méause
weisen zwar Storungen der Gefalidifferenzierung, aber keinen CADASIL-Phanotyp auf
(Ruchoux et al. 2003; Domenga et al. 2004). Zudem zeigten sich in Rescue-Experimenten
mit CADASIL mutierten Notch3-Konstrukten im Notch3- defizienten background keine
Stérungen der Signaltransduktion (Monet et al. 2007). Diese Ergebnisse sprechen gegen
einen gain oder loss of function Mechanismus. Alternativ kommt somit ein toxischer oder

neomorpher Effekt der Mutationen auf den Notch3-Rezeptor in Betracht.
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Gut vereinbar hiermit ist das zentrale biochemische und immunhistologische Merkmal bei
CADASIL: die Akkumulation/Aggregation der extrazellularen Notch3-Domanen. Als
Grundlage der Aggregatentstehung konnten homophile Interaktionen der Rezeptoren eine
wichtige Rolle spielen. Deshalb sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob homophile
Interaktionen der Notch3-Rezeptoren in vitro stattfinden und ob diese durch CADASIL-
assoziierte Mutationen beeinflusst werden. In Co-Immunoprazipitationsversuchen, im
Western Blot und mit der Methode des ,scanning for intensely fluorescent targets” sollten die
Grundlagen der homophilen Interaktion und einer méglichen Multimerisierung untersucht und

anschlieRend deren Relevanz fur die CADASIL Pathogenese beurteilt werden.



Material und Methodik

2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Ausristung und Gerate

Blot-Kammer
Blot-Papier
Elektrophoresekammer
Elisa Reader

Entwicklungsmaschine

Eppendorfréhrchen

Film

Inkubator

Kuvetten

Mikroskop

PCR tubes

Pipetten

Pipettenspitzen

pH-Meter

Photometer

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad Laboratories,
Minchen, Germany

extra thick Blot Paper, Protean xi size, BioRad Laboratories

Mini-Protean 3 Cell, BioRad Laboratories, Minchen
Multiskan RC, Thermo Labsystems, Helsinki, Finnland
Agfa Scopix LR5200, Agfa Gevaert N.V., Mortsel, Belgium

Vmax [ml]: Safe-Lock 0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml, Eppendorf GmbH,

Hamburg Germany

BioMax MR Film MR-1, Kodak Industries, Chalon-sur-Sabdne,

France
HERAcell 150, Heraeus Instruments GmbH, Fellbach, Germany

Quartz spectrophotometer cell micro, BioRad Laboratories,

Minchen, Germany

Zeiss Axiovert 25, Carl Zeiss AG, Goéttingen

Insight Reader, Evotec-Technologies, Germany
Thermo-Fast[] 96 PCR Plates, PEQLAB, Erlangen, Germany

Pipetman P2, P10, P20, P100, P200, P1000, Gilson Medical
Electronics, Villiers-le-Bel, France

Safeseal Tips Premium 10pul, 200ul, 1000ul, Biozym Scientific
GmbH, Oldendorf, Germany, epT.l.P.S. 10pul, 200ul, 1000ul,
Eppendorf GmbH, Hamburg, Germany

pH-Digi 520, Wissenschaftlich-Technische-Werkstatten &Co KG
(WTW). Weilheim, Germany

Gene Quant Il RNA/DANN Calculator, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg im BR., Germany
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Schattler
Sequenziergerat

Software

Spinning Wheel
Sterilbank
Thermoblock
Thermocycler
Transfer-Membran

Tubes

Ultrazentrifugenréhrchen
Waage
Wippe

Zellkulturflaschen

Zentrifugen

2.1.2 Reagenzien

Reagenzien

KM-2, Edmund Buhler GmbH & Co., Bodelshausen, Germany
ABI Prism 310 Genetic Analyzer, Applied Science Ort

Ascent Software for Multiscan RC, Thermo Labsystems, Helsinki,

Finnland

NeolLab Rotator 2-1175, Heidelberg

HERAsafe HS18, Heraeus Instruments GmbH, Fellbach, Germany
Block Heater, Stuart Scientific, Redhill in Surrey

PTC-200 Peltier Thermo Cycler, MJ Research, USA

Immobilon TM PVDF 0.45 mm, Millipore, Schwalbach, Germany

Falcon® BLUE MAX™ 50ml Polypropylene Clonical Tube, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, USA

14x89mm, Beckman Coulter, Krefeld, Germany
GX-400, AND A&D Weighing, Bradford USA
Mini Rocker MR1, Peglab Biotechnology, Erlangen, Germany

75 cm?, PS, gammasterilisiert, Corning B.V., Schiphol- Rijk,

Netherlands

Eppendorf Centrifuge 5415R, Eppendorf GmbH, Hamburg,
Germany

Ultracentrifuge Optima L-90K, Beckman Coulter, Krefeld,

Germany

Hersteller

1,2-Diamonocyclohexane-Tetraessigsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Acridine Mutagen ICR-191

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Acrylamid Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Agar BD Biosciences, Heidelberg
Agarose Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Ammoniumperoxidisulfat (APS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Ampicillin

Bacto-Agar

Beta-Mercaptoethanol

Borsaure

Bromphenolblau

DAPT

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerin

Glycin

Hefe-Extrakt

Immobilon™ Western Detection Reagents
Isopropanol

Kaliumacetat

Kanamycin

Lipofectamine™ Transfection Reagent
Magermilchpulver

Magnesiumacetat

Methanol

MOPS

N, N, N’, N'-Tetramethylendiamin (TEMED)
N,N-Dimethylformamide
N,N-Methylenbisacrylamid
Natriumacetat

Natriumazid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
BD Biosciences, Heidelberg

Millipore Corporation, Billerica
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Topfer GmbH, Dietmannsried, Germany
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck Biosciences GmbH, Bad Soden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Natriumchlorid NaCl

Natriumdihydrogenphosphat NaH2PO4

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumkarbonat Na2CO3
Nonidet P 40

Nukleotidmix

Plus Reagent

Propidiumiodid
Proteaseinhibitor ,Complete mini*
Precision Plus Protein Standard
Salzsaure HCI 37%

Select Agar

Select yeast Extract

Tricine

Trizma Base

Tris HCI

Trition X-100

Trypsin-EDTA

Trypton

Tween-20

Wasserstoffperoxid H202

Xylencyanol

Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Applichem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Applichem GmbH, Darmstadt
Slgma-Aldrich Chemie GmbH,Taufkirchen
Amersham Biosciences, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche Diagnostic, Mannheim

BioRad Laboratories, Mlinchen

Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Invitrogen-Gibco, Karlsruhe
Invitrogen-Gibco, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
invitrogen-Gibco, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg

Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Merck Biosciences GmbH, Bad Soden
Serva Feinbiochemica GmbH & Co.,

Heidelberg
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2.1.3 Puffer, Losungen

2.1.3.1 DNA

Bakterienzellen: Escherichia coli Top 10 Invitrogen, Karlsruhe

LB-Medium: 10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt;

5 g NaCl;

ad 1 Liter H,O (pH 7,0)
LB-Agar: 10 g Trypton;

5 g Hefe-Extrakt;

5 g NacCl;

ad 1 Liter H,O (pH 7,0)

+1% select Agar

Selekltionsantibiotika fiir die Bakterienkultur:

Resistenzgen Antibiotikum Stammldsung Medium-Konzentration
amp Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml

kan Kanamycin 25 mg/ml 25 pg/ml

Enzyme

Taqg-Polymerase (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Restriktionsenzyme (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main):
Afll, Aflll, Afllll, BamHI, BbvCl, BsrGl, BstBI, Clal, EcoRlI, EcoRV, Hindlll, Narl,
Nhel, PflMI, Smal, SnaBI

Quick T4 DNA Ligase (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main)
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Puffer

Restriktionsverdau- Puffer (New England Biolabs):

Puffer 1:

Puffer 2:

Puffer 3:

Puffer 4:

TBE-Puffer (10x):

10 mM Bis-Tris Propan-HCI (pH 7,0)

10 mM MgCI2

1 mMDTT

10 mM Tris-HCI (pH 7,9)
10 mM MgCI2

50 mM NacCl

1 mMDTT

50 mM Tris-HCI (pH 7,9)
10 mM MgCI2

100 mM NacCl

1 mMDTT

20 mM Tris-Acetat (pH 7,9)
10 mM Magnesiumacetat
50 mM Kaliumacetat

1 mMDTT

109,9 g Tris-HCI

55,0 g Borsaure

9,3 g EDTA

bei pH 8,3-8,5
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2X-Ligationspuffer (New England Biolabs):

Puffer zur DNA-Preparation (QIAGEN GmbH, Hilden):

Puffer P1:

Puffer P2:

Puffer P3:

Puffer QBT:

Puffer QC.:

Puffer QF:

Puffer QN:

132 mM Tris-HC
120 mM MgCI2
2 mM DDT

2 mM ATP

15% Polyethylene glycol (PEG 6000)

pH 7.6 @ 25T

100 pg/ml RNase A

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

10 mM EDTA

20 mM NaOH

1 % w/v SDS

3,0 mM Kaliumacetat (pH 5,5)
750 mM NacCl

50 mM MOPS (pH 7,0)

15 % v/v Isopropanol

0,15 % v/v Triton X-100

1,0 M NaCl

50 mM MOPS (pH 7,0)

15 % vl/v Isopropanol (pH 7,0)
1,25 M NaCl

50 mM Tris-HCI

15 % vl/v Isopropanol (pH 8,5)
1,6 mM NaCl

50 mM MOPS (pH 7,0)

15 % Ethanol (pH 8,5)
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TE-Puffer : 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

Ladepuffer Blue Juice : 8,0 ml H,O
20,0 ml Glycerin
8,0 ml EDTA (0,5M pH 8)
4,0 ml SDS (1%)
20,0 mg Bromphenolblau
20,0 mg Xylencyanol

DNA GrolRenmarker ,Smart Ladder”(sml): Eurogentec, Seraing

2.1.3.2 Zellkultur

verwendeter Zelltyp:

HEK293 Zellen

Zelllinie 293

Zelltyp humane embryonale Nierenzellen
DSMZ-No ACC 305

Morphologie adharente fibroblastoide Zellen

Kulturmedium

DMEM (+ 4500mg/l Glucose +Glutamax+ Pyruvat)
Fetal Bovine Serum (hitzeinaktiviert) 10%
Penicillin 100mg/I

Transfektionsmedium: Optimem (+Glutamax), Invitrogen-Gibco

TNT-Lysepuffer: 50mM TrisHCI

200mM NacCl
0,5% Nonidet 40

pH 8,0
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PBS (10x):

2.1.3.3 Proteine

Western Blot

Lammli-Puffer

4x Lower Tris

4x Upper Tris

10x Laufpuffer

Blotpuffer

14,8 g NazHPO4X2H20
2,3 g KH2PO4
90,0 g NaCl

ad 1 Liter H,O

30% Glycerin

6% SDS

375 mM TrisHCI

0,03 % Bromphenolblau

5% Beta-Mercaptoethanol
H»0 ad Volumen

181,79 Trizma Base

40ml SDS (10%-Lsg.)

ad 1 Liter H,O (pH 8,8)

60,6 g Trizma Base

40ml SDS (10%-Lsg.)

ad 1 Liter H,O (pH 6,8)

309 Trizma Base
144 g Glycin
109 SDS

ad 1 Liter H,O

3,03¢ Tris Base
144 ¢ Glycin
200ml Methanol

ad 1 Liter H,O
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10x TBST 100ml Tris HCI 1M
300ml NaCl 5M
10ml Tween 20

ad 1 Liter H,O (pH 7,5)

Immunoprazipitation

Anti-c-myc Agarose conjugate Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Taufkirchen
Anti-v5 Agarose Affinity Gel Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
2.2 Methodik

2.2.1 DNA-Methoden

2.2.1.1 Transformation von Bakterien

Fur einen Transformationsansatz wurde ein Aliquot kompetenter E.coli TOP 10 auf Eis
aufgetaut und sofort danach 60ul der Bakterienzellen mit 1ul auf Eis gekihlter Plasmid-DNA
vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte der Hitzeschock zur DNA-
Aufnahme bei 42T im Wasserbad (30sec) und nach der Zugabe von 250-400ul soc-Medium
wurde erneut 1h, diesmal bei 37C auf dem Schiittler inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf
LB-Agarplatten mit Ampicilin ausplattiert und diese fur 16 h bei 37C im Brutschrank

inkubiert.

2.2.1.2 Stammkonservierung

Zur Aufbewahrung transformierter Zellen wurden 500pl einer LB-Ubernachtkultur von E. coli
TOP 10 mit 500ul sterilem Glycerol 85% versetzt und bei -80C aufbewabhrt.

2.2.1.3 Maxi-Preparation

Zur Gewinnung groRerer Mengen hoéherkonzentrierter DNA wurden zunachst 150 ml LB-
Medium mit Ampicilin bzw. Kanamycin (1:1000) entweder mit einem Bakterienklon aus der
Transformation oder 500ul bei -80C gelagertem Bakt erienstock angeimpft und 16-20h bei
220Upm und 37T auf dem Schattler inkubiert.
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Die Preparation wurde dann mit dem Quiagen HiSpeed Plasmin Purification Kit durchgefuhrt.
Die Uber Nacht gewachsenen Bakterien wurden 10min bei 4000Upm abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde mit 10ml P1 resuspendiert, die Zellen mit 10ml P2
5min lysiert und mit 210ml P3 10min neutralisiert. Danach wurde das Lysat in eine zuvor mit
10ml QBT-Puffer equilibrierte Saule gedrickt und 10-15 min gewartet, bis die Losung die
Saule passierte. Nach dem Waschen der Saule mit 60ml QC-Puffer, wurde die DNA mit 15ml
QF-Puffer eluiert und mit 70% Isopropanol 5min bei -20C geféllt. Dieses Gemisch wurde
dann durch das Maxi Modul gedriickt, diese mit 2ml 70%igem Ethanol gewaschen und 3min
luftgetrocknet. Mit 800ul EB-Puffer wurde die Membran eluiert und das Eluat nochmals durch
die das Maxi Modul gedriickt um eine grof3ere Ausbeute zu erhalten. Die Lagerung erfolgte
bei -20C.

2.2.1.4 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der im Maxi-Prep gewonnenen Plasmid-DNA erfolgte zum

Einen im Photometer und zum Anderen im Agarosegel.

mittels Photometer

Die Bestimmung der Absorption bei 260nm Wellenlange (OD260) diente zur Ermittlung
der Konzentration cpasmia der aufgereinigten doppelstrangigen Plasmid-DNA. Nach 1:100
Verdinnung mit Aqua dest. wurde die OD260 am zuvor gegen Aqua dest. geeichten
Photometer gemessen. Die Konzentration Cpasmia der Stammlésung wurde gemaR der

folgenden Formel berechnet:

Cplasmid = 50 pug/ml - OD260 - Verdinnungsfaktor

Zur Bestimmung der Reinheit wurde der Quotient OD260/0OD280 herangezogen, der
zwischen 1,8 und 1,95 liegen sollte. Werte kleiner als 1,6 sprechen fir eine deutliche
Kontamination mit Protein. Daher wurden Praparationen mit einem kleineren Quotienten

verworfen.
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im Agarosegel

Die mit TE-Puffer auf 100ng/pl eingestellte Konzentration der Plasmid-DNA sollte im
Agarosegel uUberpruft werden. Dazu wurden 5ul Plasmid + 3ul Ladepuffer ,Blue Juice”
vermischt und in die Taschen eines Agarosegels geladen (0,8% Agarose in TBE-Puffer ad
50ml Aqua dest. mit 6ul Ethidiumbromid). Als Laufpuffer diente ebenfalls TBE-Puffer und als
Marker 5ul sml. Der Gellauf erfolgte 30-60 min bei 65-70V. Danach wurden die Plasmid-
Banden mit der UV-Lampe detektiert und photographisch dokumentiert. Anschliel3end wurde
die Flache der Banden ausgemessen mit der Gr6é3e und Signalintensitat der Markerbanden

verglichen und Uber die Dreisatzrechnung die Konzentration der DNA bestimmt.

2.2.1.5 Kontrolle der resynthetisierten Plasmide pe  r Restriktionsverdau

Um die Richtigkeit der resynthetisierten Plasmide zu Uberprifen, wurden diese mit
Restriktionsendonukleasen verdaut und anhand der Gréf3enauftrennung in der Agarose-

Gelelektrophorese charakterisiert.

Der Restriktionsverdau wurde wie folgt angesetzt:

1l 10x Restriktionspuffer (je nach Herstellerempfehlung)
1pl BSA
1pl Restriktionsenzym

1-1,5ug  DNA
ad 10yl HPLC-H,0

Die Zugabe der Restriktionsenzyme erfolgte als letztes, wonach der Ansatz kurz gemischt,
abzentrifugiert und 1-2h bei 37<C inkubiert wurde. FUr die Gelelektrophorese wurden 3pl

Ladepuffer ,Blue Juice* zugefiigt und das weitere Prozedere analog zu 2.2.1.4. durchgeflhrt.

2.2.1.6 Sequenz-PCR
Die  Sequenzierung der DNA-Plasmide erfolgte nach dem  modifizierten
Kettenabbruchverfahren von Sanger (Sanger et al. 1977).

Die Sequenzierungsreaktion wurde mit dem Sequencing reaction kit (Big Dye), welcher Tag-
DNA-Polymerase, F1, dNTPs, ddNTPs, MgCl, und Puffer enthélt, in folgenden 10ul-Ansatzen
durchgefuhrt:
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1l Plasmid-DNA

2ul Big Dye

1pl Primer 313

ad 10ul H,O

Das folgende Programm wurde fir die Sequenzierungsreaktion im Thermocycler verwendet.

Programm fir die Sequenzierungsreaktion:

Schritt Temperatur Zeit
1 Zyklus Denaturierung 95C 5 min
30 Zyklen Denaturierung 95C 1 min

Annealing 60C 1 min

Elongation 50C 1 min
1 Zyklus Abkuhlung 4C 1 min

Anschlie3end wurden die Proben durch Zugabe von 30ul 100% Ethanol und 10-minttiger
Inkubation bei Raumtemperatur geféllt. Danach wurden die Ansatze fir 30min zentrifugiert
(24000Upm) und die DNA-Pellets nach dem Waschen mit 100ul 70%-Ethanol (10min bei RT)
erneut 20min zentrifugiert. Die fur 45min bei RT getrocknete DNA wurde in 30ul H,O 45min
geldst und schlie3lich im Sequenziergerat sequenziert und ausgewertet.

2.2.2 Zellkultur-Methoden

2.2.2.1 Kultivierung der Zelllinie

Die HEK 293 Zellen wurden im Inkubator (Temperatur 37 C, CO , 5%, Luftfeuchtigkeit 95%)
adhéarent in sterilen Zellkulturflaschen (75 cm?) mit dampfdurchlassigem Deckel kultiviert. Die
Kulturmediummenge betrug 18-20 ml. Bei einer Konfluenz von 95-100%, die nach 3-4 Tagen
erreicht war, wurden die Zellen vereinzelt und je nach Wachstumsrate und Bedarf im
Verhéaltnis 1:2 bis 1:10 neu ausgesaat. Dazu wurde das Medium abgesaugt und durch 3ml
Trypsin-EDTA ersetzt. Nach 3minutiger Inkubation im Brutschrank erfolgte die Zugabe von
7ml Kulturmedium und die Uberfiihrung der Zellsuspension in ein 50ml Falcon™-GefaR. Die
HEK293 Zellen wurden zentrifugiert (1000Upm, 20C, 5min), der Uberstand abgesaugt und
das Zellpellet in 10ml Kulturmedium resuspendiert. Danach wurden die Zellen in Flaschen

oder in 6-well Platten eingesetzt, wobei die Zelldichte in den Flaschen (75cm?) Uber 2x*10"6
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und in den 6-well Platten tGber 7*107"5 gehalten wurde. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde

die Neumann Zahlkammer zu Hilfe genommen.

2.2.2.2 Transfektion

Die Transfektion der Zelllinie mit Plasmid-DNA wurde mittels Lipofektion durchgefuhrt. Pro 6-
well-plate wurden 2pug DNA mit 6pl Plus Reagenz vermischt und mit Optimem auf 100pl
aufgefllt. Nach 15min Inkubation wurden 8ul Lipofectamin und 92ul Optimem dazugegeben
und wiederum fur 20min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die HEK293 Zellen einmal
mit 1ml Optimem gewaschen und in 0,8ml Optimem vorgelegt. AnschlieRend wurde der
Mastermix auf die Zellen gegeben, so dass ein Transfektionsvolumen von 1ml vorlag. Der
Wechsel zum Kulturmedium erfolgte nach 3 h Inkubation im Brutschrank bei 37<C.

2.2.2.3 Zelllyse

Zum Zellaufschluss wurde zunachst jedes 6-well-plate zweimal mit 1ml 1xPBS gewaschen
und der zweite Waschschritt in 1ml Eppendorf Tubes tberfuhrt, zentrifugiert (5000Upm,
5min, 4T), und der Uberstand verworfen. Das Zellpe llet wurde in 100ul TNT-Lysepuffer mit
EDTA-freiem Proteaseinhibitor (Mischverhéltnis 1:10) resuspendiert und 20min auf Eis
inkubiert. Danach wurde die Suspension erneut zentrifugiert (14000 Upm, 20min, 4<C) und

der Uberstand in weiteren Proteinmethoden aufgearbeitet.

2.2.3 Protein-Methoden

2.2.3.1 Antikorper

Western Blot Primarantikdrper

Maus-anti-V5 Invitrogen 46-0705,

Maus-anti-myc Klon 9E10 erhalten von E. Kremmer GSF, Minchen
Ratte-anti-Notch 3G6 generiert von E.Kremmer GSF, Miinchen
Ratte-anti-Notch 2G8 generiert von E.Kremmer GSF, Miinchen

Western Blot Sekundarantikdrper

Ziege-anti-Maus-HRP DakoCytomation P0447,

Ziege-anti-Ratte-HRP Affinipure 112-035-068 Jackson,
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SIFT Antikorper

Alexa647 konjugierter anti-Prion-Rhodamin  Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa488 konjugierter anti-vb —FITC Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Alexa647 konjugierter anti-v5-Rhodamin Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.2.3.2 Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurde der BCA™ Protein Assay Kit von Pierce (Rockford, USA)
verwendet. Zur Festlegung der Standardkurve diente BSA in  TNT-Lysepuffer
unterschiedlicher Konzentrationen (0-2mg). Mit dem BCA Protein Assay lassen sich
insbesondere Peptidbindungen detektieren. Cu*-lonen werden dabei im alkalischen Milieu
zu Cu'-lonen reduziert. Diese komplexieren mit 2 Molekilen BCA (Bichinolin-4-

Carbonsaure) und ergeben einen violetten Farbstoff mit einer Absorption bei 562nm.

Es wurden 10ul Lysat bzw. Proteinstandard in einer 96-well Mikrotiterplatte vorgelegt und
80ul des Gemischs der Reagenzien A und B (50:1) zugegeben. Nach 10-minttiger
Inkubation bei 37<C erfolgte die Messung der Absorb tion und Bestimmung der Konzentration
im Elisa-Reader. Danach wurden die Lysate unter Verdinnung mit TNT-Lysepuffer auf eine

Konzentration von 1ug/ul eingestellit.

2.2.3.3 SDS-Page

Bei allen Polyacrylamidgelen fur die Gelelektrophorese handelte es sich um selbst
hergestellte  Tris-Glycin-Gele, die nach folgendem Schema gegossen wurden

(Pipettierschema jeweils fur 2 Gele):

Trenngel: Sammelgel:

5% 7,5%
4x Lower Tris | 3,75 ml | 3,75 ml 4x Upper Tris | 1,7 ml
H,O 8,60 ml | 7,35 ml H.O 4,9 mi
Acrylamid 2,50ml | 3,75 ml Acrylamid 925 ul
TEMED 12,5pul | 12,5 pl TEMED 7,5 ul
APS (10%) | 125pl | 125l APS (10%) | 75 pl
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Die Proben fur die Gelelektrophorese wurden im Verhdltnis 1:5 mit 5-fach Lammli-Puffer
versetzt, bei 95T 5min aufgekocht und nochmals in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die
Elektrophorese erfolgte bei 80V fur den Lauf durch das Sammelgel und bei 120V fir den
Durchlauf des Trenngels. Die Zeit betrug je nach Fragestellung zwischen 1-2h bis die
Lauffront mindestens am unteren Gelrand angelangt war. Als Marker wurden 6-8ul des
BioRad Precision Plus Protein Standard verwendet.

2.2.3.4 Western Blot

Zur Vorbereitung des Blotvorgangs wurde zunachst eine PVDF-Membran (Immobilon-P
Transfer Membran, Millipore Corp., USA) 15 sec in Methanol und anschlielend 10min in
Blotpuffer eingeweicht. Das Gel und die Membran wurden zwischen ebenfalls in Blotpuffer
befeuchtetes Whatman-Papier (BioRad Laboratories, Minchen) gelegt und in der
Blotkammer 1h bei 25V, 250mA, 50W geblottet. Zur Kontrolle des vollstandigen
Proteintransfers wurde der Grol3enmarker herangezogen. Danach erfolgte das Blockieren
der Membran in 4% Milchpulver in 1XTBST fir 1h bei RT und die Inkubation mit dem
Primarantikdrper (in 4%Milchpulver in 1XTBST)bei 4°C Uber Nacht.

Nach mehreren Waschschritten (5x10min) in 1XTBST wurde die Membran 1h bei RT mit dem
Sekundarantikorper inkubiert, danach nochmals gewaschen (3x15min) und zum Schluss 5
min mit 4ml Immobilon™ Western Detection Reagents (Millipore Corp., USA) benetzt.
Daraufhin folgte die Belichtung eines Rontgenfilms (BioMax MR Film, Kodak Industries,

France) im Fotolabor.

2.2.3.5 Co-Immunoprazipitation (IP)

Nach der Zelllyse und Proteinbestimmung (siehe oben) wurde zuerst ein Alliquot von 40pl
des Totallysates (Konz 1pg/pl) entnommen und mit 10ul 5xLammli 5min bei 95T

aufgekocht.

Fur die Immunoprazipitation (IP) wurden kommerziell erhéltliche anti-V5 bzw. anti-myc
Agarose-Beads verwendet. Diese wurden zunachst 5mal in 1ml 1xPBS gewaschen, wobei
nach jedem Waschschritt kurz in der Tischzenrifuge abzentrifugiert und der Uberstand

verworfen wurde. Der IP-Ansatz bestand aus:
25ul Beadsuspension
100pl Lysat

75ul  1xPBS+PI (10:1).
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Nach einer dreistindigen Inkubation im Rotator bei 4C wurden die Beads erneut dreimal wie
schon beschrieben gewaschen und mit 50pl 1,25xLammli eluiert (5min, 95T)

Das Probenvolumen wurde so gewdahlt um im Anschluss jeweils zwei SDS-PAGEs

durchfihren zu kénnen.

Fur die IP mit EDTA wurde schon zum TNT-Lyse-Puffer und im weiteren Verlauf zum 1xPBS

5mM EDTA-LOsung zugegeben.

2.2.3.6 Zeitreihen

Fur die Zeitreihen wurden 100ul des Zelllysates ohne Zugabe von Agarose-Beads bei 4C
rotierend inkubiert und zu bestimmten Zeitpunkten Alliquots von 10ul entnommen.
Anschlie3end wurden die Proben mit 2,5ul 5xLAmmli 5min bei 95T aufgekocht und eine

SDS-Page sowie ein Western Blot durchgefihrt (siehe oben).

2.2.3.7 SIFT scanning for intensely fluorescenttar  gets

Funktionsprinzip

Die SIFT-Methode wurde 2000 aus der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) zum
Nachweis der de novo Aggregation verschiedener Proteine weiterentwickelt (Bieschke et al.
2000; Giese et al. 2005). Die Detektion mittels SIFT ist 10-mal sensitiver als mittels Western

Blot und erlaubt eine quantitative Aussage Uber die Aggregatbeschaffenheit.

In der Messlosung befanden sich die zu untersuchenden, mit einem v5-Epitop versehenen,
N3-Proteine und fluoreszenzmarkierte Antikorper, die mit einem Argon (488nm) oder Helium-
Neon (633nm) Laser angeregt wurden. Der Focus des Lasers betrug 0,44fl, was das
Streulicht und den Rauschhintergrund verringerte. Um die Sensitivitéat zu erhéhen und die
Messung zu beschleunigen, wurde der Laser mit 1mm/s durch die Messlosung bewegt.
Wenn ein rot oder grin markiertes Molekdil in den Brennpunkt geriet, sendete es Licht in der
jeweiligen Farbe aus. Durch die Verwendung von verschiedenfarbig fluoreszierenden und
gegen unterschiedliche Epitope gerichteten Antikérpern konnte die Spezifitdt der Methode
erhoht werden (Abbildung 5). Monomere sendeten schwache Lichtimpulse aus, wahrend

Aggregate zu einem starken Signalanstieg fuihrten.
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Abbildung 5: Funktionsprinzip des Zwei-Farben-SIFT

Durch die Anregung mit zwei unterschiedlichen Lasern kénnen gleichzeitig zwei unterschiedlich
fluoreszierende Teilchen im selben Probenvolumen untersucht werden. Der Laser wird aktiv durch
das Probenvolumen bewegt. Wenn ein mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen versehenes Aggregat
den Focus passiert, resultiert dies in einem starken Signalanstieg. Zusatzlich kann die
Zusammensetzung der Aggregate anhand der Farbverteilung beurteilt werden.

(Mit freundlicher Genehmigung von B.Bader, Zentrum fur Neuropathologie und Prionforschung,
LMU Minchen)

Die Darstellung der Messung erfolgte im Intensitatshistogramm. Die x-Achse zeigt die griinen
Photonen, die y-Achse die roten. Die Haufigkeitsverteilung erfolgt farbkodiert. Wenige Kanale
mit einer bestimmten Photonenanzahl werden mit gelb gekennzeichnet, viele Kanale mit
gran. 1 bin ist ein Zeitintervall von 40us in dem die detektierten Photonen aufsummiert
werden. Monomere finden sich im Diagramm nahe dem Nullpunkt, Multimere hingegen

weiter entfernt lokalisiert (Abbildung 6).
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Abbildung 6: SIFT Darstellung im Intensitatshistogr amm

x-Achse: griine Photonen, y-Achse: rote Photonen, farbkodierte Haufigkeitverteilung der Kanéle.
Die Einheit Photonen/bin entspricht der Anzahl der Photonen, die in 40 pus detektiert wurden. Je
mehr Lichtimpulse zu einem Zeitpunkt vernommen werden, desto groR3er ist das aussendende

Molekdl. (Mit freundlicher Genehmigung von B.Bader, Zentrum fir Neuropathologie und
Prionforschung, LMU Miinchen)

Versuchsdurchfuhrung

Zunachst wurde der Antikdrper-Mix hergestellt und im SIFT vermessen:
V5 mAb Mix 10x: 2 pl V5-FITC + 5 pl V5-647 + 750 pl Lysepuffer

Prion Mix 10x: 3 pl SAF37-488 + 3ul 12F10-647 + 94 ul Lysepuffer.
Anschliel3end wurde die Autofluoreszenz des TNT-Lysepuffers bestimmit.
Der Probenansatz bestand aus:

60 pl Zelllysat

3pul  B-ME (5%) bzw. H,O 50% SL

10 pl Antikorper 10x

27ul TNT-Lysepuffer

Als Antikorper wurde der V5-mAb-Mix bzw. der Prion-Mix zugegeben und als
Negativkontrolle wurden der Ansatz mit Zelllysaten mock-transfizierter Zellen oder TNT-
Lysepuffer verwendet. Die Messung wurde mit folgenden Parametern durchgefihrt: Justage
200/300 pW, 5 Meander, 10 Sek./Well, Beamscanner yes, Temperatur 22<T.
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3 Ergebnisse

3.1 Notch3-Konstrukte

Fur die nachfolgend beschriebenen Versuche zur Untersuchung der Notch3 Akkumulation

wurden sowohl die Extrazellulardoméanen (N

verwendet. Die cDNA Konstrukte wurden transient in HEK293 Zellen transfiziert. Die N

ECD
3

) als auch die Volllangenrezeptoren (N3™)

3ECD_

Konstrukte wurden C-terminal und die N3™-Konstrukte N-terminal mit einem v5 bzw. myc-

Epitop konjugiert. Zum besseren Uberblick sind in Abbildung 7 alle verwendeten Konstrukte

schematisch dargestellt.

N3-FL

wi-fl
wt-fl-v
wt-fl-myc

R133C-fl
R133C-fl-vb
R133C-fl-myc

C183Rfl
C183R-fl-vs

C455R-fl
C455R-fl-vs

N3-ECD

wt-s1-v5
wt-s1-myc

R133C-s1-v5

R133C-s1-myc

C183R-s1-v5

C455R-s1-v5

v5 oder myc Epitop

Abbildung 7: schematische Darstellung der in der Ar
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beit untersuchten N3-Konstrukte

Unter N3-FL abgebildet sind alle verwendeten Notch3-Volllangenrezeptoren mit einem N-
terminalen v5 oder myc Epitop als tag. ECD: extrazellulare Doméane des Rezeptors, TM:

Transmembrandomane, IC: intrazellulare Doméne, LBD: Ligandenbindungsdomaéne.

Mit N3-ECD bezeichnet sind die trunkierten N3-Konstrukte (s1), worunter nur die extrazellulare
Doméne des Rezeptors mit einem C-terminalen tag verstanden wird. Fir die Versuche verwendet
wurden die Wildtyprezeptoren sowie die CADASIL-assoziierten Mutationen R133C, C183R und

C455R.
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3.2 Expressionsnachweis von Notch3 in HEK293 Zellen

Zur Untersuchung der Notch3-Rezeptorinteraktion wurden in ersten Experimenten die schon
zuvor in der Arbeitsgruppe klonierten N3P und N3 Konstrukte transient in HEK293 Zellen

Uberexprimiert.

Der Expressionsnachweis der oben genannten Konstrukte erfolgte im Western Blot
(Abbildung 8); zunachst wurden alle vier Konstrukte mit einem Ratte anti-N3 Primarantikorper
(Abbildung 8A) und dann wt-v5 und R133C-v5 mit dem Maus anti-v5 (Abbildung 8B), wt-myc
und R133C-myc mit dem Maus anti-myc Primarantikérper (Abbildung 8C) dargestellt. Als
Sekundarantikdrper stand ein Ziege anti-Maus HRP Antikdrper zur Verfigung und zur

Kontrolle wurden Leervektor transfizierte (mock) Zellen herangezogen.

Alle Konstrukte und deren quantitativ gleichméafige Expression in HEK293 Zellen konnte mit
einem spezifischen Signal nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde die Beobachtung
gemacht, dass trotz Zugabe von 5% R-Mercaptoethanol, wodurch alle bestehenden
Disulfidbricken gelést werden sollten, héhermolekulare, deutlich oberhalb des erwarteten
Signals liegende Banden zur Darstellung kamen (Abbildung 8 *). Diese kénnten Dimeren des
N3-Rezeptors entsprechen.

Die Expression der Volllangenrezeptoren wurde in gleicher Weise im Western Blot

nachgewiesen.
Qb @\0 Ab (@\(;
N © N N o N
A A S B P C R
NS 2] > 9 9 > ©
N2ANT PN O N @) A N 8
Y e e & & & &
- — * - * =
250 kD = 250 kD = 250 kD =
- e - -
150 kD 150 kD = 150 kD
100 kD 100 kD = 100 kD
75 kD 75kD = 75 kD
anti N3 anti-V5 anti-myc

Abbildung 8: Expressionsnachweis von N3 5P in HEK 293 Zellen im Western Blot.

Der Nachweis der Konstrukte in Zelllysaten erfolgte unter Zugabe von 5% [3-Mercaptoethanol. Als
Negativkontrolle wurden Leervektor transfizierte Zellen (mock) verwendet. (A) Detektion der v5 und
myc-markierten Wildtyprezeptoren und der R133C-Mutanten mit dem anti-N3 Antikdrper. (B)
Nachweis der Expression von wt-s1-v5 und R133C-sl-v5 unter Verwendung des anti-vb
Antikorpers. (C) Darstellung von wt-s1-myc und R133C-s1-myc mit dem anti-myc Antikdrper.
Zusatzlich kamen in allen drei Abbildungen héhermolekulare 3-Mercaptoethanol resistente Banden
zur Darstellung (*).
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3.3 Immunoprazipitation zur Untersuchung einer homo philen N3 EP

Interaktion

Um diese hohermolekularen Komplexe genauer zu erfassen und die Rezeptorinteraktion zu
analysieren, wurden die N3-Konstrukte in Co-Immunopréazipitationen untersucht. Da die
extrazellulare Doméne des Rezeptors fur die Erkrankung die Hauptrolle zu spielen scheint,

3EC

wurden die Versuche zunachst mit N3~ durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurden myc- und v5-markierte Extrazellulardomanen des Wildtyprezeptors
und der R133C-Mutante in HEK293 Zellen transient kotransfiziert:

wt-v5 + wt-myc
R133C-v5 + R133C-myc
wt-v5 + R133C-myc
R133C-v5 + wt-myc
mock (Leervektor)

Im zweiten Schritt erfolgte unter Einsatz gegen das v5-Epitop gerichteter Agarose-Beads die
Prazipitation der v5-markierten Rezeptoren. AnschlieBend wurden die Prazipitate in zwei
gleichen Ansétzen im Western Blot analysiert. Ein Ansatz wurde mit dem anti-v5

Primarantikdrper inkubiert (Kontrolle) und der zweite mit dem anti-myc Priméarantikorper.

Nach Detektion zeigte sich im Western Blot des ersten Ansatzes ein deutliches positives
Signal fUr beide mit einem v5-Epitop versehene Konstrukte. Die Banden verliefen auf der fur
N3FP charakteristischen Hohe von 210kD. Dies konnte als Positivkontrolle fiir eine

erfolgreiche Durchfiihrung der Immunoprazipitation gewertet werden.

Auch nach Inkubation mit dem anti-myc Antikérper zeigte sich im Western Blot ein
spezifisches positives Signal fur die extrazellulare Doméne des Rezeptors, welches die
Schlussfolgerung zuliel3, dass auch die myc markierten Rezeptoren alle in gleicher Weise mit
anti-vb-Agarose-Beads zu prazipitieren waren (Abbildung 9A).

Analog zum eben beschriebenen Versuchsaufbau wurde die Co-Immunoprazipitation mit

3ECD

anti-myc-Agarose-Beads durchgefuhrt. Auch hier konnte ein fir N spezifisches Signal in

beiden Anséatzen nachgewiesen werden (Abbildung 9B).
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Abbildung 9: homophile Interaktion von N3
Co-Immunoprazipitation von wt-s1-v5 und R133C-s1-v5 mit wt-s1-myc und R133C-s1-myc und
mock (Leervektor transfizierte Zellen) als Negativkontrolle. In der linken Spalte wurden Zelllysate
(CL) und in der rechten die Eluate nach Prazipitation (IP) dargestellt. (A) N3“° wurde mit anti-v5
Antikorper prazipitiert und die Analyse im Western Blot erfolgte in der oberen Reihe mit anti-v5
Antikorper und in der unteren Reihe mit anti-myc Antikorper. (B) Analog zur Abbildung A wurde die
Préazipitation mit anti-myc Antikorper durchgefihrt und zur Detektion im Western Blot wiederum
anti-myc (obere Reihe) bzw. anti-v5 Antikdrper (untere Reihe) eingesetzt.

In beiden Versuchen zeigte sich ein N3EP spezifisches Signal bei 210kDa.

Um Interaktionsartefakte, die durch eine unspezifische Bindung der Rezeptoren an die
Agarose-Beads bedingt sein konnten, auszuschlieBen, wurde ein zusatzlicher
Experimentalansatz gewahlt. Es wurde versucht wt-v5 und R133C-v5 mit anti-myc Agarose-
Beads zu prazipitieren. Das Eluat wurde anschlieRend im Western Blot aufgetragen. Wie
erwartet, konnte nur fir die Positivkontrolle (wt-myc) ein N35CP spezifisches Signal erzielt
werden (Abbildung 10A).
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Auch die unspezifische Bindung von wt-myc und R133C-myc wurde auf diese Weise mit wt-

v5 als Positivkontrolle und Leervektor transfizierten Zellen (mock) als Negativkontrolle

ausgeschlossen (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Ausschlul} einer unspezifischen Bindun
(A) Co-Immunoprazipitation von wt-s1-myc, wt-s1-v5, R133C-s1-v5 mit anti-myc Antikdrper. Im
Western Blot aufgetragen wurden die Zelllysate (CL), die Uberstande nach Immunoprazipitation
und die Eluate nach Prazipitation. AnschlieBend wurde anti-myc Antikérper (oben) und anti-v5
Antikorper (unten) eingesetzt. (B) Hier wurde die Prazipitation von wt-s1-v5, wt-s1-myc, R133C-s1-
myc mit anti-v5 Antikdrper durchgefiihrt und wie in Abbildung (A) im Western Blot aufgetragen. Der
erste Blot wurde mit anti-v5 Antikdrper und der zweite mit anti-myc Antikérper inkubiert.

In beiden Anséatzen wurden als Negativkontrolle Leervektor transfizierte (mock) Zellen verwendet.

IP:  anti-myc
Blot: anti-myc

IP:  anti-myc
Blot: anti-V5

IP: anti-v5
Blot: anti-v5

IP: anti-v5
Blot: anti-myc

g von N3 D an Agarose-Beads

Somit konnte festgehalten werden, dass eine Prazipitation der extrazellularen Domane mit

Wildtyp und mutierten Rezeptoren reziprok mdglich ist. Dies bestatigte, dass eine homophile

Interaktion der Rezeptoren stattfand, wenn diese kotransfiziert wurden. Es zeigten sich noch

keine Unterschiede in der Interaktion zwischen den Wildtyp bzw. den mutierten Rezeptoren.
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Zu beachten ist aber, dass mit diesem Versuch noch keine quantitativen Aussagen uber die

Interaktion gemacht werden konnten.

3.4 Immunopréazipitation zur Untersuchung einer homo  philen N3 ™

Interaktion

Da die Versuche mit der extrazellularen Doméne des N3-Rezeptors schon einen deutlichen
Hinweis auf eine Interaktion lieferten, wurden die Immunoprézipitationsexperimente auf die
Notch3 Volllangenkonstrukte ausgeweitet. Hiermit wollte man sich den physiologischen, in

der Zelle vorliegenden Bedingungen annahern.

Es wurden wiederum HEK293 Zellen mit folgenden N3 Plasmiden transient kotransfiziert:
wt-v5 + wt-myc

R133C-v5 + R133C-myc

wt-v5 + R133C-myc

R133C-v5 + wt-myc

mock (Leervektor)

Analog zu den N3FP-Versuchen wurden Co-lmmunoprézipitationen mit anti-v5-Agarose-
Beads und anti-myc-Agarose-Beads durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte die Analyse der
Prazipitate im jeweils zweifachen Ansatz (siehe oben) im Western Blot mit dem anti-v5
(Abbildung 11A) und dem anti-myc Priméarantikorper (Abbildung 11B).

Ebenso wurden auch die Experimente zum Ausschlul? einer unspezifischen Rezeptor-Bead-
Interaktion wie in 3.2 beschrieben mit den N3™ wiederholt (Abbildung 12).
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Abbildung 11: homophile Interaktion von N3 -
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Co-Immunoprazipitation von wt-fl-v5 und R133C-fl-v5 mit wt-fl-myc und R133C-fl-v5 und mock
(Leervektor transfizierte Zellen). Die beiden Darstellungen links zeigten die Zellysate (CL), die
rechten Darstellungen die Eluate nach Prazipitation (IP). Sowohl die Volllangenbanden (280kD) als
auch die Banden der extrazellularen Doméanen (210kD) waren zu erkennen. (A) Es wurden die
N3™ Rezeptoren mit anti-v5 Antikorper prazipitiert und anschlieRend mit anti-v5 und anti-myc
Antikoérpern im Western Blot dargestellt. (B) In Analogie zu Abb (A) wurde die Immunoprazipitation
mit anti-myc Antikérper durchgefiihrt und zur Analyse ebenso anti-myc und anti-v5 Antikdrper

verwendet.
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Abbildung 12:Ausschluf? einer unspezifischen Bindung
(A) Analog zu den Versuchen mit N3¢ wurden wt-fl-mye, wt-fl-v5 und R133C-fl-v5 mit anti-myc
Agarose-Beads préazipitiert. (B) In dieser Abbildung wurde die Immunoprazipitation von wt-fl-v5, wt-
fl-myc und R133C-fl-myc mit anti-v5 Agarose-Beads durchgefihrt.
In beiden Anséatzen wurden die Zelllysate (CL), die Uberstande nach Immunopréazipitation und die
Eluate nach Immunoprézipitation im Western Blot aufgetragen und zur Detektion ein anti-v5 und
ein anti-myc Antikdrper herangezogen. Als Negativkontrolle dienten Leervektor transfizierte (mock)

Zellen.

In diesen Experimenten bestatigte sich, dass analog zu den Versuchen mit N

homophile Interaktion der

von Notch3 ™ an Agarose-Beads

auch eine

Volllangenrezeptoren vorlag. Daneben wurden auch die

extrazellularen Domanen des Rezeptors, die schon im Zelllysat vorzufinden waren,

prazipitiert. Ob das schwéchere Signal dieser Banden im Western Blot auf eine geringere
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Prazipitation des N35°P oder auf technische Fehler zuriickzufiihren war, konnte nicht geklart

werden.

Auch in der Untersuchung mit den Volllangenrezeptoren zeigte sich kein eindeutiger

Unterschied im Ausmal’ der Prazipitation zwischen Wildtyp- und mutierten Rezeptoren.

3.5 Untersuchung eines Ca ** Einflusses auf die N3 =“P- Interaktion

Fir Notchl wurde bereits eine mégliche Ca?*Abhéngigkeit der intermolekularen Interaktion
untersucht (Vooijs et al. 2004; Sakamoto et al. 2005). Fur den Wildtyprezeptor hatte diese

offenbar keine Bedeutung, da sich keine Anderung der Heterodimerbildung zeigte.

Fur Notch3 ist bekannt, dass fast alle bisher bekannten CADASIL-Mutationen innerhalb der
Ca?'bindenden EGF-like repeats, zum Gewinn oder Verlust eines Cysteinrestes filhren und
somit eine Konformationsanderung des Rezeptors zur Folge haben kdénnten. Ferner wurde
diskutiert, ob diese Konformationsanderung eine Ursache fur die Notch3 Akkumulationen

3ECD

sein kénnte. Deswegen sollte die Ca**Abhangigkeit der Interaktion von N untersucht

werden.

Dazu wurden HEK293 Zellen, die mit N35°P transient kotransfiziert wurden (siehe 3.3)
zunachst mit TNT-Lysepuffer +5mM EDTA lysiert. AnschlieBend wurde nach schon
beschriebenem Protokoll die Co-Immunoprazipitation jeweils mit anti-V5-Agarose-Beads und
anti-myc-Agarose-Beads durchgefiihrt. Der Probenpuffer wurde ebenfalls mit 5mM EDTA
versetzt. Zusatzlich diente als Kontrolle die Prazipitation der Konstrukte ohne Zugabe von
EDTA. Die Analyse erfolgte wie in den vorherigen Versuchen im Western Blot (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Einfluss eines Ca Entzugs auf N3 Interaktionen

Durchfihrung der Co-Immunopréazipitation ohne (OmM) und mit (5mM) EDTA als Chelator. Es
wurden die Zelllysate (CL) und die Prazipitate (IP) im Western Blot aufgetragen. Préazipitiert wurden
wt-s1-v5 und R133C-s1-v5 mit wt-s1-myc und R133c-sl-myc. Als Kontrolle wurden Leervektor
transfizierte (mock) Zellen eingesetzt. (A) Immunoprazipitation mit anti-v5 Antikdrper; obere
Darstellung nach Inkubation mit anti-v5, untere nach Inkubation mit anti-myc Antikorper. (B) Co-IP
mit anti-myc Antikdrper, Detektion mit anti-myc (oben) und anti-v5 (unten) Antikorper.

Die Eluate nach Immunoprézipitation mit 5mM EDTA zeigten die gleichen Ergebnisse wie die
Prazipitate ohne EDTA-Zugabe. Da in diesem Versuchsaufbau Ca?" erst wahrend der
Zelllyse, also nach Bildung der Dimere entzogen wurde, lasst sich ein Einfluss auf die

Rezeptorinteraktion nicht ausschliel3en.

3.6 Zeitabhangige Bildung hohermolekularer 3-ME res  istenter N3-
Komplexe

Da die biochemischen Mechanismen zur Akkumulation von N35¢P

unklar sind, sollte in
Analogie zu anderen Proteinablagerungserkrankungen, die Zeitabhangigkeit der Aggregation
untersucht werden. Es ist aus in vitro Versuchen bekannt, dass das Amyloid Beta (Al3) Peptid
zeitabhangig zu AR-Aggregaten reift (Podlisny et al. 1995; Harper et al. 1997; Kirkitadze et al.

2002; Finder et al. 2007; Haass et al. 2007; Winkelhofer et al. 2008).
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Um zu untersuchen, ob dieses Phanomen in der CADASIL Pathogenese auch zum Tragen
kommt, wurde ein einfacher Versuchsaufbau gewahlt: mit jeweils nur einem N3-Plasmid
transient transfizierte HEK293 Zellen wurden in TNT-Puffer mit Proteaseinhibitor lysiert und
anschlieBend 100ul des Lysates (Proteinkonzentration 1ug/ul) bei 4C im Rotator inkubiert.
Im ersten Ansatz wurden folgende Konstrukte der extrazellularen Doméane des N3-Rezeptors

Uberexprimiert:
wt-v5

R133C-v5
C183R-V5
C455R-v5

mock (Leervektor)

Zum Zeitpunkt Oh und 24h wurden 10ul der Proben entnommen, mit 2,5ul 5x Lammli + 5% 3-
Mercaptoethanol aufgekocht, im Western Blot aufgetragen und mit dem anti-v5

Primarantikdrper markiert.

Es war zu beobachten, dass die h6hermolekularen 3-Mercaptoethanol resistenten Komplexe,
welche schon vor der Inkubation schwach zu sehen waren, nach 24 h deutlich an Intensitéat
zunahmen, was auf eine Art ,Reifung* der Aggregatbildung lber die Zeit schlieR3en liel3
(Abbildung 14A).

Dieser Versuchsaufbau wurde auch mit den Volllangenrezeptoren in gleicher Weise

durchgefiihrt. HEK293 Zellen wurden mit folgenden N3™ Konstrukten transient transfiziert:
wit

R133C

C183R

C455R

mock (Leervektor)

Hier wurden die Zelllysate der Zeitpunkte Oh und 48h im Western Blot aufgetragen und die
Notch3 Rezeptoren nach Detektion mit einem anti-N3 Primarantikorper dargestellt (Abbildung
14b). Auch in diesem Bild zeigte sich eine Zunahme der hohermolekularen Komplexe nach

Inkubation.
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Abbildung 14: zeitabhangige Bildung héhermolekulare r B-ME resistenter Komplexe

In beiden Ansatzen wurden Zelllysate nach Zugabe von 5% [3-Mercaptothanol im Western Blot
aufgetragen. Als Kontrolle wurden jeweils Leervektor transfizierte (mock) Zellen verwendet.

(A) Hier wurden wt-s1-v5, R133C-s1-v5, C183R-s1-v5 und C455R-s1-v5 zum Zeitpunkt Oh und
nach 24h Inkubation bei 4C mit einem anti-v5 Antik 6rper untersucht. (B) Im zweiten
Versuchsaufbau wurden wt-fl, R133C-fl, C183R-fl und C455R-fl nach Oh und 48h unter
Verwendung eines anti-N3 Antikorper betrachtet.

In beiden Abbildungen wurden nicht nur die charakteristischen N3¢ Banden bei 210 kDa sichtbar,
sondern auch deutlich héher liegende 3-Mercaptoethanol resistente Komplexe (*).

Da mit dem anti-v5 Primarantikdrper eine sensitivere Detektion mdglich ist, als mit dem anti-
N3 Primarantikoérper, wurde eine zusatzliche ,Zeitreihe” mit den zwei der Arbeitsgruppe zur

Verfiigung stehenden v5-markierten N3™ Konstrukten gestartet:

wt-v5

R133C-v5

Als Kontrolle wurden wiederum Leervektor (mock) transfizierte Zellen herangezogen.

In diesem Versuch konnten folgende Zeitpunkte in der SDS-Page betrachtet werden: Oh, 6h,
12h, 24h und 48h (Abbildung 15).

Zusatzlich zu einer Zunahme der héhermolekularen Komplexe Uber die Zeit, war auch eine
Tendenz zur deutlicheren Zunahme dieser Komplexe durch den mutierten Rezeptor zu

vermerken.
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Abbildung 15: Ausbildung der héhermolekularen Kompl exe durch die R133C-Mutante
Die Zelllysate von wt-fl-v5 und R133C-fl-v5 exprimierenden HEK293 Zellen wurden nach jeweils
Oh, 6h, 12h, 24h, und 48h bei 4C, im Western Blot aufgetragen und mit einem anti-v5 Antikdrper
detektiert. Leervektor transfizierte Zellen (mock) dienten als Negativkontrolle. (*) Es zeigte sich
nicht nur eine Zunahme der héhermolekularen 3-Mercaptoethanol resistenten Komplexe tber die
Zeit, sondern auch eine vermehrte Bildung dieser Komplexe durch den mutierten Rezeptor.

Somit lie3 sich festhalten, dass die Bildung der R-Mercaptoethanol resistenten,
hohermolekularen Komplexe zeitabhéngig und eine vermehrte Komplexbildung durch den
mutierten Notch3 Rezeptor nicht auszuschlie3en war.

3.7 Untersuchung der N3 E°P-Interaktion mittels SIFT

Da der Methode des Western Blotting im Bereich von Uber 500kD, in dem sich die
Untersuchung der Notch3-Aggregate bewegt, technische Grenzen gesetzt sind und
maoglicherweise nicht alle héhermolekularen Komplexe erfasst werden, wurde eine zu diesen
Zwecken aussagekraftigere Methode herangezogen. Das ,scanning for intensely fluorescent
targets” (SIFT) wurde urspringlich aus der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

weiterentwickelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in ersten Schritten versucht, diese Methode fur die
Untersuchung der Notch3-Aggregation zu modifizieren. Das Ziel der Versuche war, Wildtyp
und mutierten Rezeptor mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren und im SIFT
zu untersuchen. Zum Einen wollte man eine Grol3enzuordnung der entstehenden Aggregate
(im Gegensatz zur Immunoprazipitation) erreichen und zum Anderen durch die
unterschiedliche Farbauspragung in den Aggregaten eine Charakterisierung dieser

vornehmen.
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Zunachst wurden folgende N3F°P-Konstrukte transient in HEK293 Zellen transfiziert:
wt-v5

R133C-v5

C183R-v5

C455R-v5

mock (Leervektor)

Anschliel3end erfolgte die Zelllyse in TNT-Lysepuffer mit Proteaseinhibitor und die Inkubation
mit Alexa488 konjugiertem (FITC) und Alexa647 konjugiertem (Rhodamin) anti-v5 Antikorper.
Unmittelbar danach wurden die Proben im SIFT gescannt. Als zusatzliche Negativkontrolle
wurde der Lysepuffer mit Zugabe der Antikdrper gescannt.

Dieser Versuch wurde zweifach angesetzt, da ein Durchgang ohne [3-Mercaptoethanol und
der zweite mit Zugabe von 5% [3-Mercaptoethanol durchgefiihrt wurde. Zur genaueren

Beschreibung des Vorgangs siehe 2.2.3.7. im Methodenteil.

In einem zweiten Versuch wurden Zelllysate, die mit denselben Plasmiden transient
transfiziert wurden, direkt nach der Zelllyse und nach 24-stiindiger Inkubation bei 37<C ohne
Zugabe von RB-ME im SIFT untersucht (Abbildung 16). Zur Detektion wurden ebenfalls ein
Alexa488 konjugierter (FITC) und ein Alexa647 konjugierter (Rhodamin) anti-v5 Antikorper

verwendet.

Zur Analyse der Messergebnisse diente ein Intensitatshistogramm, in dem auf der x-Achse
die grinen Photonen, auf der y-Achse die roten Photonen und farbkodiert die
Haufigkeitsverteilung der Kanale angegeben wurde. Wenige Kanale mit einer bestimmten
Photonenanzahl wurden mit gelb gekennzeichnet, viele Kanéle mit grin. 1bin entsprach
einem Zeitintervall von 40us, in dem die gemessenen Photonen aufsummiert wurden. Je
weiter ein Kanal vom Nullpunkt entfernt war, desto héher war seine Lichtintensitat, und desto
mehr fluoreszenz- markierte Antikorper fanden sich an diesem Punkt des Messvolumens.

Dies lieR die Schlussfolgerung zu, dass sich dort vermehrt N3P befanden.

Als Ergebnis dieser Messungen konnte festgehalten werden, dass schon zum Zeitpunkt Oh
eine Multimerbildung der extrazellularen N3-Doméanen begann, sich aber kein Unterschied
zwischen den Ansatzen des Wildtyprezeptors und der Mutanten zeigte. Des Weiteren wurde
bei allen Zelllysaten eine Abnahme der Multimerisierung bei Zugabe von 5% [3-
Mercaptoethanol sichtbar. Dieses Ergebnis passte zur Hypothese, dass unter reduzierenden

Bedingungen bestehende Disulfidbricken gelést werden und dadurch die Interaktion der
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Rezeptoren womoglich gebremst werden konnte. Bei der Messung nach 24h Inkubation
zeigte sich im Vergleich zum Zeitpunkt Oh eine insgesamt starkere Ausbildung der Multimere
und auch eine vermehrte Ausbildung der héhermolekularen Komplexe bei den mutierten
Rezeptoren. Ein signifikanter Unterschied im Vergleich zum Wildtyp konnte jedoch nur im

Versuch mit der C455R-Mutante nachgewiesen werden (p<0,04 Mann-Whitney-Test).

WT R133C C183R C455R mock
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WT R133C C183R C455R mock

Abbildung 16: N3-Komplexbildung im SIFT und deren Z  unahme nach 24h

wt-s1-v5, R133C-s1-v5, C183R-s1-v5 und C455R-s1-v5 exprimierende Zellen wurden lysiert und
zum Zeitpunkt 0 und nach 24-stiindiger Inkubation bei 37C im SIFT gescannt. Als Negativkontrolle
angefuhrt sind hier Leervektor transfizierte Zellen (mock). Fiur die Untersuchungen wurde Alexa488
konjugierter (FITC) und Alexa647 konjugierter anti-v5 (Rhodamin) Antikdrper verwendet. (A)
Darstellung der Messergebnisse im Intensitatshistogramm: Die x-Achse entspricht den griinen
Photonen, die y-Achse den roten. Die Haufigkeitsverteilung der Kanéle ist farbkodiert (gelb: wenige
Kanale; griin: viele Kanale). 1 bin entspricht einem Zeitintervall von 40us, in dem die gemessenen
Photonen aufsummiert wurden. (B) Darstellung der Ergebnisse im Balkendiagramm. Es zeigte sich
eine signifikant starkere Ausbildung von Multimeren im Ansatz der C455R-Mutante nach 24h
(p<0,04 Mann-Whitney-Test).
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4 Diskussion

Auf dem Hintergrund der bislang vorliegenden Daten zur Krankheitsentstehung von
CADASIL sollen nun die erhobenen Ergebnisse hinsichtlich der zentralen Frage dieser Arbeit
nach der homophilen Interaktion und der Aggregation der Notch3-Extrazellulardoméanen

diskutiert werden.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1.1 Co-Immunoprazipitationen

In den Western Blot Analysen zum Expressionsnachweis der N3¥°P und N3 Konstrukte
zeigten sich unter reduzierenden Bedingungen deutlich oberhalb des erwarteten Signals
liegende, 3-ME resistente Banden. Das wies auf eine mogliche Multimerisierung der Notch3-

Rezeptoren hin.

Fur Notchl wurden im Western Blot ebenfalls ein héhermolekulares Signal bei 500kDa und
eine Dimerisierung der Volllangenrezeptoren beschrieben (Sakamoto et al. 2005). Analog zu
den Experimenten mit Notchl, wurden zur weiteren Untersuchung dieser Beobachtungen

Co-Immunoprazipitationsversuche mit Notch3 durchgefihrt.

In diesen konnten wir zeigen, dass bei transienter Kotransfektion der Rezeptoren in HEK293
Zellen in vitro eine homophile Interaktion der Wildtyp- und der mutierten Rezeptoren (R133C)
stattfindet. Diese Beobachtung wurde nicht nur in den Versuchen mit der extrazellularen
Domane des Rezeptors, sondern auch mit den Volllangenrezeptoren gemacht. Sowohl
Wildtyp- als auch CADASIL-mutierte Rezeptoren konnten in gleicher Weise ohne einen

deutlichen quantitativen oder qualitativen Unterschied prazipitiert werden.

In zusatzlichen Immunoprézipitationsversuchen sollten mégliche, die homophile Interaktion
beeinflussende, Faktoren untersucht werden. In einigen Experimenten mit Notchl wurde in
der Literatur auf die Rolle von Ca®" in der Heterodimerbildung hingewiesen. Es wird
angenommen, dass einige der EGF-like repeats der extrazellularen Domane Ca?*-bindende
EGF-Domaénen sind und somit ein Ca®* Entzug bzw. eine Ca**Zugabe einen EinfluR auf die
Interaktionen und Dimerisierungen haben kdnnte (Rand et al. 2000; Vooijs et al. 2004;
Sakamoto et al. 2005).
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Deswegen wurden die Co-Immunoprézipitationen unter Zugabe von EDTA als Chelator
wiederholt, um eine eventuelle Beteiligung solcher Ca®*-bindender EGF- Domanen an der
intermolekularen Interaktion der N3-Rezeptoren zu untersuchen.

35°P vor und nach

Es zeichneten sich zwar keine Unterschiede in der Prazipitation der N
Zugabe von EDTA ab. Da Ca?" allerdings erst nach der Ausbildung von Dimeren entzogen
wurde, lasst sich ein Ca®" Einfluss nicht sicher ausschlieRen. Weitere Untersuchungen der
Arbeitsgruppe deuten ebenfalls darauf hin, dass Ca** eine gewisse Rolle in der Interaktion

der Rezeptoren einnimmt (unverdéffentlichte Daten: During, Opherk, AG Neurogenetik).

Da fur die Volllangenrezeptoren keine abweichenden Ergebnisse zu erwarten waren, wurde

auf die Ausdehnung dieser Versuche auf N3 verzichtet.

4.1.2 Zeitabhéngigkeit der Komplexbildung

Zur weiteren Untersuchung der hohermolekularen Notch3-Komplexe wurden mehrstiindige

Inkubationen der Zelllysate mit anschliel3ender SDS-Page und Western Blot durchgefiihrt.

Trotz Zugabe von 5% (3-Mercaptoethanol blieben hohermolekulare N3-Komplexe im Western
Blot sichtbar. Sowohl unter nicht-reduzierenden als auch unter reduzierenden Bedingungen
nahm die Komplexbildung tber die Zeit zu. Dies lie3 auf eine Reifung der Multimerbildung
schliel3en. Ein signifikanter Unterschied in der Komplexbildung zwischen Wildtyp und
mutierten Rezeptoren im Zeitverlauf konnte in diesen Versuchen noch nicht eindeutig gezeigt

werden, es fand sich jedoch ein konsistenter Trend Gber mehrere Versuche.

Eine bedeutende Limitierung des verwendeten Versuchsdesigns war aber die mangelhafte
GroélRenzuordnung der Komplexe. Die im Western Blot eingesetzten Marker reichten nur bis
in einen Bereich von 500kDa. Die beschriebenen hohermolekularen Komplexe befanden sich
jedoch deutlich oberhalb dieses Bereiches. Zudem konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass eventuell nicht alle Multimere aufgrund ihrer Grol3e wahrend der SDS-Page in das Gel
eingetreten waren. Es wére vorstellbar, dass besonders grof3e Komplexe in den Taschen des
Sammelgels zurlck gehalten wurden. Um diese Probleme zu umgehen, wurde die Methode
des ,scanning for intensely fluorescent targets” (SIFT) zur weiteren Untersuchung der

Multimere herangezogen.

4.1.3 SIFT - scanning for intensely fluorescent tar  gets

Dieses Verfahren wurde bislang zur Analyse der de novo Aggregation von verschiedenen
Proteinen wie a-Synuclein oder PrP*¢ verwendet (Bieschke et al. 2000; Giese et al. 2005).
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Mit dieser Technik lielRen sich zusatzlich zur Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
durch die Analyse der Fluoreszenz-Intensitats-Verteilung die erhaltenen Signale
guantifizieren und daraus die Gro3e der Multimere, sowie ihre Haufigkeitsverteilung ableiten.

3ECD

Es wurde das Akkumulationsverhalten von N im SIFT beobachtet und folgende

Ergebnisse erhoben:

Direkt nach Versuchsbeginn kam es schon zur Ausbildung von Multimeren in den Zelllysaten.
Diese nahmen jedoch unter reduzierenden Bedingungen (5% (3-ME) ab. Nach 24-stundiger
Inkubation konnte eine Zunahme der Multimere in allen Ansatzen vermerkt werden - auch im
Ansatz mit den Leervektor transfizierten Zellen. Doch im Vergleich zum Wildtyp war fir alle
mutierten Notch3-Rezeptoren ein starkeres Signal im SIFT messbar. Signifikant war dieser
Unterschied jedoch nur fir die C455R-Mutante.

Es kann somit festgehalten werden, dass die im SIFT erhobenen Ergebnisse die bisherigen
Annahmen aus den Co-Immunoprazipitationsversuchen und den mehrstindigen
Inkubationen der Zelllysate bestatigten. In vitro findet eine Interaktion und Multimerisierung

der Notch3-Rezeptoren statt.

4.2 Evaluierung der Versuchsbedingungen

Im Rahmen der Diskussion mussen ebenfalls die Versuchsbedingungen, unter denen die
Ergebnisse erhoben wurden, evaluiert und Fehlerquellen bertcksichtigt werden, die eine
Rezeptorinteraktion begunstigen kdnnten.

4.2.1 Fehlende Proteinaufreinigung

Bei allen verwendeten Proben handelte es sich um nicht aufgereinigte Zelllysate. Dadurch
waren die Versuchsbedingungen weniger kontrolliert und es war nicht auszuschliel3en, dass
andere, im Lysat vorkommende Proteine fir die Interaktion zwischen den Rezeptoren
verantwortlich zu machen oder direkt an der Bindung beteiligt sind. Um dies zu vermeiden,
ware eine Proteinaufreinigung der Notch3-Rezeptoren indiziert gewesen. Eine Aufreinigung
von Notch3 mit den gangigen Methoden war jedoch nicht mdéglich, da die Ausbeute aus
HEK293 Zellen sehr gering war. Ferner konnte durch die grof3e numerische (280kDa) und
die sterische Grol3e des Proteins bei einer Aufreinigung Uber ein Epitop der Zugang zu
diesem eingeschrankt werden. Zudem wurde die extrazellulare Domé&ne des N3-Rezeptors
nicht in das Medium sezerniert (unveroffentlichte Daten: Opherk, Peters, AG Neurogenetik).
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4.2.2 Artifizielle Uberexpression

Ein weiterer, limitierender Faktor ist die artifizielle Uberexpression der Notch3-Rezeptoren im
Zellkulturmodell. Die Uberexpression und die dadurch erhéhte Konzentration der Proteine im
Zelllysat, konnten alleine schon das Akkumulationspotential der Rezeptoren steigern und fur
die schnelle Komplexbildung innerhalb einiger Stunden verantwortlich sein. Da aber bei
gleicher Ausgangsmenge der Notch3-Monomere mehr héhermolekulare Komplexe bei den
CADASIL-Mutanten (R133C, C183R, C455R) nachweisbar waren als beim Wildtyprezeptor,
kann die Uberexpression nicht die entscheidende Ursache fiir die Multimerisierung sein.

4.2.3 Vorteile des SIFT gegentiber anderen Proteinna chweismethoden

Fur die Betrachtung der N3-Rezeptoren und Quantifizierung der Multimere ist SIFT gut
geeignet, da es die Untersuchung grofRer Proteinkomplexe erlaubt und in der Detektion um
das 10fache sensitiver ist als der Western Blot. Somit konnten die zu untersuchenden
hohermolekularen, B3-ME resistenten Komplexe, die zwar wenige, aber deutlich intensivere
zeifarbige Signale aussenden, von den schwachen einfarbigen Signalen, die durch
Monomere, Dimere oder ungebundene Antikorper erzeugt wurden, unterschieden und

deutlich friher erkannt werden.

Ein weiterer Vorteil dieser Methode gegenuber den anderen verwendeten Techniken war,
dass hier das native Protein in seiner natirlichen Form betrachtet werden konnte, da aul3er
einem Zelllysepuffer keine Substanzen zugegeben wurden, die die Struktur des Proteins

verandern wirden.

Da das SIFT ein Hochdurchsatzverfahren ist, kdonnte in weiteren Experimenten die
Interaktion der Notch3-Rezeptoren unter verschiedenen Versuchsbedingungen untersucht
werden. Ebenso kdnnen Faktoren, die die Interaktion beeinflussen genauer betrachtet
werden und die Charakterisierung der entstehenden Akkumulate durch das SIFT erleichtert

werden.

4.2.4 Indirekte Fluoreszenzmarkierung im SIFT

Bei den Messungen im SIFT wurde die indirekte, AntikOrper-vermittelte
Fluoreszenzmarkierung verwendet. Dem Zelllysat wurden gegen das v5-Epitop gerichtete
fluoreszenzmarkierte Antikdrper zugegeben, die sich an das v5-tag der N35“P anlagerten und

somit die Detektion der Multimere ermdglichten. Es ist aber zu bedenken, dass mit diesem
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Verfahren Unsicherheitsfaktoren hinzukommen, die die Aussagekraft der Ergebnisse
limitieren. Da es sich bei den Proben um unaufgereinigte Zelllysate handelte, hatte es zur
Bindung der Antikorper an andere Proteine oder Zelltrimmer kommen kénnen. Aul3erdem
ware es vorstellbar, dass die Antikérper untereinander Aggregate bildeten und das starke
Signal erzeugten. Um diese zwei Faktoren auszuschalten wurden zunachst nur die Zelllysate
vermessen und in einem zweiten Ansatz dann eine Messung des Antikdrper-Mix
durchgefuihrt. Somit konnte das Ausmald des Hintergrundrauschens ermittelt und eine
Interaktion der Antikoérper untereinander ausgeschlossen werden. Zudem wurden flr die
SIFT- Analysen nur die zweifarbigen Signale, die Notch3-Multimere reprasentierten, in die
Berechnungen miteinbezogen und einfarbige Multimere, die eher AntikOrper-Aggregaten

entsprachen, nicht beachtet.

Durch den Einsatz aufgereinigter Notch3 und direkter Markierung der Proteine mit
Fluoreszenzfarbstoff konnte gewahrleistet werden, dass die Lichtsignale wirklich nur von den
Notch3-Rezeptoren stammen und die Intensitat der Signale mit der Grol3e der Multimere
korreliert. AuBerdem konnte Uber die direkte Fluoreszenzmarkierung der Proteine in weiteren
Versuchen eine Unterscheidung zwischen Wildtyp und Mutante in gemischten Ansatzen
vorgenommen werden. Doch wie schon erwahnt, lie3 sich die Aufreinigung des Notch3-
Rezeptors bisher nicht durchfiihren. In weiteren Arbeiten wurde aber bereits ein Notch3-
Konstrukt mit den ersten funf EGF-like repeats, in denen Uber 75% aller CADASIL-
Mutationen lokalisiert sind, aufgereinigt. Im nachsten Schritt soll das Akkumulationsverhalten

dieser Konstrukte im SIFT untersucht werden.

4.3 Relevanz der Ergebnisse hinsichtlich der CADASI  L-Pathogenese

In dieser Arbeit konnte mit drei unterschiedlichen Methoden gezeigt werden, dass eine
homophile Interaktion der Notch3-Rezeptoren stattfindet und diese durch CADASIL-
assoziierte Mutationen beeinflusst wird. An dieser Stelle sollen moégliche Modelle zur
CADASIL-Pathogenese diskutiert und die Relevanz der Ergebnisse fur die Erkrankung

erortert werden.

4.3.1 Strukturdnderungen des N3-Rezeptors

Wie bereits erwahnt, haben nahezu alle bekannten CADASIL-Mutationen einen Verlust oder
Gewinn eines Cysteinrestes innerhalb der 34 EGF-like repeats der extrazellularen Notch3-

Domane zur Folge (Joutel et al. 1997). Da jede EGF-Einheit im gesunden Fall sechs
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Cysteinreste beinhaltet, fuhrt dies zu einer ungeraden Anzahl an Cysteinresten im mutierten
Rezeptor (Peters et al. 2005). Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass mutierte Notch3-
Rezeptoren Uber aberrante Disulfidbrickenbindungen mit weiteren Proteinen interagieren.
Maoglich waren sowohl homophile (mit weiteren Notch3), als auch heterophile (mit anderen

Proteinen) Interaktionen, die in einer Multimerisierung der Rezeptoren resultieren kénnten.

Die freie SH-Gruppe und die aberranten Disulfidbriickenbindungen koénnten eine Anderung
der Konformation und Faltung des Rezeptors verursachen. Die moglichen Folgen wéren eine
Stérungen der posttranslationalen Modifikationen, eine verminderte Clearance des Rezeptors
von der Zelloberflache (Harper et al. 2003) oder die Forderung der Akkumulationsbereitschaft
des Rezeptors. Dies wiederum koénnte zu einer vermehrten Ablagerung der Notch3-

Rezeptoren an der Zelloberflache glatter Gefaimuskelzellen fuhren.

4.3.2 Storungen des Notch3-Signalweges

Ein weiterer diskutierter Mechanismus beruht auf der Vorstellung einer Stérung der Notch3-
SignalUbertragung (Winkelhofer et al. 2008). In zahlreichen Studien wurden die Effekte von
Notch3-Mutationen auf den RBP-Jk Signalweg untersucht. Initial wurde angenommen, dass

die Mutationen eine Abnahme oder Zunahme der Rezeptoraktivitat verursachen.

Ein ,loss of function® konnte bislang nicht bestatigt werden. Im Zusammenhang mit
Mutationen im Bereich der Ligandenbindungsdomane (LBD) fand sich in vitro eine reduzierte
Notch3-Aktivitat, doch konnte diese Beobachtung bei Mutationen in anderen EGF-repeats
nicht wiederholt werden (Haritunians et al.2002; Peters et al. 2004; Low et al. 2006). Ebenso
wurde im Mausmodell gezeigt, dass Notch3-defiziente knock-out Mause zwar
charakteristische vaskulare Defekte entwickelten, weitere phanotypische Abnormitaten,
insbesondere ein CADASIL Phanotyp, ausblieben (Ruchoux et al. 2003). Ferner wurde
nachgewiesen, dass die Rezeptoraktivitdt bei Mausen, die nur mutiertes Notch3 in einem
Notch3 knockout background exprimierten, vergleichbar war mit der Aktivitat von Wildtyp-
Notch3 (Monet et al. 2007). Auch die Vorstellung eines durch die Mutationen verursachten,
»gain of function der Rezeptoren wird immer 6fter abgelehnt (Joutel et al. 2000; Karlstrom et
al. 2002; Peters et al.2004; Monet et al. 2007).

Obwohl die klinische Auspragung der Erkrankung relativ konsistent bleibt, konnte bisher kein
einheitlicher Effekt der Mutationen auf die Rezeptoraktivitat herausgearbeitet werden. Zu
Bedenken ist aber, dass die Arbeiten auf den RBP-Jk Signalweg beschrankt waren. Andere
Notch3-Signalwege kdonnten dennoch durch CADASIL-assoziierte Mutationen beeintrachtigt

werden.
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4.3.3 Neomorpher Effekt der CADASIL-Mutationen

Alternativ untermauern viele Arbeiten die Hypothese eines neomorphen Effektes der
CADASIL Mutationen auf Notch3. Beispielsweise werden toxische Effekte der Notch3-
Akkumulation als Ursache der Muskelzelldegeneration postuliert. Denn sowohl in
biochemischen, als auch in immunhistochemischen Untersuchungen finden sich GOM's und
N3E°P-Ablagerungen an degenerierten glatten GefalRmuskelzellen (Joutel et al. 2000;
Ruchoux et al. 2003). Unklar blieb bislang, ob die Ablagerungen die Ursache oder die Folge

des pathogenetischen Prozesses darstellen (Brulin et al. 2002; Ruchoux et al. 2003).

Zusétzlich wird dem N3-Rezeptor im Rahmen neomorpher Mutationen die Erlangung neuer
Funktionen zugesprochen. Es wird spekuliert, dass der Rezeptor durch die

Strukturédnderungen in Interaktion mit anderen Proteinen treten kann (Monet et al. 2007).

Durch die Bestéatigung einer homophilen Interaktion der Notch3-Rezeptoren und dem
Einfluss CADASIL-assoziierter Mutationen auf diese, konnte ein weiteres Indiz flr diese
Theorie erbracht werden.

4.3.4 Bedeutung der zeitabhangigen Komplexbildung f  r die Pathogenese

Eine zeitabhangige Reifung der Komplexbildung, wie sie in dieser Arbeit mit Notch3
beobachtet wurde, konnte schon fur andere Proteinablagerungserkrankungen beschrieben
werden (Kirkitadze et al. 2002; Finder et al. 2007; Haas et al. 2007). Fur den Morbus
Alzheimer beispielsweise bestehen zahlreiche Untersuchungen zur Reifung und Toxizitat der

Oligomere.

Das AmyloidBeta-Peptid (AR) ist der Baustein der extrazellularen Amyloidplaques, die in der
Pathogenese der Alzheimererkrankung (AD) von Bedeutung sind. Es wird postuliert, dass
sowohl die Amyloidplaques als auch deren Vorstufen verantwortlich sind fur die
Neurodegeneration im Gehirn (Rochet et al. 2000). Der Nachweis dieser Vorstufen und ihrer
Toxizitat fir Neuronen erfolgte bereits in in vitro Versuchen und im Mausmodell (Bucciantini
et al. 2002; Kirkitadze et al. 2002). In Zellkulturexperimenten konnten nach Transfektion der
Zellen mit AR SDS-stabile, aus trunkiertem AR bestehende Oligomere im Western Blot
detektiert werden (Podlisny et al. 1995). In weiteren in vitro Experimenten wurde ebenfalls
eine Abhangigkeit der AR-Aggregation von der Zeit beschrieben (Harper et al. 1997).
Zusatzlich konnte fir einige AR-Mutanten, die im Rahmen der familiaren AD untersucht
wurden, in vitro eine erhdhte Aggregationsbereitschaft nachgewiesen werden (Jarrett et
al.1993).
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Sowohl bei AR als auch bei N3 konnte eine Reifung der Komplexbildung nachgewiesen
werden. Dies weist darauf hin, dass mdglicherweise gewisse Parallelen in den
Pathomechanismen der beiden Erkrankungen bestehen, die bei der weiteren Untersuchung

der Notch3- Ablagerungen von Nutzen sein kdnnten.

Die Ergebnisse der zeitabhangigen Reifung der Notch3 Komplexbildung sind auch mit dem
Erkrankungsverlauf von CADASIL gut vereinbar. Denn trotz einer autosomal dominanten
Vererbung der Mutationen kommt es in der Regel erst im Erwachsenenalter zu
morphologischen Veranderungen im Gehirnparenchym und zu ersten sichtbaren
Symptomen. In vitro kam es bei Uberexpression der Proteine im Zellkultursystem zu einer
Komplexbildung und deren Zunahme nach mehrstiindiger Inkubation. Es ware denkbar, dass
in vivo, bei deutlich geringerer endogener Notch3 Ausgangskonzentration, es einer langeren
Periode von mehreren Jahren bedarf bis Notch3-Multimere gebildet werden und

akkumulieren.

Um weitere Erkenntnisse hinsichtlich der CADASIL Pathogenese zu erlangen, sollten die
Untersuchung der Notch3-Akkumulation und deren Zusammenhang mit der Degeneration
glatter GefalBmuskelzellen fortgefuhrt werden. Insbesondere im Hinblick auf kausale
therapeutische Ansatze, die bislang fehlen, sind weitere molekularbiologische

Untersuchungen notwendig.

-49 -



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

CADASIL (cerebrale autosomal dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukenzephalopathie) ist die haufigste monogen vererbte Schlaganfallerkrankung, die mit
ischamischen Schlaganfallen und einer vaskularen Demenz einhergeht. Ursachlich far die
Erkrankung sind  Mutationen im  NOTCH3-Gen, welches fiur einen  Typ-l
Transmembranrezeptor kodiert. Notch3 wird im adulten Organismus in glatten
GefalBmuskelzellen exprimiert, die im Verlauf der Erkrankung Uber einen unklaren
Mechanismus degenerieren. Alle bislang beschriebenen CADASIL-Mutationen fihren zu
einem Gewinn oder Verlust eines Cysteinrestes innerhalb repetitiver Sequenzen (sog. EGF-
like repeats) der extrazellularen Doméne des Rezeptors. Da dies einen ungepaarten
Cysteinrest zur Folge hat, wurde die Hypothese aufgestellt, dass der mutierte Rezeptor Uber
Disulfidbricken mit anderen Notch3-Rezeptoren (homophil) oder anderen Proteinen
(heterophil) interagieren konnte. In der Tat zeigen sich in Arterien betroffener Patienten
Ablagerungen der Extrazellulardoméanen von Notch3-Rezeptoren an der Oberflache glatter
Gefallmuskelzellen. Eine gestorte Rezeptorsignalfunktion (,loss of function®- oder ,gain of
function“-Mechanismus des Notch3-Rezeptors infolge der Mutationen) erscheint als Ursache
aufgrund zahlreicher Vorarbeiten unwahrscheinlich. Dagegen gewinnt die Hypothese eines
neomorphen Effektes der Mutationen Uber eine Protein-Protein-Interaktion von Notch3

zunehmend an Bedeutung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die molekulare Basis einer mdglichen homophilen
Interaktion von Notch3-Rezeptoren und den Einfluss CADASIL-typischer Mutationen zu

untersuchen.

Zunachst konnte in Co-Immunoprazipitationsversuchen eine homophile Interaktion des
Volllangenrezeptors sowie der extrazellularen Domé&ne von Notch3 (N3F°P) in vitro
nachgewiesen werden; hierbei war kein Unterschied in der Interaktion der Wildtyp- und
mutierten Rezeptoren erkennbar. Passend hierzu zeigten sich in Western Blot Experimenten
auch unter reduzierenden Bedingungen hohermolekulare Komplexe, die am ehesten
Dimeren und Oligomeren des Rezeptors entsprechen und in Inkubationsversuchen
zeitabhéngig an Intensitat zunahmen. Aufgrund der Limitationen des Western blottings fur
diese groRRen Proteinkomplexe wurden weitere Experimente mittels einer Fluoreszenz-
basierten Einzelpartikelanalyse (,scanning for intensely fluorescent targets®, SIFT)
vorgenommen. Hier zeigte sich analog zu den Western Blot Experimenten eine spontane

zeitabhéngige Ausbildung von Multimeren der N3-Rezeptorfragmente. Erste Ergebnisse
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wiesen hierbei fur CADASIL-mutierte Konstrukte auf eine erhdhte Neigung zur
Multimerisierung hin. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden durch die Arbeitsgruppe

weitere Untersuchungen vorgenommen, die zur Bestéatigung dieses Befundes flhrten.

Somit wurden in dieser Arbeit mit unterschiedlichen Methoden Hinweise fur eine homophile
Interaktion und Multimerbildung von Notch3-Rezeptoren und fir eine Zunahme dieser
Interaktionen durch CADASIL-assoziierte Mutationen geliefert. Die Daten weisen auf eine
spontane, zeitabh&ngige Multimerisierung des Rezeptors in vitro hin und sind gut vereinbar
mit Hypothesen eines neomorphen Effekts der CADASIL-Mutationen. Die Ergebnisse liefern
die Basis fur weiterfihrende Untersuchungen, welche insbesondere die mdgliche Toxizitat
der entstehenden Komplexe auf glatte Gefal3muskelzellen untersuchen sollten. Ein besseres
Verstandnis der molekularen Mechanismen in der CADASIL-Pathogenese koénnte zur

Entwicklung zielgerichteter Therapieansatze beitragen.
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