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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Alzheimer Krankheit ist die am haufigsten vorkommende Altersdemenz. Neben der
Entstehung von neurofibrillaren Blindeln ist das spezifische pathologische Merkmal der
Alzheimer Krankheit die Amyloid-Ablagerung im Gehirn. Die Hauptkomponente der so
genannten Amyloid-Plaques ist das Amyloid B-Peptid (AB). AB entsteht durch sequenzielle
proteolytische Spaltung aus einem membrangebundenen Vorlduferprotein, dem BAPP
(B-amyloid precursor protein). Die kirzlich identifizierte (-Sekretase (BACE, -site
APP-cleaving enzyme) generiert den Schnitt am N-Terminus von AB. Es entsteht ein C-
terminales, membrangebundenes BAPP-Fragment, das BAPP-CTF. BAPP-CTF ist das direkte
Substrat fir die y-Sekretase, die innerhalb der Membrandoméane schneidet, wodurch AR
freigesetzt wird.

In der vorliegenden Arbeit kann erstmalig gezeigt werden, dass BACE auf dem sekretorischen
Transportweg aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER), Uber den Golgi-Apparat zur
Zelloberflache transportiert wird. Auf dem Transport wird BACE durch N-Glycosylierung und
Propeptidabspaltung posttranslational modifiziert. BACE wird im ER N-glycosyliert und die
mannosereichen Zucker werden auf dem Transport durch den Golgi-Apparat in
Endoglycosidase H resistente Zucker des komplexen Typs modifiziert. Der Umbau der Zucker
bewirkt eine Zunahme im Molekulargewicht, obwohl die grofRere komplex glycosylierte, mature
Form von BACE das Propeptid nicht mehr enthalt. Die Propeptidabspaltung, durch Furin oder
furindhnliche Propeptidkonvertasen, findet unmittelbar vor dem Aufbau der komplexen Zucker
statt.

Ferner konnte gezeigt werden, dass der Transport von BACE die AB-Entstehung limitieren
kann. Da es in der Alzheimer Krankheit ausschlieBlich in dem an polarisierte Zellen
angrenzenden extrazelluldren Raum zur Bildung von Amyloid-Plaques kommt und da BAPP
polarisiert transportiert wird, wurde in dieser Arbeit der polarisierte Transport von BACE
untersucht. In polarisierten Madin-Darby canine kidney (MDCK) Zellen wird BACE Uberwiegend
zur apikalen Plasmamembran transportiert. Interessanterweise wurde im selben Modellsystem
fur das BACE-Substrat BAPP ein Transport zur basolateralen Plasmamembran detektiert. Der
gegensatzliche Transport von BACE und BAPP limitiert die AB-Entstehung. Wird der apikale
Transport von BAPP durch Deletion seines basolateralen Sortierungssignals erhéht, entsteht
vermehrt AB. Der differenzielle Transport von BACE und BAPP kénnte ein Hinweis darauf sein,
dass BAPP nicht das physiologische Substrat von BACE ist.
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Abstract

Abstract

Alzheimer's disease is the most common cause of progressive cognitive decline in the aged
population. Pathologically Alzheimer's disease is characterized by the invariant accumulation of
senile plaques. Senile plaques are predominantly composed of the amyloid B-peptide (AB),
which is derived from the membrane bound B-amyloid precursor protein (BAPP) by sequential
proteolytic cleavage. The recently identified B-secretase (BACE) is responsible for the cleavage
at the N-terminus of the AP domain. This cleavage generates membrane-bound BAPP
C-terminal fragments (BAPP-CTF) which are the immediate precursor for y-secretase cleavage
and therefore for liberation of A.

The present work shows that BACE moves along the secretory pathway, while it undergoes
post-translational modifications, which can be monitored by a significant increase in the
molecular mass and cleavage of its pro-peptide. BACE becomes N-glycosylated within the ER
and the increase in molecular mass is caused by complex N-glycosylation. The mature form of
BACE is resistant to endoglycosidase H treatment; this indicates that BACE traffics through the
Golgi. Furthermore the mature form of BACE does not contain the pro-peptide anymore. Pro-
BACE is predominantly located within the endoplasmic reticulum. Pro-peptide cleavage occurs
immediately before full maturation by furin or a furin-like proprotein convertase.

Moreover traffic of BACE can limit AB generation. Since polarized cells are associated with two
invariant pathological features of Alzheimer's disease, namely the formation of senile plaques
and the cerebral amyloid angiopathy, sorting mechanism of BACE were analyzed. In the well
established model system of polarized Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells, the majority of
BACE is sorted to the apical domain. Interestingly it has been shown previously that the
substrate of BACE, BAPP is transported to the basolateral surface of MCDK cells. Therefore,
substantial amounts of BACE are targeted away from BAPP to a non-amyloidogenic
compartment, a cellular mechanism that limits A generation. Upon deletion of the basolateral
sorting signal of BAPP, apically missorted BAPP is processed by BACE. The differential
targeting of BACE and its substrate BAPP suggest that BAPP might not be the major
physiological substrate of BACE.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Alzheimer Krankheit

Von einer Altersdemenz sind in Europa ca. 6,4 % der Uber 65 jahrigen (Lobo et al., 2000) und
16,9 % bis 34,8 % (Prencipe et al., 1996; Riedel-Heller et al., 2001) der uUber 85 jahrigen
betroffen. Mit einer im Durchschnitt alter werdenden Bevolkerung steigt die Anzahl der von
einer Demenz betroffenen Menschen, damit stellt die Altersdemenz nicht nur ein personliches
Schicksal dar, sondern ist von zunehmender gesellschaftspolitischer und wirtschaftlicher
Bedeutung. Die medizinische und soziale Versorgung wird zukinftig eine Herausforderung fur
die Gesellschaft werden (Ankri und Poupard, 2003).

Die Alzheimer Krankheit ist heute weltweit die haufigste Form von Demenz (Selkoe, 2001a); die
Verbreitung ist weitgehend unabhéngig von ethnischer Zugehdrigkeit (Selkoe, 1999), auch
wenn neuere, umfangreiche Studien populationsabhangige Unterschiede in der Haufigkeit des
Auftretens der Alzheimer Krankheit und der Wahrscheinlichkeit, die Alzheimer Krankheit zu
bekommen, feststellen (Chandra et al., 2001; Hendrie et al.,, 2001; Tang et al., 2001).
Zusammenhange sowohl zwischen ethnischer Zugehorigkeit, in den USA sind ,African
Americans® und ,Caribean Hispanics* gefahrdeter als ,Caucasians” (Tang et al., 2001), als auch
gesellschaftsstruktureller Entwicklung, in Industrienationen ist die Gefahrdung, an Alzheimer zu
erkranken grof3er, als in Entwicklungslandern (Chandra et al., 2001; Hendrie et al., 2001),
konnten festgestellt werden. Weitere umfangreiche epidemiologische Studien kdnnten Hinweise
auf Risikofaktoren geben, die die Entstehung der Alzheimer Krankheit begiinstigen. Zurzeit
leiden weltweit mehr als 12 Millionen Menschen an der Alzheimer Krankheit (Citron, 2004a).
Den grofiten Anteil an der Alzheimer Krankheit machen ,sporadisch® auftretende Falle aus, nur
5-10 % sind auf genetische Risikofaktoren, wie das ¢4 Allel des Apolipoproteingens E (Apo E),
oder auf genetisch autosomal-dominant vererbte Falle zuriickzufiihren (Selkoe, 1996; Selkoe,
2001a). Es gibt drei verschiedene Apo E Allele, €2, €3 und g4, in der Gesamtpopulation
Uberwiegend ist das €3 Allel vertreten, wahrend €2 und €4 weniger haufig sind. Apo E spielt eine
regulierende Rolle in dem Lipidmetabolismus und der Cholesterinaufnahme und intrazellularen
Freisetzung. Strittmatter und Kollegen (Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993) konnten
zeigen, dass das &4 Allel bei ,late-onset® Patienten der Alzheimer Krankheit Gberreprasentiert
ist und zu erhéhter Amyloid-Ablagerung im cerebralen Cortex flhrt (Rebeck et al., 1993;
Schmechel et al., 1993). Fir das &2 Allel von Apo E konnte eine schiitzende Funktion
festgestellt werden (Corder et al., 1994).

Mutationen in drei Genen kénnen zur autosomal-dominanten ,early-onset“ Form (Patienten < 60
Jahre), der familiaren Alzheimer Krankheit (FAD, familial Alzheimer's disease), fiihren (Hardy,
1997a; Tilley et al., 1998). Die Pathologie der FAD-Form unterscheidet sich nicht von der
sporadischen ,late-onset Form der Alzheimer Krankheit (Selkoe, 1999). Mutationen im Gen auf
Chromosom 21, kodierend fir das p-Amyloid Vorlduferprotein (BAPP, B-amyloid precursor

protein), (Goate et al., 1991) sind nur fur 2-3 % der Falle der familidren Alzheimer Krankheit
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verantwortlich. Dagegen decken Mutationen auf den Genen flr Presenilin 1 (PS1) auf
Chromosom 14 (Sherrington et al., 1995) 70-80 %, und Presenilin 2 (PS2) auf Chromosom 1
(Levy-Lahad et al., 1995a; Levy-Lahad et al., 1995b; Li et al., 1995; Rogaev et al., 1995) 20 %
der familiaren Falle der Alzheimer Krankheit ab (Hyman und Tanzi, 1995). Die bisher bekannten

FAD-Mutationen sind auf der ,homepage*“ http://molgen-www.uia.ac.be/ADMutations aufgefiihrt.

Die ersten Symptome der Alzheimer Krankheit sind Stérungen im Kurzzeitgedachtnis und im
Orientierungsvermdgen. Spater treten Verluste des Langzeitgedachtnisses, der Urteilsfahigkeit,
des logischen Denkens und des Sprachvermdgens auf. Im Endstadium sind die Patienten
bettlagerig, incontinent und auf permanente Hilfe angewiesen. Der Tod tritt im Mittel neun Jahre
nach der Diagnose ein (Samuels und Davis, 1998).

Der klinische Verdacht stiitzt sich auf neuropsychologische Tests und bildgebende Verfahren
wie Computer-Tomografie, Magnetresonanz-Tomografie, Positronen-Emissions-Tomografie
und Photonen-Emissions-Tomografie (DeKosky und Marek, 2003; Demetriades, 2002; Fox et
al.,, 2001). Ferner beruht die Diagnose der Alzheimer Krankheit auf dem Ausschluss anderer
Demenzen (McKhann et al., 1984). Biomarker flr eine frlhe biochemische Diagnose, als
Voraussetzung fur eine frihe Behandlung, waren wiinschenswert, befinden sich aber erst in der
Testphase (Blennow und Hampel, 2003; Hampel et al., 2004). Es werden Md&glichkeiten
untersucht die fur die Alzheimer Krankheit relevanten Proteine, Tau, phosphoryliertes Tau und
die 42 Aminosauren (AS) lange Form des B-Amyloid Peptids (AB42) im Liquor cerebrospinalis
nachzuweisen (Andreasen et al., 2003). Eine definitive Diagnose kann erst post-mortem

anhand der Hirnpathologie gestellt werden (Hendriks und Van Broeckhoven, 1996).

1.2 Das histopathologische Krankheitsbild

Alois Alzheimer brachte 1907 erstmalig die klinischen Symptome der Krankheit mit der
neurofibrillaren Pathologie im Gehirn seiner 51-jahrig verstorbenen Patientin Auguste D. in
Verbindung (Abbildung 1) (Alzheimer, 1907).

B

Abbildung 1: Dokumentation der neurofibrillaren Pathologie nach Alois Alzheimer

A: Fotografie der ,ersten“ Alzheimer Patientin, Auguste D. B: Neurofibrilldre Blindel, gezeichnet von Alois Alzheimer
nach lichtmikroskopischer Untersuchung [Quelle: (Maurer und Maurer, 1998)].
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Die beiden charakteristischen neuropathologischen Merkmale der Alzheimer Krankheit -
Amyloid-Ablagerungen und neurofibrillare Biindel - bilden auch heute noch die Grundlage fur
die endgiiltige post-mortem Diagnose der Krankheit, (Thorsett und Latimer, 2000). Amyloid-
Ablagerungen und neurofibrillare Biindel sind vorwiegend in den Gehirnregionen Neocortex und

Hippocampus sowie im Limbischen System nachweisbar (Braak et al., 1996).

Abbildung 2: Histopathologische Charakteristika der Alzheimer Krankheit

A: Hochauflésende mikroskopische Aufnahme eines Amyloid-Plaques (Pfeil), umgeben von dystrophen Neuriten
(Pfeilkopf). B: Elektronenmikroskopische Aufnahme neurofibrillarer Biindel, die aus gepaarten helikalen Filamenten
(Pfeil) bestehen [Quelle: (Sisodia und St George-Hyslop, 2002)].

Neurofibrillare Biindel (Abbildung 2B), oder ,tangles®, entstehen ausschlie3lich intrazellular in
Neuronen im somato-dendritischen, aber auch im axonalen Kompartiment durch Aggregation
von gepaarten helikalen Filamenten (Terry et al., 1964). Diese Filamente bestehen
Uberwiegend aus hyperphosphorylierten Formen des Mikrotubuli assozierten Proteins Tau
(Goedert et al., 1996; Grundke-Igbal et al., 1986), das unter physiologischen Bedingungen fiir
die Stabilisierung der axonalen Mikrotubuli verantwortlich ist (Friedhoff et al., 2000). Die nicht
physiologische Hyperphosphorylierung von Tau ist auf die Stérung des Gleichgewichtes
bestimmter Kinasen und Phosphatasen =zurickzufiihren, dessen Ursache bisher nicht
vollstandig erklart werden kann (Mandelkow und Mandelkow, 1998). Die durch die ,tangle*
Bildung angegriffenen Axone und Dendriten werden als ,dystrophe Neuriten® bezeichnet
(Crowther und Goedert, 2000). Nach dem Absterben der betroffenen Neuronen erscheinen die
neurofibrillaren Bindel auch als extrazellulare Ablagerungen (Bondareff et al.,, 1994).
Neurofibrillare Blindel treten auch im Zusammenhang mit anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie z.B. Frontallappen-Demenz, auf (Joachim und Selkoe, 1992; Lee und
Trojanowski, 1999; Morris et al., 2001) und sind damit nicht spezifisch fir die Alzheimer
Krankheit.

Das zweite charakteristische, pathologische Merkmal der Alzheimer Krankheit, die Amyloid-
Ablagerungen (Abbildung 2A), oder Amoyloid-Plaques, sind ausschlief3lich im extrazellularen
Raum des Gehirns sowie im zerebralen BlutgefaBsystem nachweisbar (Selkoe, 1999).
Mikroskopisch unterscheidet man zwei Subklassen von Amyloid-Plaques, die neuritischen und
die diffusen Plaques. Die neuritischen Plaques sind gekennzeichnet durch einen dichten

Amyloidkern, dem ,amyloid-core®, der von ,dystrophen Neuriten (Braak et al., 1996) sowie
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aktivierten Microgliazellen und Astrocyten umgeben ist (Pike et al., 1994). Diese kompakten
neuritischen Amyloid-Plaques sind spezifisch fiir die Alzheimer Krankheit, wahrend die diffusen
Amyloid-Plaques auch in Gehirnen nicht dementer, alter Menschen nachweisbar sind (Hardy
und Selkoe, 2002). Diffuse Amyloid-Plaques sind hauptsachlich im Cerebellum nachweisbar

und bedingen in der Regel keine bis wenige zellulare Veranderungen (Yamaguchi et al., 1989).

1.3 Molekulare und genetische Grundlagen der Alzheimer
Krankheit

Die Hyperphosphorylierung von Tau und die Entstehung neurofibrillarer Biindel sind nicht
spezifisch fir die Alzheimer Krankheit (Joachim und Selkoe, 1992; Morris et al., 2001).
Mutationen im Tau kodierenden Gen flihren nicht zur Alzheimer Krankheit, sondern zu
parkinson-ahnlichen Erkrankungen (Hutton et al., 1998) oder zur Frontallappen-Demenz (Lee
und Trojanowski, 1999; Morris et al., 1999). Tau Ablagerungen und Bildung neurofibrillarer
Bindel bewirken eine Neurodegeneration, aber keine Entstehung von Amyloid-Plaques (Hardy
et al., 1998; Lewis et al., 2000). Amyloid-Ablagerungen treten vor der Tau-Pathologie auf (Oddo

et al., 2003) und kénnen die Entstehung neurofibrillarer Blindel einleiten (Gotz et al., 2001).

Obwohl der direkte Zusammenhang zwischen den Amyloid-Plaques, der Pathologie der
Alzheimer Krankheit und der neuronalen Degeneration im Zentralnervensystem bisher nicht
definitiv geklart werden konnte, nimmt die Bildung der Amyloid-Plaques eine Schlisselposition
in der Entstehung der Alzheimer Krankheit ein (Hardy und Selkoe, 2002; Huse und Doms,
2001; Selkoe, 1999). Die Hauptkomponente der Amyloid-Plaques ist ein kurzes,
amphipatisches Peptid, das Ap-Peptid (Amyloid B-Peptid). Zunachst konnte das AB-Peptid aus
zerebralen Ablagerungen an Blutgefalden (Glenner und Wong, 1984) und spater aus Amyloid-
Plaques (Masters et al., 1985a) isoliert werden. Weitere Komponenten der Plaques sind Apo E
und J, a1-Antichymotrypsin und Proteoglycane (Dickson, 1997). Das AB-Peptid entsteht durch
post-translationale Proteolyse aus einem Vorlauferprotein, dem BAPP (Kang et al., 1987). Die
das ApB-Peptid freisetzenden Proteasen werden aufgrund der durch die Proteolyse
entstehenden Sezernierungsprodukte (1.3.2) auch Sekretasen genannt. Da die Sekretasen eine
Variabilitdt in ihrer Schnittstelle zeigen, weist das entstehende Ap-Peptid eine N- und
C-terminale Heterogenitat auf (Masters et al., 1985a; Masters et al., 1985b; Wang et al., 1996).
Es haben sich jedoch zwei AB-Spezies als Hauptkomponenten der Amyloid-Plaques
herauskristallisiert, deren N-Termini beginnen mit Aspartat der AS an Position 597, bezogen auf
die 695 AS lange BAPP-Spleil’form (BAPPggys), der C-Terminus endet entweder mit V636 oder
mit A638, ebenfalls bezogen auf BAPPgs. Die Nomenklatur der AB-Peptide bezieht sich
unabhangig von der BAPP-Spleidform auf die Lange des AB-Peptids selbst. Damit wird die
kirzere Variante beginnend mit Asparaginsaure an Position 1 des AB-Peptids als AB140 und die
zwei AS langere Variante als AB14, bezeichnet. Die langere Variante ABq.4, weist eine héhere

Tendenz zur Aggregation auf (Barrow und Zagorski, 1991; Jarrett et al., 1993), dadurch wird
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eine groRere Neurotoxizitat hervorgerufen (Yankner, 1996). AulRerdem ist ABq.4> gegenlber
Degradation resistenter als AB4.4 (Glabe, 2001), wodurch die Ablagerung im Hirn verstarkt wird
(lwatsubo et al., 1994; Selkoe, 1999). Die Entstehung und die spezifische Ablagerung von
AB142 im Hirn scheint der erste pathologische Schritt flir die Entstehung der Alzheimer
Krankheit zu sein (Citron, 2004a; Hardy und Selkoe, 2002; Huse und Doms, 2001; Selkoe,
1999).

Einen entscheidenden Hinweis auf die Schlisselrolle der Amyloid-Ablagerungen fir die
Entstehung der Alzheimer Krankheit liefern die bereits unter 1.1 erwdhnten autsomal-
dominanten FAD-Félle. Es fihren alle bisher bekannten FAD-Mutationen in den Genen
kodierend fir BAPP, PS1 und PS2 entweder zu einer verstarkten Sezernierung aller AB-Peptid
Formen oder, wie in den meisten Fallen, zu einer spezifischen Erhéhung der besonders
amyloidogenen AB4,-Spezies (Borchelt et al., 1996; Cai et al., 1993; Chartier-Harlin et al., 1991;
Citron et al., 1992; Citron et al., 1997; Duff et al., 1996; Goate et al., 1991; Haass und Steiner,
2002; Murrell et al., 1991; Scheuner et al., 1996; Suzuki et al., 1994; Younkin, 1998).
Tiermodelle fur die Alzheimer Krankheit belegen ebenfalls die Bedeutung der Amyloid-
Ablagerungen. Wird in Mausen mit Amyloid-Plaques durch Immunisierung, z.B. mit AB-Peptid
oder Antikdrpern gerichtet gegen das AB-Peptid (Bard et al., 2000; Janus et al., 2000; Morgan
et al., 2000; Schenk et al.,, 1999), der Abbau der Plaques eingeleitet oder wird die weitere
Amyloid Entstehung verhindert, z.B. durch Injektion von Proteaseinhibitoren (Chang et al.,
2004; Oddo et al., 2004), kommt es zur Reduktion der Plaques und die Lernfahigkeit der Mause
nimmt zu.

Der neurotoxische Wirkmechanismus und die Entstehung der Lasionen in der Alzheimer
Krankheit sind nicht vollstdndig geklart. Derzeit wird davon ausgegangen, das die frihe
Fehlfunktion der Synapsen (Masliah et al., 2001; Mucke et al., 2000; Small et al., 2001; Sze et
al., 2000; Yao, 2004) durch I8sliche, neurotoxische, oligomere AB4-Formen ausgeldst werden
kann (Kamenetz et al., 2003; Selkoe, 2002; Walsh et al., 2002). Daflr spricht auch, dass
I6sliches AB-Peptid besser mit dem Krankheitsverlauf korreliert, als die Anzahl histologisch
bestimmter Amyloid-Plaques (Naslund et al.,, 2000; Wang et al.,, 1999). Einwandernde
Microgliazellen und Astrocyten beschleunigen die neuronale Degeneration (Lemere et al.,
1996). Die zunehmende Schadigung der Neuronen bedingt eine Anderung des intrazelluléren
Milieus, die dabei veranderten Kinase- und Phosphataseaktivitdten fihren unter anderem zur
Entstehung von gepaarten helikalen Tau Filamenten und somit zum weiteren Funktionsverlust
und Tod von Neuronen. Das Absterben der Neuronen wird als die unmittelbare Ursache fir die
Demenz angesehen (Hardy und Selkoe, 2002; Selkoe, 2001b; Sisodia und St George-Hyslop,
2002).

Ein verandertes Gleichgewicht in der AB-Peptid Entstehung, der extrazellularen Aggregation
und der AB-Degradation, ausgeldst durch verschiedenste Faktoren, steht mit groRRer
Wahrscheinlichkeit am Anfang einer Kaskade, die letztlich zum Tod der Neuronen fihrt
(Abbildung 3) (Hardy und Selkoe, 2002).
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Verstarkte Bildung, verminderte Degradation oder verstarkte
Aggregation von Ap42

'

Ap42-Oligomerisation und Bildung diffuser Plaques

'

Subtile Effekte der AB42-Oligomere auf Synapsen

'

Microglia und Astrocyten Aktivierung

'

Progressive synaptische und neuritische Schadigung

Gestortes intrazellulares lonenmilieu, oxidative Schaden

'

Veranderte Kinase/Phosphatase Aktivitaten, ,tangles“-Bildung

'

neuronale Fehlfunktion
Tod der Neuronen, Transmitterdefizite

!

Demenz

Abbildung 3: Vereinfachte schematische Darstellung der Amyloid-Kaskade

Die Abfolge pathologischer Ereignisse fihrt zur Alzheimer Krankheit. Das auslésende Phanomen ist die erhdéhte
Entstehung von AB4,. In der FAD-Form ist die pathogene Mutation ausldsender Faktor fir die erhdhte AB4,-Bildung. In
der sporadisch auftretenden Alzheimer Krankheit kdnnten verschiedenste Faktoren eine Rolle fiir die erhohte
AB42-Produktion spielen. [Quellen: (Citron, 2004b; Hardy und Allsop, 1991; Hardy und Selkoe, 2002)].

1.3.1 Struktur und Funktion des B-Amyloid Vorlauferproteins (BAPP)

Die Erkenntnis, dass das AB-Peptid aus einem Vorlauferprotein, dem BAPP (Kang et al., 1987),
entsteht leitete, neben der Untersuchung der AB-Peptid Entstehungsmechanismen auch eine

extensive Charakterisierung des BAPP ein.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von BAPP;;,

Die luminale Domane von BAPP enthélt ein Signalpeptid (Sp, schwarze Box). Die KPI-Doméane der Spleiformen
BAPP7701751 ist blau, die Ox-2 Antigen-Doméane der Spleiform BAPP;z ist hellblau, die AB-Domane ist rot und die
zellulare Membran grau dargestellt. Die ungefahren Schnittstellen der BAPP prozessierenden Sekretasen und die zwei
Glycosylierungsstellen sind gekennzeichnet.
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BAPP ist ein glycosyliertes Typ | Transmembranprotein, mit einer grofden N-terminalen
Ektodomane, einer Transmembrandomane und einer kurzen C-terminalen, cytoplasmatischen
Domane (Abbildung 4). N-terminal befindet sich ein 17 AS langes Signalpeptid, das fir die
Translation ins Endoplasmatische Retikulum (ER) bendétigt wird (Kang et al., 1987; Tanzi et al.,
1987).

BAPP wird nach seiner Synthese ko-/post-translational modifiziert und von Sekretasen
proteolytisch prozessiert (1.3.2). Nach der Translokation ins ER wird BAPP zunachst im ER N-
glycosyliert, dann auf dem sekretorischen Transportweg zur Zelloberflache transportiert, dabei
im Golgi-Apparat O-glycosyliert, sulfatiert und phosphoryliert (Hung und Selkoe, 1994;
Oltersdorf et al., 1990; Walter et al., 1997; Weidemann et al., 1989).

An der Zelloberflache kénnen matures BAPP, oder auch membrangebundene C-terminale
Prozessierungsprodukte durch Clathrin-umhiillte-Vesikel endocytiert werden (Lai et al., 1995)
und entweder tGber Endosomen und Lysosomen dem Abbau zugefiihrt werden (Golde et al.,
1992; Haass et al., 1992a) oder ein endosomales Recycling durchlaufen (Koo und Squazzo,
1994; Koo et al., 1996; Perez et al., 1999; Yamazaki et al., 1996).

BAPP wird in nahezu allen Zelltypen und Geweben exprimiert (Selkoe et al., 1988). Es werden
hauptsachlich drei Isoformen des Proteins, die aus 695, 751 oder 770 AS bestehen,
unterschieden (Abbildung 4). Die Isoformen entstehen durch alternatives Spleiken der mRNA
(Sandbrink et al., 1994; Selkoe, 1994). Die kiirzeste Form, BAPPgys wird fast ausschlieBlich in
Neuronen exprimiert, wahrend BAPP;5, die haufigste Isoform in nicht neuronalen Zellen ist
(Wertkin et al., 1993). Die beiden langen Formen, BAPP75; und BAPP77,, enthalten ein Insert in
der Ektodoméane, das eine Homologie zum Kunitz-Protease-Inhibitor aufweist (Kitaguchi et al.,
1988; Ponte et al., 1988; Tanzi et al., 1988). Alle BAPP-Isoformen haben eine Cu-, Fe- sowie
eine Zn-Bindungsstelle in der Ektodomane (Bush et al., 1993). Die Zn-Bindung beeinflusst das
Aggregationsverhalten des AB-Peptids in vitro und in vivo (Bush et al., 1994; Lee et al., 2002).
Fir Zn- und Cu-Chelatbildner wurde in vivo eine Reduktion der Amyloid-Aggregation und

Plaque-Bildung gezeigt (Cherny et al., 2001).

Die physiologische Funktion von BAPP ist nicht abschlielRend geklart, auch wenn zahlreiche
mogliche Funktionen in verschiedensten physiologischen Prozessen impliziert wurden (Selkoe,
1994; Selkoe, 1999). Fir die langeren Isoformen BAPP;s; und BAPP77, wurde fir die 16sliche,
sezernierte Form (1.3.2), aufgrund der Kunitz-Protease-Inhibitor Domane, in vitro eine Inhibition
von Serinproteasen festgestellt. Da Serinproteasen unter anderem eine Rolle bei der
Blutgerinnung spielen wurde fir BAPP,5; und BAPP7;, eine gerinnungshemmende Funktion
angenommen (Mahdi et al., 1995; Schmaier et al., 1993).

Ferner werden Funktionen in der Zelladhasion, der Zell-Zell Interaktion, der Signaltransduktion
und dem Zellwachstum, insbesondere dem Auswachsen von Neuriten, diskutiert (Koo, 2002;
Milward et al., 1992; Nishimoto et al., 1993). Es konnte eine Kolokalisierung von BAPP mit

Integrinen (Yamazaki et al., 1997) und fokalen Komplexen (Storey et al., 1996) gezeigt werden.
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BAPP konnte mit den cytoplasmatischen Bindungspartnern Fe65 und Mena in Lamellipodien
nachgewiesen werden (Sabo et al.,, 2001). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
cytoplasmatische Domane von BAPP {iber Fe65 mit einem Proteinnetzwerk interagiert, das
durch Transmembran-Signaltransduktion die corticale neuronale Migration reguliert und das
Auswachsen von Axonen beeinflussen kann (Bothwell und Giniger, 2000; De Strooper und
Annaert, 2000).

BAPP knock-out Mause, d.h. Mause, in denen beide BAPP-Allele eliminiert sind, zeigten
keinen ausgepragten Phanotyp und gaben damit keine weiteren Hinweise auf die Funktion
(Yankner, 1996; Zheng et al., 1995). Eine mdgliche Erklarung lieferten die zwei zu BAPP
homologen Proteine APLP (amyloid precursor-like protein)-1 und APLP-2 (Sprecher et al.,
1993; Wasco et al., 1992; Wasco et al., 1993). BAPP/APLP-2 oder APLP-1/APLP-2 doppel-
~knock-out* Mause sind pranatal letal, ohne histologische Abnormalitaten in der Hirnentwicklung
zu zeigen. BAPP/APLP-1 ,knock-out Mause weisen hingegen keinen auffalligen Phanotyp auf,
wie auch die APLP-1 oder APLP-2 ,knock-out Mause (Heber et al., 2000; Muller et al., 1998;
von Koch et al., 1997). Mause, die defizient in allen drei APP-Genen sind, wurden generiert.
Wie erwartet sind auch diese Mause letal, zeigen aber Abnormalitaten in der Hirnentwicklung
und neuronale Migrationsdefekte (Muller und Kins, 2002). Damit scheinen die Proteine der
BAPP-Familie essentiell und partiell redundant zu sein. Diese Ergebnisse bestatigen die Rolle
von BAPP und APLP in der Adhasion und Signaltransduktion, die die neuronale Migration und

das Neuritenwachstum reguliert (Koo, 2002).

Darlber hinaus gibt es Anhaltspunkte, dass BAPP als Cargo-Rezeptor fir Kinesin-1 fungiert
und somit am vesikuldren Transport beteiligt ist (Kamal et al., 2001; Matsuda et al., 2001).
BAPP wird in Neuronen Uber den schnellen anterograden Transportmechanismus zur axonalen
Oberflache transportiert (Buxbaum et al., 1998a; Kaether et al., 2000; Koo et al., 1990; Sisodia
et al., 1993) und lokalisiert in Adhasionssegmenten und synaptischen Kompartimenten, jedoch
nicht in synaptischen Vesikeln (lkin et al., 1996). Der anterograde Transport von BAPP bendtigt
Kinesin-1 und der C-Terminus von BAPP bindet an der Kinesin-1 Untereinheit (Kamal et al.,
2000).

Die Prozessierungsprodukte (1.3.2) von BAPP kdnnten ebenfalls eine physiologische Rolle
spielen. Das AB-Peptid kann wahrend der gesamten Lebensspanne in Korperflissigkeiten, wie
Liquor und Plasma, von Gesunden nachgewiesen werden (Haass et al., 1992b; Seubert et al.,
1992; Shoji et al., 1992). AB-Peptid wird von aktiven, gesunden Neuronen sezerniert und eine
erhohte synaptische Aktivitat fuhrt zu einem Anstieg der AB-Sezernierung (Nitsch et al., 1993).
Sezerniertes AB-Peptid hingegen reduziert die synaptische Aktivitat (Kamenetz et al., 2003).
Dieser vom AB-Peptid ausgeldste negative ,feedback-loop* kdnnte eine Rolle in der generellen
Regulation der neuronalen Aktivitat spielen (Esteban, 2004). Ferner wurde gezeigt, dass ein
frihes Merkmal der Alzheimer Krankheit der Verlust an Synapsen und synaptischer Aktivitat ist

(Selkoe, 2002), und dass losliche ApB-Peptid Oligomere die Inhibition der ,long-term
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potentiation“ (LTP) bewirken (Walsh et al., 2002; Wang et al., 2004). LTP spielt eine kritische
Rolle bei bestimmten Lern- und Erinnerungsmechanismen (Morris, 2003), damit kénnte auch

das AB-Peptid hier eine physiologische Rolle spielen (Esteban, 2004).

Die bei der BAPP-Prozessierung (1.3.2) entstehenden C-terminalen Fragmente sind toxisch
(McPhie et al.,, 2001; Sopher et al., 1994). BAPP kann C-terminal an Position 664 von
Caspasen geschnitten werden, das freiwerdende 31 AS lange Peptid leitet mdglicherweise den
apoptotischen Zelltod ein (Gervais et al., 1999; Lu et al., 2000). Es bleibt jedoch zu zeigen in
wieweit diese apoptotischen Mechanismen eine Rolle fir die Neurodegeneration in der
Alzheimer Krankheit spielen (Koo, 2002).

Parallelen bei der Prozessierung der Notch-Rezeptoren und BAPP durch die gleichen
Sekretasen (De Strooper et al., 1999) lieRen auf eine ahnliche Funktion schlieRen. Die
entwicklungsbiologisch hoch konservierten Notch-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der
Zelldifferenzierung wahrend der Entwicklung und im adulten Gewebe (Mumm und Kopan,
2000). Nach Ligandenbindung, wird Notch durch a- und y-Sekretase prozessiert, dabei wird ein
C-terminales Fragment frei, die so genannte Notch intrazellulare Domane (Notch intracellular
domain, NICD). NICD wird in den Zellkern transportiert, interagiert dort mit dem transkriptions-
aktivierenden Komplex CSL (C-promotor-binding factor / recombination signal-sequence
binding protein JK / suppressor of Hairless / Lag1) und I6st die Aktivierung verschiedener Gene
aus (Kopan und Goate, 2000; Kopan und llagan, 2004). In Analogie zur Notch-Prozessierung
entsteht auch aus dem BAPP ein intrazellulares Fragment (BAPP intracellular domain, AICD).
AICD ist instabil (Edbauer et al., 2002a), kann aber durch Bindung an Fe65 stabilisiert werden,
was zu einer Akkumulation im Zellkern und Cytoplasma fiihrt (Kimberly et al., 2001; Minopoli et
al., 2001). Binden AICD und Fe65 an einem dritten Protein, dem Transkriptionsfaktor Tip60,
entsteht ein Transkription regulierender Komplex (Cao und Sidhof, 2001; Kimberly et al., 2001).
Der genaue Mechanismus bleibt unklar, ein Kerntransport von AICD scheint fir die
Transkriptionsaktivitat nicht erforderlich zu sein (Cao und Sudhof, 2004).

BAPP und seine Prozessierungsprodukte sind an verschiedensten physiologischen Prozessen
beteiligt, es bleibt zu untersuchen, in wieweit die physiologischen Funktionen von BAPP eine

Rolle fir die Entstehung der Alzheimer Krankheit spielen (Koo, 2002).
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1.3.2 Die proteolytische Prozessierung von BAPP und die
Entstehung des AB-Peptids

BAPP kann auf seinem sekretorischen Transportweg durch verschiedene Proteasen, der a-, -

und y-Sekretase proteolytisch gespalten werden (Abbildung 5) (Haass, 2004).
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Abbildung 5: Proteolytische Prozessierung von BAPP durch a-, 8- und y-Sekretase

Dargestellt ist BAPP (grau) mit der AB-Domane (rote Box) und dem Bereich der y-Sekretase-Schnittstellen (blaue Box).
Die Prozessierung durch o-/y-Sekretase bzw. [B-/y-Sekretase ist dargestellt und die entstehenden
Prozessierungsprodukte sind angegeben. Die blau-weil} karierte Box stellt den Teil der BAPP-Sequenz dar, der weder
am C-Terminus von AB/p3 noch am N-Terminus von AICD nachzuweisen ist. Die zellulare Membran ist hellgrau
dargestellt [Quelle: (Haass und Selkoe, 1993)].

Der groRte Anteil von BAPP wird zunachst durch die a-Sekretase prozessiert. Hierbei wird die
Ektodomane als I6sliches Molekil sezerniert (I-BAPPa). Der in der Membran verbleibende, 83
AS lange C-terminale Rest (BAPP-CTFa) wird anschlieBend durch die y-Sekretase gespalten,
wobei eine intrazelluldre Doméane (AICD, BAPP-intracellular domain) (Sastre et al., 2001) und
ein l6sliches 3 kDa grol3es Peptid (p3) freigesetzt werden (Haass et al., 1993a).

Wird BAPP hingegen zuerst durch die B-Sekretase und anschlieBend durch die y-Sekretase
geschnitten, so entsteht eine kirzere I6sliche Ektodomane als nach dem a-Sekretase-Schnitt (I-
BAPPB). Aus dem zunachst generierten 99 AS langen C-terminalen Rest (BAPP-CTFp)
entstehen das AB-Peptid (Haass et al., 1992a; Shoji et al., 1992) und AICD (Abbildung 5)
(Haass und Steiner, 2002; Sastre et al., 2001).

Die Prozessierung von BAPP durch die a-Sekretase innerhalb der AB-Doméne verhindert die
Entstehung des amyloidogenen AB-Peptids. Die a- und [(-Sekretase konkurrieren im
sekretorischen Transportweg um dasselbe Substrat BAPP (Buxbaum et al., 1998a; Haass et al.,
1995a; Skovronsky et al., 2000; Thinakaran et al., 1996a). Damit beeinflussen die Aktivitaten
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der Sekretasen, die Affinitdten zum Substrat und die Zuganglichkeiten zum Substrat die Menge
des gebildeten AB-Peptids.
Interessanterweise liegen alle bisher bekannten FAD-Mutationen des BAPP-Gens in der Nahe

der Schnittstellen der a-, 3- oder y-Sekretase (Abbildung 6).

Lumen Membran Cytosol

/ B“ ‘0‘ J Y
NS 7 | C

\“Vm‘ ‘Y42
...ISEVKM |[DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVM IATVIVITLVMLKK

NL GQN IMVI P
K G
G F
L

Abbildung 6: Ubersicht iiber die FAD-Mutationen im BAPP-Gen

BAPP ist schematisch dargestellt. Die AB-Domane (rot) mit Angabe der AS-Sequenz, inklusiv angrenzender AS, ist
zusatzlich vergroRert dargestellt. Die jeweiligen durch die FAD-Mutationen bedingten Aminosauresubstitutionen sind
unterhalb der Sequenz angegeben.

Die angegebenen Mutationen bedingen entweder eine Erhdhung der Gesamtsezernierung des
AB-Peptids oder erhdhen spezifisch die Produktion des ABs, (Selkoe, 1996). Besonders
erwahnt sei in diesem Zusammenhang die ,schwedische® Doppelmutation K595N/M596L, die in
einer schwedischen Familie mit FAD nachgewiesen wurde (Mullan et al., 1992). Die
schwedische Mutation in BAPP (BAPPsw) erhoht die Affinitat der B-Sekretase zu ihrem Substrat
und es entsteht vermehrt AB-Peptid (Cai et al., 1993; Citron et al., 1992; Vassar et al., 1999).
Mutationen im Bereich der a-Sekretase-Schnittstelle verandern vermutlich die Tertiarstruktur
und reduzieren die Prozessierung durch die a-Sekretase (Hendriks et al., 1992; Levy et al,,
1990), dadurch kommt es zu einer verstarkten Prozessierung durch B-Sekretase und es
entstehen erhéhte Mengen des AB-Peptids (Vassar, 2002).

1.3.2.1 Der a-Sekretase-Schnitt

a-Sekretasen schneiden BAPP innerhalb der AB-Domane zwischen AS-Position 16 und 17 des
AB-Peptids und verhindern so die Bildung von AB-Peptid (Esch et al., 1990; Sisodia, 1992). Die
Prozessierung von BAPP durch die a-Sekretase findet im sekretorischen Transportweg vom
trans-Golgi-Netzwerk (TGN) zur oder an der Plasmamembran statt (Chyung und Selkoe, 2003;
Haass et al.,, 1992a; Sisodia, 1992). a-Sekretasen sind in der Regel konstitutiv aktiv, der
a-Sekretase Prozessierungsweg wird aber unter anderem durch Phorbolester (PDBu, TPA),
cholinerge Agonisten und andere Neurotransmitter sowie epidermale und muscarine
Wachstumsfaktoren stimuliert (Buxbaum et al., 1992; Nitsch et al., 1992). Die Stimulierung der
a-Sekretase erfolgt Uber Proteinkinase C (PKC), Tyrosinkinasen, mitogen-aktivierte

Proteinkinasen (MAPKSs) und signal-induzierte Kinasen (Mills und Reiner, 1999). Eine verstarkte
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a-Sekretase Prozessierung des BAPP erfolgt zu Lasten des B-Sekretase Prozessierungswegs
und fuihrt deshalb zu einer verminderten AB-Peptid Produktion (Buxbaum et al., 1993; Gandy et
al., 1993; Hung et al., 1993; Postina et al., 2004).

a-Sekretasen katalysieren die Spaltung ihrer Substrate offenbar unabhangig von einer AS-
Konsensussequenz, sie spalten vielmehr in Distanz von 12-13 AS zur Membran. Eine weitere
Voraussetzung flir die Spaltung eines Substrates durch a-Sekretasen ist eine a-helikale
Konformation des Substrates im Bereich der Spaltstelle (De Strooper et al., 1993; Sisodia,
1992).

Bisher identifizierte Enzyme, die die charakteristischen Eigenschaften einer a-Sekretase
aufweisen, sind Vertreter der ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-Familie. Es handelt
sich hierbei um Typ | Membranproteine mit einer multi-Domanen Struktur, die zumeist
N-terminal ein Signalpeptid und ein Propeptid enthalten; die folgende katalytische Domane
enthalt ein Zink-Bindungsmotiv, es folgen eine Cystein-reiche-, eine Disintegrin-, eine EGF-
ahnliche-Domane, dann die Transmembrandoméne und eine kurze cytoplasmatische Domane.
Far zwei Enzyme der ADAM-Familie, ADAM10 (Lammich et al., 1999) und ADAM17 (auch
TACE - tumor necrosis factor-a (TNFa)-converting enzyme) (Buxbaum et al., 1998b), konnte in
vivo und in vitro eine o-Sekretase Aktivitdt nachgewiesen werden. Auch flr eine weitere
Metalloprotease, ADAM9, wurde a-Sekretase Aktivitat gezeigt (Koike et al., 1999), allerdings
schneidet ADAM9 zwischen AS-Position 14 und 15 des ApB-Peptids. In neuronalen
Primarkulturen wurden [-BAPP-Spezies, deren C-Terminus mit der ADAM9 Schnittstelle
Ubereinstimmt, nachgewiesen (Simons et al., 1996).

TACE (ADAM17) wurde als Protease identifiziert, die TNFa vom membrangebundenen
Vorlauferprotein freisetzt (Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Die Inhibition oder der ,Knock-
out” von TACE bewirken eine verminderte a-Sekretase Prozessierung von BAPP, die nicht mehr
durch Phorbolester stimulierbar ist (Buxbaum et al., 1998b). Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass ein spezifischer TACE-Inhibitor die stimulierbare, aber nicht die konstitutive
a-Sekretase Aktivitat in Neuronen blockiert (Blacker et al., 2002). Kinetische Untersuchungen
fur TACE ergaben eine deutlich hdhere Substrataffinitat zu TNFa als zu BAPP (Mohan et al.,
2002). Obwohl TACE in Neuronen des Hippocampus und Cortex exprimiert wird (Skovronsky et
al., 2001), kann wahrend der Mausentwicklung keine Uberlappung der BAPP- und TACE-
Expression nachgewiesen werden (Marcinkiewicz und Seidah, 2000). TACE ,knock-out® Mause
sterben aufgrund gestoérter Signalkaskaden zwischen Tag 17,5 des embryonalen Stadiums und
Tag 17 nach der Geburt (Peschon et al., 1998).

ADAM10 wurde zunachst als Myelin degradierendes Enzym detektiert (Chantry et al., 1989),
spater konnte eine Rolle in der neuronalen Differenzierung, u. a. durch Prozessierung des
Notch-Rezeptors, gezeigt werden (Allinson et al., 2003), bis Lammich und Kollegen eine
a-Sekretase Aktivitat flir ADAM10 nachweisen konnten (Lammich et al., 1999). Uberexpression
von ADAM10 erhdht die basale und die Phorbolester induzierbare a-Sekretase Aktivitat
(Lammich et al., 1999; Lopez-Perez et al., 2001), damit unterscheiden sich TACE und ADAM10

in ihrem Einfluss auf die basale Aktivitdt, aber nicht in ihrer Induzierbarkeit. Im Gegensatz zu
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TACE zeigen in situ Hybridisationen fur ADAM10- und BAPP-Koexpression wahrend der
Mausentwicklung (Marcinkiewicz und Seidah, 2000). Mause, die ADAM10 defizient sind,
sterben pranatal aufgrund gestorter Notch-Signaltransduktion (Hartmann et al., 2002). Isolierte
Fibroblasten dieser Mause zeigen a-Sekretase Prozessierung von BAPP, jedoch mit
erheblichen, klonalen Unterschieden (Hartmann et al., 2002). Damit ist gezeigt, dass ADAM10
nicht die einzige a-Sekretase ist. Vermutlich verhalten sich die drei ADAM-Proteasen beziiglich
der a-Prozessierung von BAPP redundant (Allinson et al., 2003). Die Uberexpression von
ADAM10 in Mausen flhrt zu einer erhéhten a-Sekretase Prozessierung von BAPP (Postina et
al., 2004). Wird diese Maus mit einer BAPP transgenen Maus (Alzheimer-Maus) gekreuzt,
kommt es kaum noch zur Entstehung von Amyloid-Plaques (Postina et al., 2004).

Aufgrund dieses Zusammenhangs wird die Stimulierung der a-Sekretase Aktivitat als moglicher
therapeutischer Ansatz fir die Behandlung der Alzheimer Krankheit betrachtet (Lichtenthaler
und Haass, 2004). Die geringen Substratspezifitdten der a-Sekretasen kdnnten sich jedoch als
problematisch herausstellen (Allinson et al., 2003). So katalysieren ADAM9, ADAM10 und
TACE auch die Ektodomanenabspaltung anderer Typ | Transmembranproteine, wie z.B. TNFa,

Notch-Rezeptoren, p75 TNFa-Rezeptor, L-Selectin usw. (Seals und Courtneidge, 2003).

1.3.2.2 Der B-Sekretase-Schnitt

Die B-Sekretase BACE (B-site APP cleaving enzyme), auch als Asp-2 oder Memapsin-2
bezeichnet, wurde =zeitgleich durch verschiedene Arbeitsgruppen mit Hilfe von
Datenbankanalyse, Expressionsklonierung oder durch Enzymaufreinigung und Sequenzierung
identifiziert (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et
al.,, 1999). BACE ist ein Typ | Transmembranprotein mit groRer Ektodoméane, die ein
Signalpeptid (AS 1-21) und ein Propeptid (AS 22-45) enthadlt, und einer kurzen
cytoplasmatischen Doméane (Abbildung 7) (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al.,
1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Die Ektodoméane enthalt zwei charakteristische
Amiosauremotive, DTGS (AS 93-96) und DSGT (AS 289-292), die dem katalytischen Zentrum
einer Aspartylprotease entsprechen (Abbildung 7) (Hussain et al., 1999; Vassar et al., 1999;
Yan et al., 1999). Die Mutation eines dieser beiden in der Evolution hoch konservierten Motive
verhindert die Proteaseaktivitat vollstdndig (Bennett et al., 2000a; Hussain et al., 1999). BACE
ist damit die erste bekannte Aspartylprotease, die dem Pepsin ahnlich ist und Uber eine
Transmembrandomane verfugt (1.4). Des Weitern finden sich in der Ektodomane von BACE
vier mogliche N-Glycosylierungsstellen sowie sechs Cysteinreste, die drei intramolekulare
Disulfidbriicken ausbilden kénnen (Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999).
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Abbildung 7: Schema der BACE-Protease

Dargestellt ist eine Schemazeichnung der BACE-Protease. Die zellulare Membran wird durch einen grauen Kasten
symbolisiert und die potentielle Lage der BACE-Membrandomane ist angegeben. Gekennzeichnet sind das
Signalpeptid (Sp, schwarz), das potenielle Propeptid (Pp, weil3) und die beiden kritischen Aspartylmotive.

BACE besitzt alle Eigenschaften der p-Sekretase, die bereits vor der Klonierung anhand der
Proteolyseprodukte und der Proteolysebedingungen des BAPP gut untersucht waren.
B-Sekretase Aktivitat konnte in allen Zell- und Gewebetypen nachgewiesen werden (Haass et
al., 1992b; Seubert et al., 1993; Shoiji et al., 1992). Die hdchste Aktivitat ist jedoch in neuronalen
Zellen und Geweben nachweisbar (Haass et al., 1992b; Seubert et al., 1993). BACE ist
ubiquitar exprimiert, mit einer besonders hohen Expression im Hirn (Lin et al., 2000; Vassar et
al., 1999). B-Sekretase Aktivitat konnte in leicht sauren Kompartimenten der Zelle, wie in TGN
und Endosomen nachgewiesen werden (Haass et al., 1995b; Haass et al., 1992a; Knops et al.,
1995; Koo und Squazzo, 1994; Perez et al., 1999; Thinakaran et al., 1996a). BACE ist genau in
diesen Kompartimenten, dem TGN und dem endosomalen System lokalisiert worden (Huse et
al.,, 2000; Hussain et al., 1999; Vassar et al., 1999). Im Gegensatz zur a-Sekretase ist die
B-Sekretase durch eine Sequenzspezifitdt gekennzeichnet (Citron et al., 1995). Die Substitution
von Met, an Position P1 der B-Sekretase-Schnittstelle, zu einer AS mit groflem hydrophoben
Rest, wie z.B. Leu (vgl. schwedischen Mutante) erhdht die Affinitat der B-Sekretase zu ihrem
Substrat dem BAPP. Umgekehrt bedingt die Einfihrung kleiner hydrophober Reste, wie z.B.
Val, eine Verringerung der Affinitdt bzw. eine Inhibition der Spaltung (Citron et al., 1995).
Aufgrund des AS-Austauschs an den Positionen P1 und P2 der Schnittstelle (KM—>NL)
schneidet aufgereinigtes BACE synthetisches Peptidsubstrat mit der BAPPsw-Sequenz mit
einer deutlich héheren Affinitat als Substrat mit der BAPPwt-Sequenz. (Vassar et al., 1999; Yan
et al.,, 1999). Neben der AB-Spezies beginnend mit Asp1 wird auch die Entstehung einer
weiteren dominanten AB-Spezies, beginnend mit Glu11 (Gouras et al., 1998; Haass et al.,
1992a), durch BACE katalysiert (Vassar et al., 1999).

BACE ,knock-out® Mause, zeigen in Gegenwart von humanem BAPP keine nachweisbare
Synthese von A in Neuronen (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Es muss
deshalb davon ausgegangen werden, dass BACE wahrscheinlich die einzige B-Sekretase in
Neuronen ist (Vassar, 2002). Die Relevanz von BACE fiir die Alzheimer Krankheit wird dadurch
bestatigt, dass bei ,late-onset® Patienten die BACE Aktivitat im Hirn signifikant erhéht ist
(Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2002; Yang et al., 2003). Uber die physiologische
Funktion von BACE ist wenig bekannt, die BACE ,knock-out* Maus zeigt keinen offensichtlichen
Phanotyp (Cai et al., 2001; Luo et al.,, 2001; Roberds et al., 2001). Bisher sind vier weitere
Substrate, die Sialyl-Transferase ST6Gal1 (Kitazume et al., 2001) und der P-Selectin
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Glycoprotein Ligand-1 (Lichtenthaler et al., 2003) und die APP homologen APLP-1 und APLP-2
(Li und Sudhof, 2004; Pastorino et al., 2004) bekannt.

Neben BACE ist eine zweite membrangebundene Aspartylprotease, BACE2, identifiziert
worden (Lin et al., 2000; Saunders et al., 1999; Solans et al., 2000; Yan et al., 1999; Yang et
al., 1998). Die AS-Sequenzen von BACE und BACE2 sind zu 64 % homolog und die
beschriebenen strukturellen Eigenschaften sind identisch (Vassar, 2002). BACE2 wird im
Gegensatz zu BACE verstarkt in peripherem Gewebe exprimiert und kaum in neuronalem
Gewebe (Bennett et al., 2000b; Vassar et al., 1999). BACE2 zeigt keine 3-Sekretase Aktivitat,
sondern prozessiert BAPP an alternativen Schnittstellen (Farzan et al., 2000; Fluhrer et al.,
2002; Yan et al., 2001a).

Die beiden Homologe BACE und BACEZ2 definieren aufgrund ihrer Membranverankerung und
der geringen Homologie zu anderen Aspartylproteasen der Pepsin-Familie eine vollig neue
Klasse von Aspartylproteasen (1.4), die nicht durch bekannte Inhibitoren der Aspartylproteasen
gehemmt wird (Citron et al., 1996).

1.3.2.3 Der y-Sekretase-Schnitt

Die y-Sekretase prozessiert die proteolytische Spaltung der durch die a- und B-Sekretase
entstehenden BAPP-CTF (1.3.2). Damit ist der y-Sekretase-Schnitt der zweite notwendige
Schnitt fir die Entstehung von AB-Peptid. y-Sekretase kann an verschiedenen Positionen
schneiden, so dass AB-Peptide unterschiedlicher Lange gebildet werden. Die haufigste Spezies
endet mit der 40igsten AS von AR (AB4o), die um 2 AS verlangerten AB4,-Spezies entsteht nur
zu 5-10 %. Trotz der niedrigen Produktion scheint AR, die pathogene, amyloidogene Spezies
zu sein, es ist die Hauptkomponente der Amyloid-Plagues und die in genetisch bedingten,
.early-onset FAD-Fallen erhéht produzierte Spezies (1.1 / 1.3) (Selkoe, 1999). Auffallig ist,
dass die Spaltung von BAPP durch die y-Sekretase, nicht wie fur Proteasen Ublich, in wassriger
Umgebung erfolgt, sondern innerhalb der Transmembrandoméne des Substrats (Wolfe et al.,
1999a). Die Einfuhrung von Mutationen hat gezeigt, dass der y-Sekretase-Schnitt nicht
sequenzspezifisch ist, sondern eine Vielzahl von Typ | Transmembranproteinen mit kurzer
Ektodomane von der y-Sekretase prozessiert werden kdnnen (Struhl und Adachi, 2000). Fir die
Position des y-Sekretase-Schnitts sind dabei offenbar Lange und Struktur der
Transmembrandomane entscheidender als die genaue Aminosauresequenz (Esler und Wolfe,
2001; Lichtenthaler et al., 2002). So konnten, wie erwartet, weitere Substrate der y-Sekretase
identifiziert werden. Hierzu gehoéren die BAPP homologen APLP (Walsh et al., 2003), die Notch-
Rezeptoren 1-4 (De Strooper et al., 1999; Saxena et al., 2001) und die Notch-Liganden Delta
und Jagged (LaVoie und Selkoe, 2003; Six et al., 2003), die Rezeptor-Tyrosin-Kinase ErbB-4
(Lee et al., 2002; Ni et al., 2001), E- und N-Cadherin (Marambaud et al., 2002; Marambaud et
al., 2003), der LDL-Rezeptor (May et al., 2002), CD44 (Lammich et al., 2002; Okamoto et al.,
2002) und Nectin1a (Kim et al., 2002; Kopan und llagan, 2004).

Durch die y-Sekretase Spaltung der BAPP-CTF entsteht, neben der AB- bzw. p3-Spezies, auch
ein losliches cytosolisches Fragment des BAPP, das AICD (1.3.2 und Abbildung 5).
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Interessanterweise korrespondiert der N-Terminus des AICD nicht mit dem C-Terminus des
p3-/AB-Peptids, sondern beginnt ca. 10 AS C-terminaler in der BAPP-Sequenz, womit ein
weiterer y-Sekretase-Schnitt im C-terminalen Bereich der BAPP-Transmembrandomane
vorliegen muss (Sastre et al., 2001; Weidemann et al., 2002; Yu et al., 2001), der die
Freisetzung des AICD bewirkt. Dieses Phanomen des doppelten y-Sekretase-Schnitts konnte
auch fir andere Substrate gezeigt werden (Okochi et al., 2002). Ferner wurde fiir einige
Substrate der y-Sekretase, wie fir Notch (Selkoe und Kopan, 2003) und N-Cadherin
(Marambaud et al., 2003), nachgewiesen, dass die freigesetzte intrazellulare Domane eine
Funktion in der nuklearen Signaltransduktion hat und die Transkription von Zielgenen reguliert
(Haass, 2004; Kopan und llagan, 2004). Der Notch-Signaltransduktionsweg ist im Laufe der
Evolution hoch konserviert geblieben und spielt unter anderem in der Embryonalentwicklung
eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung (Mumm und Kopan, 2000). Aber auch im
erwachsenen Menschen erfillt die Notch-Signaltransduktion noch wichtige Funktionen, z.B. bei

der Differenzierung der T-Lymphozyten (Hadland et al., 2001).

Bei der katalytisch aktiven y-Sekretase handelt es sich nicht um ein einziges Protein, sondern
um einen hochmolekularen Proteinkomplex, bestehend aus einer katalytischen Untereinheit und
drei weiteren Kofaktoren, Nicastrin (Edbauer et al., 2002b; Kopan und Goate, 2002; Lai, 2002;
Yu et al., 2000), PEN-2 (presenilin enhancer protein 2) (Francis et al., 2002; Luo et al., 2003;
Steiner et al., 2002) und APH-1 (anterior pharynx defective 1) (Francis et al., 2002; Goutte et
al., 2002a; Lee et al., 2002; Luo et al., 2003).

Die katalytische Untereinheit der y-Sekretase ist das Presenilin 1 (PS1) oder das Presenilin 2
(PS2). PS1 und PS2 wurden aufgrund von genetischen Untersuchungen mit der Alzheimer
Krankheit in Verbindung gebracht, da zahlreiche FAD-Mutationen auf dem PS1 Gen (Abbildung
8) und zu einem geringeren Anteil auf dem PS2 Gen lokalisiert wurden (1.1) (Levy-Lahad et al.,
1995a; Levy-Lahad et al, 1995b; Rogaev et al., 1995; Sherrington et al., 1995). Alle
untersuchten FAD-Mutationen innerhalb der PS-Gene erhdhen die Bildung des AB4,-Peptids
(1.3) (Haass und Steiner, 2002; Hardy, 1997b).
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Abbildung 8: Struktur von PS1 und Lokalisation der FAD-Mutationen

Die Abbildung veranschaulicht die Struktur der PS. Gezeigt ist das gangigste Topologiemodell, mit 8
Transmembrandoménen. Die Pfeile kennzeichnen Bereiche gehaufter FAD-Mutationen. Einige der FAD-assoziierten
Mutationen sind angegeben. TM: Transmembrandomane; HL: Hydrophiler Loop. [Quelle: http://molgen-
www.uia.ac.be/ADMutations]

PS1 und PS2 sind homologe, polytope Transmembranproteine (Levy-Lahad et al., 1995b;
Sherrington et al.,, 1995). Die meisten Strukturmodelle favorisieren ein acht
Transmembrandomanen Modell mit cytoplasmatischer Orientierung von N- und C-Terminus (De
Strooper et al., 1997; Doan et al., 1996; Haass, 2004; Li und Greenwald, 1998). Zwischen
Transmembrandomane 6 und 7 ist ein relativ grol3er, cytoplasmatisch orientierter AS-Loop,
innerhalb dieses Loops wird das Holoprotein endoproteolytisch gespalten. Die daraus
resultierenden N- und C-terminalen Fragmente assoziieren zu einem Heterodimer und stellen
die in der Zelle stabilisierte Form der PS dar (Capell et al., 1998; Ratovitski et al., 1997;
Thinakaran et al.,, 1996b; Thinakaran et al., 1997). Die PS-Heterodimere konnten in
hochmolekularen Komplexen nachgewiesen werden (Capell et al., 1998; Yu et al., 1998). Die
Integration von PS in einem Proteinkomplex erklart, dass eine Uberexpression von PS alleine
nicht zu einer Erh6hung der Heterodimere, sondern nur zur Akkumulation des instabilen
Holoproteins fiihrt, und gleichzeitig zu einer Verdrangung des endogenen PS, einem

Phanomen, das als ,Replacement” bezeichnet wird. Es konnte auch kein Anstieg an
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y-Sekretase Aktivitat durch Uberexpression von PS beobachtet werden. (Capell et al., 1998;
Thinakaran et al., 1997). Erst die Uberexpression aller Komplexkomponenten fiihrt zur
gesteigerten Formierung aktiver y-Sekretase Komplexe (Kimberly et al., 2003; Takasugi et al.,
2003).

Es gab zahlreiche Hinweise auf die Beteiligung von PS an der y-Sekretase Aktivitat. Neuronen
von PS1 ,knock-out® Mausen zeigten eine stark reduzierte Ap-Produktion und eine
Akkumulation von BAPP-CTF (De Strooper et al., 1998; Naruse et al., 1998). In Zellen von PS1
und PS2 defizienten Mausen war keine AB-Produktion nachweisbar (Herreman et al., 2000;
Zhang et al.,, 2000). Ferner fuhrte die Mutagenese einer der beiden hoch konservierten
Aspartylreste in Transmembrandomane 6 und 7 zu einer stark reduzierten AB-Bildung und der
Akkumulation der BAPP-CTF (Kimberly et al., 2000; Steiner et al., 1999a; Wolfe et al., 1999b).
Auffallig war, dass auch die Endoproteolyse von PS blockiert war und es zur Akkumulation des
Holoproteins kam (1.4) (Kimberly et al., Wolfe et al., 1999b). Dariber hinaus zeigten
Immunoprazipitate von PS, unter Komplex erhaltenden Bedingungen, y-Sekretase Aktivitat (Li
et al., 2000a; Xia et al., 2000) und es konnten spezifische Inhibitoren, gerichtet gegen das
aktive Zentrum der y-Sekretase, an PS-Heterodimere binden (Esler et al., 2000; Li et al., 2000b;
Shearman et al., 2000).

Der Aspartylrest in Transmembrandomane 7 von PS1/2 liegt innerhalb eines im Laufe der
Evolution hoch konservierten Motivs, dem GXGD-Motiv (Haass und Steiner, 2002), das fur eine
klassische Aspartylprotease zwar untypisch ist, aber in anderen polytopen Aspartylproteasen,
wie z.B. den Typ 4 Prepilin-Peptidasen (TFPPs) in Prokaryonten (LaPointe und Taylor, 2000),
oder den Signalpeptid Peptidasen (SPPs) und den signalpeptid-ahnlichen Peptidasen (SPPL,
signal peptide peptidases like) in hoheren Lebewesen (Ponting et al., 2002; Weihofen et al.,
2002), hoch konserviert ist. Damit wurde, wie bei der B-Sekretase (1.3.2.2) auch mit der
v-Sekretase eine besondere Form von Aspartylproteasen identifiziert. Zeitgleich zu dieser
Aspartylprotease-Familie wurden andere Proteasefamilien, die Metalloprotease S2P- und die
Rhomboid-Familie, identifiziert, die ebenfalls zur regulierten Intermembran-Proteolyse (RIP) in
der Lage sind (Kopan und llagan, 2004; Weihofen und Martoglio, 2003). Die RIP kann durch
Freisetzung cytoplasmatischer Fragmente eine generelle Rolle in der Signal Transduktion
spielen oder einfach dem Abbau von Transmembrandomanen dienen (Ebinu und Yankner,
2002; Weihofen und Martoglio, 2003; Xia und Wolfe, 2003).

Fiar y-Sekretase Aktivitdt sind neben dem PS als katalytische Untereinheit drei weitere
Komponenten notwendig (Francis et al., 2002) und ausreichend (Edbauer et al., 2003; Fraering
et al., 2004; Hayashi et al., 2004; Kimberly et al., 2003; Periz und Fortini, 2004). Eine weitere
y-Sekretase Komponente, Nicastrin, wurde durch biochemische Aufreinigung des Komplexes
identifiziert. Nicastrin ist ein glycosyliertes Typ | Transmembranprotein (Yu et al., 2000). Die
zwei Komponenten APH-1 und PEN-2 wurden in genetischen Analysen gefunden, bei diesen

beiden Proteinen handelt es sich um polytopische Transmembranproteine (De Strooper, 2003;
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Francis et al., 2002; Goutte, 2002b). Die einzelnen Komplexkomponenten beeinflussen sich
gegenseitig in ihrer zelluldren Expression, Uberexprimierte Einzelkomponenten sind nicht stabil
(PEN-2, PS) oder maturieren nicht, wie im Falle von Nicastrin (De Strooper, 2003). Die
Komplexbildung und die Funktionen der einzelnen Komponenten sind noch weitgehend
ungeklart. Es konnte ein Prakomplex, bestehend aus AHP-1 und Nicastrin gezeigt werden, die
vermutlich Uber die Nicastrin Transmembrandomane interagieren (Capell et al., 2003; LaVoie et
al., 2003; Morais et al., 2003). PEN-2 spielt méglicherweise eine Rolle fur die Endoproteolyse
von PS, da die Abwesenheit von PEN-2 das PS-Holoprotein stabilisiert (Hu und Fortini, 2003;
Laemmli, 1970; Luo et al., 2003; Prokop et al., 2004; Takasugi et al., 2003).

Wahrscheinlich sind mit den vier beschriebenen Komponenten alle Bestandteile des

y-Sekretase Komplexes identifiziert, und die PS bilden das proteolytische Zentrum der

y-Sekretase (Haass, 2004).

Nicastrin

PS-NTF PS-CTF  } APH-1 PEN-2  Lumen

Membran

Cytosol

Abbildung 9: Schematische Darstellung des y-Sekretase Komplexes

Gezeigt sind die Modellzeichnungen der einzelnen Proteine des y-Sekretase Komplexes und ihre Orientierung in der
zelluldaren Membran (grauer Kasten). Die Position der Aspartate im vermuteten katalytischen Zentrum der y-Sekretase
sind angegeben (D). [Quelle: (Haass und Steiner, 2002)].

1.4 Aspartylproteasen

Aspartylproteasen spielen im Rahmen der Alzheimer Krankheit fur die AB-Peptid Entstehung
eine entscheidende Rolle. Deshalb werden im Folgenden die wichtigsten Charakteristika dieser
Proteaseklasse beschrieben. Die Aspartylproteasen sind eine weit verbreitete Proteaseklasse,
die in einer Vielzahl von Organismen, wie Saugetieren, Fischen, Retroviren, Pflanzen, Pilzen
und Protozoen vorkommt. Wird die Sequenzabfolge -DT/(S)G- als Bedingung fir
Aspartylproteasen definiert, so unterscheidet man 8 Aspartylprotease-Familien, von denen die
pepsin-ahnlichen mit 282 Mitgliedern und die retroviralen Proteasen mit 93 Mitgliedern die
gréten Familien darstellen (Dunn, 2002).

Zur Gruppe der retroviralen Proteasen gehoren die HIV-Proteasen. Die virale Protease HIV-1 ist
fir die Replikation des menschlichen Immunschwachevirus (HIV, human immunodeficency
virus) verantwortlich. Die HIV-1 Protease ist mit 11 kDa im Vergleich zu eukaryotischen
Proteasen sehr klein und wird autokatalytisch aus einem Vorlauferprotein freigesetzt, das

zusatzlich zur Protease weitere virale Proteine enthalt. Strukturell ist auch die HIV-1 Protease,
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besonders in der Umgebung des aktiven Zentrums, dem Pepsin sehr ahnlich (Lapatto et al.,
1989; Mager, 2001; Seelmeier et al., 1988). Eine detaillierte Klassifizierung der

Aspartylprotease ist auf der ,homepage® www.Merops.co.uk zu finden.

BACE und BACE2 gehdéren zu den pepsin-dhnlichen Proteasen, der am besten
charakterisierten Familie (Abbildung 10) (Hong et al., 2000). Alle Vertreter dieser Familie, wie
auch BACE, besitzen im katalytisch aktiven Zentrum zwei hoch konservierte Aspartylmotive der
Sequenz -DT/SG- und schneiden vorzugsweise zwischen hydrophoben AS. BACE und BACE2
unterscheiden sich durch ihre Membranverankerung von den anderen pepsin-ahnlichen
Proteasen. Auch das Disulfidbrickenmuster von BACE und BACE?2 ist untypisch fiir pepsin-
ahnliche Proteasen. Normalerweise werden in pepsin-ahnlichen Proteasen Disulfidbriicken
zwischen benachbarten Cysteinen ausgebildet, bei BACE liegen bis zu 200 AS zwischen den
Disulfidbriicken ausbildenden Cysteinen (C216-C420, C278-C443, C330-C380).
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Abbildung 10: Evolutiondre Verwandtschaft von BACE zu anderen Aspartylproteasen

BACE und BACE2 bilden eine neue Familie membrangebundener Aspartylproteasen, mit gréRter Homologie zu der
Pepsin Familie und entfernter Verwandtschaft zu den retroviralen Aspartylproteasen [Quelle: (Citron, 2004a)]

Proteasen, auch pepsin-ahnliche Aspartylproteasen werden in der Regel in Form einer
proteolytisch inaktiven Vorstufe, dem sog. Zymogen oder Proenzym, synthetisiert. Die
Aktivierung des Enzyms erfolgt meist durch Abspaltung eines Propeptids am N-Terminus des
Enzyms. Diese erfolgt entweder durch intra- oder intermolekulare Autokatalyse oder aber
mittels proteolytischer Spaltung durch andere Proteasen.

Pepsinogen, die inaktive Vorstufe des Pepsins, wird beispielsweise bei niedrigem pH-Wert
durch intramolekulare Abspaltung des Propeptids aktiviert. Das Propeptid selbst, dessen
Sekundarstruktur aus einem p-Faltblatt und drei o-Helizes besteht, interagiert im Falle des
Pepsinogens direkt mit dem katalytisch aktiven Zentrum und verhindert somit die Ausbildung
eines Enzym-Substrat-Komplexes (Koelsch et al., 1994; Sielecki et al., 1990).

Neben der Regulation der Enzymaktivitat erfullen Propeptide haufig wichtige Funktionen im
Zusammenhang mit der korrekten Faltung des Proteins und mit dem Transport in
entsprechende Zielkompartimente (Baxter et al., 1991; Harrison et al., 1989; Norman et al.,
1992). Fir BACE wurde die mdgliche Existenz eines kurzen Propeptids postuliert (Vassar et al.,
1999; Yan et al., 1999).
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Die rdumliche Struktur der pepsin-dhnlichen Proteasen besteht aus einer wechselnden Abfolge
von o-Helizes und B-Faltblattstrukturen, die innerhalb der Familien unterschiedlich stark
konserviert ist und die endgultige Gesamtstruktur des Proteins bestimmt. N- und C-terminale
Domane verhalten sich dabei meist spiegelbildlich (Dunn, 2002).

In unmittelbarer Nachbarschaft zum aktiven Zentrum befindet sich die Deckelregion (,flap-
region®), eine nahezu ausschliellich aus B-Faltblattstrukturen bestehenden Domane, die meist
von Glycinresten umrahmt wird und somit beweglich ist. Die ,flap-region“ schlief3t nach
Substratbindung und 6ffnet sich nach erfolgter Katalyse. Das Substrat selbst interagiert dabei
haufig Uber Wasserstoffbrickenbindungen mit der Deckelregion. Wird die Bewegungsfreiheit
der ,flap-region“ durch bindende Komponenten eingeengt, kommt es in der Regel zur Inhibition
der Enzymaktivitat (Andreeva et al., 1995; Okoniewska et al., 1999; Okoniewska et al., 2000).

Fir die katalytische Aktivitat der Aspartylproteasen muss eine der beiden Carboxylgruppen in
undissoziierter Form und die andere in ionisierter Form vorliegen. Nachfolgend ist der fir die

Katalyse postulierte Mechanismus beschrieben.

F:"' I-Il RH H
O0=C-N-R |
0=g-N-R o -T_H_R
] a [+] 4
. 1 - 2 D__ 3 -~
H I'I,. _H Hx_ H H o H\
3 E - q’ i - D‘f .ﬂ a gx q -
- L~ -C. ~ r: : ¢ i
o 0 H0 “C g g H-g' ™
E ES ES FT
R H
P R H R H
D_"f'Nl"_“ 5 o=c MN-R ) o=¢c N-R 7 8
: H : H
» H~. N o —_— a —_— —_—
'UH -’H )H /H
| g o 2 o Q < 5
G, ; _C. ) ~C. ) c. ]
0---Ho 0---H-0" B---W-0 oo
[ FPQ FPQ F
L)
q HH
A . 9 9
~Le A = C. -
0--+-0 ~gH0
G E

Abbildung 11: Mechanismus der Peptidspaltung durch Aspartylproteasen

Zunachst bindet das freie Enzym an sein Substrat (1). Es entsteht ein Enzym-Substrat-Komplex (ES). (2) Durch
SchlieBen der Deckelregion wird der ES-Komplex neu arrangiert (E'S). (3) Die Katalyse beginnt mit der Entfernung
eines Protons vom gebundenen H,O und der Stimulierung des Carbonylrestes (F'T). (4) Es folgt ein Proton-Transfer
zum Stickstoff der Peptidbindung (G'Z). (5) Die Peptidbindung wird getrennt, (6) die Deckelregion 6ffnet sich (FPQ) und
(7) die Produkte werden freigesetzt (F). (8) Ein Proton wird abgegeben (G) und (9) eine neue
Wasserstoffbriickenbindung zum H,O ausgebildet (E). [Quelle: (Dunn, 2002)]
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Die beiden Aspartylreste im aktiven Zentrum der Protease aktivieren einerseits das fur die
Spaltung der Peptidbindung nodtige Wassermolekil und agieren zum anderen als
Protonenakzeptoren und -donatoren. Auf diese Weise wird die fiir den Ablauf der chemischen
Reaktion benétigte Aktivierungsenergie herabgesetzt und der energiereiche Ubergangszustand
stabilisiert.

Fast alle Aspartylproteasen werden durch Pepstatin, ein Peptidgemisch aus verschiedenen
Streptomyceten, sehr effizient gehemmt. Pepstatin fungiert dabei aufgrund einer tetraedrischen
Hydroxymethylengruppe als Ubergangszustandsanalogon (Bott et al., 1982; James et al., 1982;
Rich et al., 1985). Darlber hinaus sind zahlreiche weitere Protein- und Peptidinhibitoren
bekannt, die bestimmte Aspartylproteasen teilweise hochspezifisch inhibieren. Die Inhibition
erfolgt in diesem Fall beispielsweise durch die Ausbildung charakteristischer
Sekundarstrukturen, die das aktive Zentrum raumlich blockieren (Fraser et al., 1992; Li et al.,
2000; Phylip et al., 2001), oder durch zum substratédhnliche Peptide, die an das katalytische
Zentrum binden, aber durch Einflihrung von Statinen nicht gespalten werden kénnen (Bursavich
et al., 2001). Durch Wechselwirkung des Inhibitors mit Doménen, die dem aktiven Zentrum
benachbart sind, die aber innerhalb der Familien weniger gut konserviert sind, wird die
Spezifitat weiter erhoht (Ng et al., 2000). So wird die Kreuzreaktivitdt mit anderen homologen

Proteasen reduziert.

Neben BACE handelt sich auch bei PS, der anderen an der AB-Peptid Freisetzung beteiligten
Protease im weiteren Sinne um eine Aspartyprotease. PS besitzen nicht die typische Sequenz -
DT/(S)G- und auch nicht die charakteristische Struktur von Aspartylproteasen. Trotzdem bilden
vermutlich zwei Aspartylreste in hoch konservierten Membranstrukturen, von denen ein
Aspartylrest in das Sequenzmotiv -GXGD- eingebettet ist, das katalytische Zentrum; X steht
hierbei fir eine beliebige, vorzugsweise hydrophobe Aminosaure, (1.3.2.3) (Steiner et al., 2000;
Wolfe et al., 1999b).

Damit wird eine voéllig neuartige Gruppe polytopischer transmembrangebundener
Aspartylproteasen durch Presenilin und presenilin-dhnliche Enzyme definiert. Die beiden
kritischen Aspartylreste befinden sich innerhalb oder am Rande zweier unabhangiger
Transmembrandomanen und katalysieren die Spaltung membrangebundener Proteine
innerhalb ihrer Transmembrandomane (1.3.2.3) (Weihofen und Martoglio, 2003). Die beiden
wichtigsten Vertreter dieser Gruppe sind die Preseniline (Haass und Steiner, 2002) und die
Signalpeptid Peptidasen (Weihofen et al., 2002).

22



Einleitung

1.5 Die Rolle des intrazelluldren Transports in der Alzheimer
Krankheit

In der Alzheimer Krankheit kommt es ausschlieBlich in dem an polarisierten Zellen
angrenzenden extrazellularen Raum zur Bildung von Amyloid-Plaques. AB-Peptid
Ablagerungen entstehen an Neuriten und zerebralen BlutgefaRen, damit an polarisierten
Neuronen oder Endothelzellen. Dies und die Tatsache, dass BAPP polarisiert transportiert wird
(De Strooper et al., 1995a; Haass et al., 1995c; Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994; Tienari et
al., 1996; Yamazaki et al., 1996; Yamazaki et al., 1995), kénnte ein Hinweis darauf sein, dass
polarisierte Transportmechanismen eine Rolle in der Produktion und Ablagerung von AB-Peptid

spielen.

1.5.1 Polarisierter Transport in MDCK Zellen

Ein Modelsystem zur Untersuchung von polarisierten Transportmechanismen sind die Madin-
Darby canine Nierenzellen (MDCK). MDCK Zellen sind Epithelzellen, die ein vollstandig
polarisiertes Epithel ausbilden, wenn sie in Filterkammern wachsen und dadurch apikal und
basal Zugang zu Nahrmedium haben. Polarisierung bedeutet fir die MDCK Zelle, dass sich die
apikale Membran von der basolateralen Membran in ihrer Funktion und Zusammensetzung
unterscheidet. Membranproteine, sekretorische Proteine und Lipide werden gerichtet zur
jeweiligen Membran transportiert und die verschiedenen Membransysteme sind voneinander
getrennt. In MDCK Zellen trennen ,tight junctions® die apikale, zum Lumen gerichtete
Oberflache von der basolateralen, zu anderen Zellen und zur extrazelluldren Matrix Kontakt
herstellenden Membran (Abbildung 12).

MDCK Zellmonolayer

Filtereinsatz—— Apikale Kammer

L ,tight junction®
Petrischale —
- ,adherens junction*

- Desmosom

Basolaterale Kammer

Polycarbonatmembran

Abbildung 12: MDCK Zellmonolayer in einer Transwell-Filterkammer

Die polarisierte Verteilung von apikalen und basolateralen Komponenten ist das Ergebnis von
drei verschiedenen Mechanismen. Erstens, neu synthetisierte Proteine werden in das raue ER
transloziert und Uber den Golgi-Apparat zum TGN transportiert. Im TGN werden sie durch
spezifische Transportvesikel zur apikalen oder basolateralen Membran transportiert (Jacob und
Naim, 2001; Kreitzer et al., 2003) Zweitens, Proteine werden spezifisch an einer Membran

zurlickgehalten und stabilisiert, dadurch bildet sich eine differenzielle Verteilung aus (Harris und
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Lim, 2001). Drittens, Proteine, die die Plasmamembran erreichen, werden direkt wieder
aufgenommen, zu frithen Endosomen transportiert, von dort kdnnen sie zuriick zur Oberflache,
zu spaten Endosomen oder zur anderen, ,gegenilber liegenden“ Oberflache transportiert
werden. Dieser Vorgang wird Transcytose genannt und spielt eine erhebliche Rolle fiir die
polarisierte Verteilung von Proteinen. So kénnen MDCK Zellen 50 % ihrer Zelloberflache in
einer Stunde endocytieren (Mostov et al., 2003).

Fir den spezifischen polarisierten Transport von Proteinen sind Erkennungsmerkmale
erforderlich. Basolateral sortierte Proteine haben meist als Signal ein kurzes Sequenzmotiv in
ihrer cytoplasmatischen Domane. Die Deletion dieses Motivs fihrt zu einer apikalen
Fehlsortierung oder zur gleichmaRigen apikalen und basolateralen Sortierung. Die Adaptor-
Proteine AP-1B und AP-4 binden an basolaterale Signale und regulieren den basolateralen
Transport (Gan et al., 2002; Simmen et al., 2002).

Die apikalen Transportmechanismen sind weniger gut verstanden. Apikaler Transport kann
durch Membransegmente bestimmter Lipidzusammensetzung, den  lipid rafts®, katalysiert
werden (Fullekrug und Simons, 2004; Schuck und Simons, 2004; Verkade et al., 2000). ,Lipid
rafts“ entstehen im Golgi-Apparat und Vesikel, die einen hohen Anteil an ,lipid rafts“ enthalten,
werden apikal transportiert. Proteine, die aufgrund ihrer Transmembrandomane oder eines
Glycosylphosphatidylinositol-Lipidankers raft“-assoziiert sind, werden Uberwiegend apikal
transportiert. Es gibt jedoch auch ,raft“-unabhangigen, apikalen Transport, der durch apikale
Sortierungssignale reguliert wird. Die Glycosylierung ist haufig als apikales Signal beschrieben
(Benting et al., 1999; Potter et al., 2004), aber auch in cytoplasmatischen und luminalen
Domanen sind Signale fur den apikalen Transport detektiert worden (Nelson und Yeaman,
2001).

Die Maschinerie fur den polarisierten Transport ist von der Hefe bis zum Menschen konserviert
(Mostov et al., 2003).

1.5.2 Polarisierter Transport von BAPP in MDCK Zellen

In MDCK Zellen wurde bereits der polarisierte Transport von BAPP untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass das BAPP-Holoprotein basolateral transportiert wird (De Strooper et al.,
1995a; Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994). Das Sortierungssignal mit Tyr653 in der
cytoplasmatischen Domane von BAPP wurde identifiziert (Haass et al., 1995c). Auch die
Prozessierungsprodukte von BAPP, I-BAPP, p3- und AB-Peptid werden basolateral sezerniert
(Abbildung 13) (Haass et al., 1995c; Haass et al., 1994a). Die Deletion des basolateralen
Sortierungssignals (BAPPAC) fihrt zu einer gleichmaRig apikalen und basolateralen
Oberflachenverteilung des BAPP-Holoproteins und zu einem Anstieg der apikalen Sezernierung
des AB-Peptids. Die durch die a-Sekretase geschnittene, 16sliche Form I-BAAPa, wird jedoch
weiterhin ausschliellich basolateral sezerniert (Abbildung 13) (Haass et al., 1994a). Dieses
Paradox, dass das Vorlauferprotein BAPPAC nicht polarisiert transportiert wird, die

Prozessierungsprodukte jedoch weiterhin polarisiert sezerniert werden, hat seinerzeit zu der
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Annahme geflihrt, dass in der I-BAPP-Doméne ein weiteres basolaterales Sortierungssignal
lokalisiert ist (De Strooper et al., 1995a; Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994). Wird BAPPsw,
eine FAD-Mutante, die die Prozessierung von BAPP durch BACE erhoéht (1.3.2), in MDCK
Zellen exprimiert, kann eine apikale Sezernierung von I|-BAPPB festgestellt werden. Der
Uberwiegende Anteil von I-BAPP und das ApB-Peptid werden jedoch weiterhin basolateral
sezerniert (De Strooper et al., 1995a; Lo et al., 1994). Fir BAPPsw konnte keine BACE-
Prozessierung an der Zelloberfliche nachgewiesen werden (Lo et al., 1994), stattdessen
konnte gezeigt werden, dass BAPPsw auf dem sekretorischen Transportweg von BACE

geschnitten wird (Haass et al., 1995a).

AB apikales Medium

BAPPAC apikale Plasmamembran
A A

>
»
>

BAPPAC  BAPP BAPPsw

A 4 A 4 vV
BAPPAC BAPPR, CTF BAPP,CTF basolaterale Plasmamembran

I-APPa. I-APPg, I-FAPPa basales Medium
p3 p3 p3
Ap AB AB

Abbildung 13: Polarisierte Sortierung von BAPP

Die Oberflachenverteilung von BAPP (rot), BAPPsw (griin) und BAPPAC (blau) und die Verteilung der entsprechenden
Prozessierungsprodukte sind dargestellt.
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1.6 Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit war die B-Sekretase, BACE, kloniert (Hussain et al., 1999; Sinha et al.,
1999; Vassar et al., 1999; Yan et al, 1999). Aufgrund der Sequenzanalyse wurde
angenommen, dass BACE ein Typ | Transmembranprotein mit Signalsequenz und Propeptid
ist. BACE-Aktivitat konnte in Membranpraparationen nachgewiesen werden (Sinha et al., 1999).
Ferner ergab die AS-Sequenzanalyse flir BACE vier potentielle N-Glycosylierungsstellen und
sechs luminale Cysteinreste, die drei Disulfidbriicken ausbilden kénnten (1.3.2.2).

In dieser Arbeit soll BACE zunachst hinsichtlich post-translationaler Modifizierungen und
endoproteolytischer Maturierung experimentell charakterisiert werden. Ferner soll die
subzellulare Lokalisierung und der zelluldre Transport von BACE in Zusammenhang mit der
Maturierung und der proteolytischen Aktivitdt untersucht werden. Es soll geklart werden in
welchen Zellkompartimenten die Protease BACE und das Substrat BAPP zusammen treffen.
BACE stellt zusammen mit BACE2 eine voéllig neuartige Gruppe von membrangebundenen
Aspartylproteasen dar (1.3.2.2 / 1.4). Es soll daher untersucht werden inwieweit die
Membrandomane und die cytoplasmatische Domane eine Bedeutung fir die katalytische
Aktivitat sowie den zelluldren Transport und die Lokalisierung von BACE haben. Damit wird die
Relevanz dieser Doménen fir die AB-Entstehung analysiert.

Daruber hinaus wird der Einfluss des Transports von BACE auf die Prozessierung von BAPP in
einem polarisierten Zellsystem, den MDCK Zellen, untersucht. Da ADAM-Proteasen und BACE
um das gleiche Substrat BAPP konkurrieren, soll untersucht werden, ob der Transport der
Proteasen den Zugang zum Substrat und damit die Prozessierung des Substrats beeinflusst.
Fir BAPP wurde ein polarisierter, basolateraler Transport beschrieben (1.5.2) (Haass et al.,
1994a), ob aber die BAPP prozessierenden Proteasen polarisiert transportiert werden, ist
unbekannt.

Zur weiteren Charakterisierung von BACE auferhalb des zelluldren Systems soll ein in vitro
Assay entwickelt werden. Dieser Assay kann auch zur Untersuchung von verschiedenen BACE-
Konstrukten auf enzymatische Aktivitat und zur Identifizierung von BACE-Inhibitoren eingesetzt
werden. Dazu soll der Assay auch im ,high-throughput® Verfahren einsetzbar sein und
industriell genutzt werden koénnen. Eine Inhibition von BACE wird als viel versprechender,
therapeutischer Ansatz fir die Alzheimer Krankheit diskutiert (Citron, 2004b; Vassar, 2002).
Eine Inhibition von BACE wirde genauso wie eine Inhibition der y-Sekretase die Entstehung
des Amyloid-Peptids, auch der AB4-Spezies, verhindern. Im Gegensatz zur y-Sekretase, fir die
eine Vielzahl von Substraten identifiziert wurde und die multiple, essentielle Funktionen in der
Zelldifferenzierung, der embryonalen Entwicklung, der Signaltransduktion (1.3.2.3) (Haass,
2004) und dem Erinnerungsvermdgen (Saura et al., 2004) ubernimmt, konnten fur BACE bisher
keine essentiellen Funktionen nachgewiesen werden. BACE defiziente Maus sind fertil und
zeigen keinen offensichtlichen Phanotyp (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al.,
2001), damit Iasst die Inhibition von BACE weniger Nebenwirkungen erwarten als die Inhibition

der y-Sekretase.
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2 Material und Methoden

2.1 Geréate und Materialien

2.1.1 Allgemein

Schiittler (KM2)

Uberkopf-Schiittler (Roto-shake Genie)
Thermoschittler (Thermomixer compact)
Magnetrihrer (IKAMAG RCT basic)
Vortex (Vortex Genie 2)

Wasserbad mit Schiittelvorrichtung (1083)
Mikrowelle

Heizblocke

Zentrifuge fur Eppendorfreaktionsgefalie (Biofuge pico)
Kahlzentrifuge fiir Eppendorfreaktionsgefalie (Biofuge fresco)

Vakuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator)

Kihlzentrifuge (Megafuge 1.0R)
Kihlzentrifuge (J2-21)

Rotoren: Type JA10, Type JA 20
Ultrazentrifuge (L7-55)

Rotoren: Ti 60, TH-641,
Tischultrazentrifuge (Optima Ultracentrifuge)

Rotoren: TLA-55, MLA-80, TLA-110

pH-Elektrode (Blueline 23 pH)
pH-Meter (Inolab pH Level 1)

Analysenwaage (Analytical+ 200 g - 0,0001 g)
Feinwaage (Standard 2000 g - 0,01 g)

Fotometer (SmartSpecTM 3000)
Einwegkulvetten (10 x 11x 45 mm)
Quarzkivetten (10 x 10 x 45 mm)

Warmeschrank 37°C (Function line)

Warmeschrank 56°C

Gefrierschrank -20°C

Kihlschrank 4°C

Material und Methoden

Edmund Buhler
Scientific Industries
Eppendorf

IKA Labortechnik
Scientific Industries
GFL

Bosch

Liebisch

Heraeus, Kendro
Heraeus, Kendro

Savant

Heraeus, Kendro
Beckman
Beckman
Beckman
Beckman, Sorvall
Beckman

Beckman

Schott
WTW

Ohaus
Ohaus

Bio-Rad
Sarstedt
Hellma
Heraeus
Heraeus
Elektolux

Elektrolux
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Autoklav (Tuttnauer 3850 EL)

Wasseraufbereitungsanlage (lonenaustauscher, Milli-Q academic)
Pipettierhilfe (Accu-Jet)

Einwegauslaufpipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml)

Pipettenspitzen (1 ml, 200 pl, 20 pl, 2 ul)

Reaktionsgefalte (50 ml, 15 ml, 2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml, 0,2 ml)
Centricon YM-10 -Konzentratoren

Dialyseschlauch (,cut-off* 12-14 kDa, 28 mm Durchmesser)

2.1.2 Molekularbiologie

PCR-Maschine (Mastercycler personal)
Schiittelinkubator (Certomat BS-1)
Elektrophoresekammern (Modell: B1; Modell: B2)
Agarosegeldokumentationseinheit
UV-Lampe (White/Ultraviolet Transilluminator)
Kamera (CCD Video Camera Module)
Dokumentation (Quickstore plus Il)
Drucker (p91), Mitsubishi

2.1.3 Zellkultur

Sterilwerkbank (Hera Safe HS12)

COso-Inkubator (Hera cell)

Bunsenbrenner (Vulcan)

Zentrifuge (Megafuge 1,0)

Wasserbad (Typ 1002 ; Typ 1003)

Mikroskop (Wiloverts 10x 4/10/20)

N>-Tank (Chronos)

Gefrierschrank -80°C (HFU 80)

Klonierungszylinder (8x8 mm)

Einfriergefal3e (Qualifreeze)

Einwegpipetten, steril (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Einweg-PP-Réhrchen, steril (15 ml, 50 ml)

Pasteurpipetten

Zelllifter

Zellkulturschalen (60 x 15 mm, 100 x 17 mm, 24 well, 12 well)

Filterkammern (Transwell, Polycarbonatmembran 3,0 um)
Durchmesser je Filter 12 mm (12-well Platte)
Durchmesser je Filter 24 mm (6-well Platte)

Sterilfiltereinheiten (250 ml, 500 ml)
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Systec
Millipore
Brand
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Millipore

Spectrapor

Eppendorf

B. Braun Biotech
Owl Separation Sys.
MS Laborgerate

Heraeus, Kendro
Heraeus, Kendro
Heraeus, Kendro
Heraeus, Kendro
GFL

Hund

Messer Griesheim
Heraeus, Kendro
Bellco

Qualilab
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Corning Costar
Nunc

Corning Costar

Nalgene



2.1.4 Proteinbiochemie und Immunocytochemie

Elektrophoresekammern
Mini-PROTEAN 3 electrophoresis cell
X Cell Sure LockTM Mini Cell
10-20% Tris-Tricine Fertiggele
Transferkammer: Mini Trans-Blot transfer cell
Gel Transfer Filterpapier
Immobilon-P (PVDF Transfer Membran)
Protran (Nitrozellulose Transfer Membran)
Spannungsquelle (Power Pac 300)
Geltrockner (Slab Gel Dryer 2000)
Phosphor-Imager (Storm 840)
Image Quant™ V4.2 (Software)
Scanner: Umax Astra 1220S
Filmentwicklungsgerat (Curix 60)
Roéntgenfilme Kodak-X-Omat DS
BioMax TMMR
Fluorimeter (Fluoroscan Ascent FL)
Filtersystem: Exitation 530nm / Emission 590 nm
Mikrotiterplatten (96-well, schwarz)
Sonifier (Cell Disruptor B 15)

Fluoreszenzmikroskop DMRB
100fach/1.3 Immersionsolobjektiv
Standard FITC und TRITC FluoreszenZfiltersets
Kamera: RT Monochrome Spot Camera

Software: MetaView Imaging Software

Konfokales Laser-Mikroskop TCS SP

100fach/1.4 Immersionsdlbjektiv plan-apochromatisch

Material und Methoden

Bio-Rad

Novex, Invitrogen
Novex, Invitrogen
Bio-Rad
Schleicher&Schuell
Millipore
Schleicher&Schuell
Bio-Rad

Savant

Molekular Dynamics

Molekular Dynamics
Agfa

Kodak

Kodak

Labsystems

Nunc

Branson

Leica

Diagnostic Instruments

Leica

Argonlaser: Exitationswellenlange 488 nm, Emmissionsfilter 490-530 nm

Bilder wurden mit 512 x 512 Pixel Auflésung aufgenommen

Photoshop 5.5, Universal Imaging Corporation Adobe
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2.2 Enzyme, Kits (Versuchssysteme), Chemikalien,

2.2.1 Allgemein

Nicht spezifisch aufgeflihrte Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck, Serva oder
Sigma bezogen. Sind keine anderen Angaben gemacht, so wurden die Chemikalien mit dem
Reinheitsgrad p.a. eingesetzt.

Alle Lésungern wurden mit voll entsalztem H,O angesetzt, das mit einer Milli-Q Anlage zur
bidest. Qualitat aufgereinigt wurde und einen elektrischen Widerstand >18.2 MQ cm bei 25°C
hat.

Bei Prozentangaben handelt es sich um Volumenprozent, soweit keine anderen Angaben

gemacht wurden.

2.2.2 Molekularbiologie

Agarose (Electrophoresis Grade)
Bacto-Agar
Bacto-Trypton
Hefe-Extrakt
Restriktionsendonukleasen
DNA-Molekulargewichts Marker (0,07-12,2 kb)
Alkaline Phosphatase (Shrimp)
RNAse A
T4-Ligase
DNA-Ligations Kit (Rapid Ligation Kit)
PCR-Kits
GC-rich PCR-System
Pwo PCR-System
NucleoSpin Extract
PCR-Produkt Aufreinigungs Kit (PCR Clean-up)
DNA-Elution aus dem Gel
NucleoSpin Plasmid DNA-Aufreinigungs Kit
DNA-Aufreinigung im groRen Mafstab (AX500 Nucleobond)
E. coli - K12 Stamm: DH5a

2.2.2.1 Vektoren

Eukaryotische Expressionsvektoren
pcDNA3.1 Zeo+
pcDNA4/myc-His Zeo
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Gibco, Invitrogen
Becton, Dickinson
Becton, Dickinson
Becton, Dickinson
Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Roche Biochem.
Sigma

Roche Biochem.

Roche Biochem.
Roche Biochem.

Roche Biochem.

Macherey Nagel

Macherey Nagel
Macherey Nagel

Invitrogen
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2.2.2.2 Oligonukleotide und cDNA Konstrukte

Restriktions-

Konstrukt Oligonukleotide Vektor .
schnittstellen

5°-cgcgaattcgggceccaccagtgcccaagecctgecctgg-3° .

BACE-wt e9egaatesd gigeeeaageceigeectas pcDNA4/myc-His A | EcoRI/Xhol
5’-cgcctcgagcttcagcagggagatgtcatc-3
5'-cgcgaattcgggceccaccagtgcccaagcecctgecctgg-3° .

BACE-AC | - ©9°9e7c098 gigeeeaageerigecciog pcDNA4/myc-His A | EcoRI/Xhol
5°-cgcctcgagcaccatgaggcagagtggcag-3
5'-cgcgaattcgggceccaccagtgcccaagecctgecctgg-3° .

BACE-L 09egaaTeads gigeecaageerigeecias pcDNA4/myc-His A | EcoRlI/Xhol
5°-cgcctcgagggttgactcatctgtctgtgg-3
5°-cgcgaattcgggcccaccagtgcccaagecctgecctgg-3°
5"-ctcttcgteggtcetetgegggecagecgecagece-3° R .

BACE R45A |~ 0 00 007e1c069890a9ee66ag , pcDNA4/myc-His A | EcoRlI/Xhol
5°-gggctgcggcetgcccgcagagaccgacgaagag-3” F
5’-cgcctcgagcttcagcagggagatgtcate-3°
5’-cgcgaattcgggcccaccagtgcccaagcecctgecctgg-3°

BACE gegaaticagd gigeeeaageeeigecciad pcDNA3.1 Zeo+ | EcoRI/Xhol
5°-cgcctcgagtcacttcagcagggagatgtc-3°

BACE 5°-cgcgaattcgggceccaccagtgcccaagecctgecctgg-3°
egegaatiegds glgeecaageccigecciag pcDNA3.1 Zeo+ | EcoRI/Xhol

STOP 94 5’-cgcctcgagtcaagcaaagtcatcatgetggeg-3
5'-cgcggatccatgacagagttacctg-3°

PS1 geagaiceatgacagagracciy pcDNA3.1 Zeo+ | BamHI/Xhol

5’-cgcctcgagcetagatataaaattgatg-3°

Tabelle 1: Oligonukleotide fiir die PCR

Aufgefiihrt sind die fiir die PCR-Ansatze der verschiedenen cDNA-Konstrukte verwendeten Oligonukleotide, jeweilsvom
m 5’- zum 3’-Ende, die Klonierungsvektoren und die zur Klonierung benutzten Restriktionsschnittstellen.

2.2.3 Zellkultur

DMEM (mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvate)

Optimem1 (mit Glutamax-I)
MEM (ohne Methionin, mit L-Glutamin)
MEM Select Amine Kit

FKS

FKS (dialysiert)
Trypsin-EDTA (in HBSS)
L-Glutamin (100x, 200mM)

n-Buttersdure (Na-Salz)

DMSO

PAA

Gibco, Invitrogen

Sigma

Gibco, Invitrogen

PAA

Gibco, Invitrogen

Gibco, Invitrogen

Gibco, Invitrogen

Sigma
Merck
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Antibiotika
Penicillin/Streptomycin (5000 U/ml / 5 mg/ml)
G418 (Geneticin)
Zeocin™ (100 mg/ml)

Transfektionsreagenz FUGENE™,

Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen

Roche Biochem.

Poly—L—Lysin (MW 111000) Sigma
HEK 293 (human embryonic kidney 293) Zellen ATTC
MDCK strain Il (Madin-Darby canine kidney) Zellen ATTC
2.2.3.1 Transfizierte HEK 293 und MDCK Zelllinien
Name Zelllinie ﬁberpi);;:;iir:;e rte Resistenz (Fur nizcitttage_lb_st
hergestellte Linien)
BAPPwt HEK 293 BAPPgoswt G418 | (Haass etal., 1992a)
BAPPsw HEK 293 BAPPggssw G 418 (Citron et al., 1992)
BACE-wt | HEK 293/BAPPwt BABP ot ZGeg;ii
BACE-AC | HEK 293/BAPPwt et S48
BACE-L HEK 293/BAPPwt Bé‘iggr’t Seg;ii
BACE R45A | HEK 293/BAPPwt B[X*CP; ooty ZGeg;ii
BAPP MDCK BAPPGoswt G418 | (Haass et al., 1994a)
BAPPAC MDCK BAPPGosAC G418 | (Haass et al., 1995c)
BAPP BACE | MDCK/BAPPwt BAE': :Cﬁgé""t ZGeg::ii
BACE STOPis|  MDCK/BAPPWE | o P2F g?rgg)"g494 ?eg::ii
BAPPAC BACE| MDCK/BAPPAC BAEE%*?EAC Se;‘;ii
PS1wt MDCK/BAPPwt BAPPS'?&;"" ZGeg::ii

Tabelle 2: Bezeichnung und exogene Proteinexpression der benutzten Zelllinien

Aufgefiihrt sind alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten, genetisch veranderten Zelllinien. Angegeben ist der Name
der jeweiligen Ursprungszelllinie, alle exogen exprimierten Proteine und die entsprechenden Resistenzen zur Selektion
der Einzelzellklone. Fur nicht selbst erstellte Zelllinien ist die entsprechende Referenz angegeben.
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2.2.4 Proteinbiochemie und Immunocytochemie

Pro-Mix L-[**S] Cell Labelling Mix (530 MBg/ml, 37 TBg/mmol)

L-[2,3,4,5,6-°H] Phenylalanin (37 MBg/ml, 4,85 TBg/mmol)

N-Glycosidase F
Endoglycosidase H
Tunicamycin
Monensin (Na-Salz)
Brefeldin A
EZ-LinkTM-Sulfo-NHS-LC-Biotin
Protein Assay (nach Bradford)
Rinderserum Albumin (BSA, Fraktion V)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Acrylamid-Lésung 40 % (Acrylamid - Bis-Acrylamid 37,5:1)
Molekulargewichtsmarker
Low-Range Marker (2,3-43 kDa)
Full-Range Rainbow Marker (10-250 kDa)
Protein-A Sepharose CL-4B (PAS)
ECL Western Blotting Kit
ECL-Plus Western Blotting Kit
Silberfarbe-Kit (Silver Stain Plus)
Amplify Fluorografie Reagenz
Protease Inhibitor Cocktail (for Mammalian Cell Extracts)
Ni-NTA-Agarose
Mowiol 4-88 (Hochst)

Immersions6l N518

2.2.4.1 Antikorper

Material und Methoden

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences

Roche Biochem.
Roche Biochem.
Sigma

Sigma

Sigma
KMF-Laborchemie
Bio-Rad

Sigma

Merck

Q BioGene

Gibco, Invitrogen
Amersham Biosciences
Sigma

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Bio-Rad

Amersham Biosciences
Sigma

Qiagen
Kremer-Pigmente

Zeiss

Bei den in der Maus hergestellten Antikérpern (AK) handelt es sich ausnahmslos um

monoklonale AK. Fur die Herstellung der polyklonalen AK gegen BACE wurden synthetische

Peptide einer potentiell antigenen Region des Proteins an KLH (keyhole limpet hemocyanin)

gekoppelt und zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Die Synthese und Kopplung der

Peptide, sowie die Immunisierung der Kaninchen und die Gewinnung der Antiseren wurden von

der Firma Eurogentec durchgefiihrt.
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Bezeichnung | Antigen (AS) Wirt IP wB IF Bezugsquelle
AK anti- Dr. H.-P. Hauri, Basel
Gianti human Giantin Maus --- --- [1:10000| (Linstedt und Hauri,

iantin
1993)
c-myc . . . Hybridomabank,
AK 9E10 (AS 410-419) Maus 1:500( 1:5000 | 1:500 University of lowa
BACE . ) . . Dr. Gerd Multhaup,
AK GM190 (AS 22-45) Kaninchen | 1:200| 1:500 | 1:200 Berlin
BACE ; ) . .
AK 7523 (AS 46-60) Kaninchen | 1:300| 1:1000 | 1:300
BACE . i )
AK 7520 (AS 482-501) Kaninchen | 1:300| 1:1000 -
BAPPggs ; . . .
AK 6687 (AS 676-695) Kaninchen | 1:300| 1:600 (Capell et al., 2000)
BAPPggs - _ . .
AK 5313 (AS 444-592) Kaninchen | 1:300| 1:600 - (Steiner et al., 1999a)
BAPPggs . i ) . Dr. D.J. Selkoe, USA
AK 1736 (AS 595-611) Kaninchen | 1:300| 1:600 (Haass et al., 1992b)
AB . ) ) .
AK 3926 (AS 1-40) Kaninchen | 1:300| 1:1000 -—- | (Wild-Bode et al., 1997)
PS1 ; . .
AK 3027 (AS 263-407) Kaninchen | 1:300| 1:2000 - (Capell et al., 1998)
PS1 Dr. Ralph A. Nixon,
AK PS1-NT Maus --- 11:2000 - USA (Capell et al.,
(AS 2-80) 1997)
NCT ; . . .
AK NCT-CT (AS693-709) Kaninchen | 1:500| 1:5000 - Sigma

Tabelle 3: Ubersicht der Primér-Antikdrper

Angegeben ist die Bezeichnung des Antikorpers (AK), das zur Immunisierung eingesetzte Antigen und die benutzten
Verdiinnungen in der Immunoprazipitation (IP), im Western Blot (WB) und in der Immunofluoreszenz (IF). Wurde der AK
bereits in anderen Arbeiten eingesetzt ist das entsprechende Zitat angegeben. Bei kommerziell erworbenen oder von
anderen Arbeitsgruppen freundlicherweise zur Verfiigung gestellten AK ist die Bezugsquelle angegeben.

Bezeichnung Antigen Wirt Applikation | Verdiinnung Firma
anti-aninchen- Kar‘lg‘ghe” Ziege WB 1:20000 Promega
ant;l\égus- Maus IgG Ziege WB 1:10000 Promega
anti-Kﬁgsilr}chen- Kanligéhen Esel WB 1:10 Amersham
AIexaEgFrluur%r 488 Kanligéhen Ziege IF 1:250 Mg:ggglsar
Alexa (I;I)Ltj;)r 594 Kanligéhen Ziege I 1:500 Mlg:ggzlsar
A'exaEgFr'[;‘r%r 488 | Mausigc | Ziege IF 1:250 Molecular
Alexa (f(';t‘;’r 9% | Mausigs | Ziege IF 1:500 Molecular

Tabelle 4: Ubersicht der Sekundir-Antikérper

Angegeben sind die Bezeichnungen der AK, die Antigene, gegen die die AK gerichtet sind, die Spezies in denen die AK
generiert wurden, die Applikationen und eingesetzten Verdinnungen der AK, sowie die Bezugsquellen.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 PCR (Polymerasekettenreaktion)

Die BACE cDNA wurde aus einer humanen cDNA Genbank isoliert und freundlicherweise von
Dr. Steiner zur Verfigung gestellt. Fir die Umklonierung von humanem BACE und zur
Generierung der Stoppkonstrukte wurde die PCR mit dem ,Pwo-DNA-Polymerase Kit“ oder
dem ,GC-rich Kit* durchgefuhrt.

Reaktionsansatz:

0,5 pl cDNA Template (ca. 1 pg/pl)
0,5 I 3'-Oligonukleotid (100 pM)

0,5 I 5’-Oligonukleotid (100 uM)

2 ul dNTP-Mix (je 10 mM)

2 pl Pwo-DNA-Polymerase (1 U/pl)

5 pl Reaktionspuffer komplett (10x)
mit H,O bidest. auf 50 yl Endvolumen

Die entsprechenden Reaktionsansatze wurden gemischt und in der PCR-Maschine mit

folgendem Programm prozessiert:

Denaturierung: 94°C, 2min
10Zyklen:

Denaturierung : 94°C, 30 s
Annealing : 50°C, 30 s
Elongation: 72°C, 2 min
20 Zyklen:

Denaturierung : 94°C, 30s
Annealing : 50°C, 30s
Elongation: 72°C, 2 min
Elongationsverlangerung: 20 s je Zyklus
Verlangerte Elongation: 72°C, 5 min

Die Produkte der jeweiligen PCR wurden in 1 % (w/v) Agarosegelen aufgetrennt (2.3.2), die
amplifizierten DNA-Fragmente wurden aus dem Gel eluiert und anschlieRend mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen nachgeschnitten (2.3.4). Die so erhaltenen DNA-

Fragmente wurden in den Expressionsvektor subkloniert (2.3.6).
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2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

TBE-Puffer (Stocklésung 10fach):
900 mM Tris, 900 mM Borsaure, 20 mM EDTA, in dH,0, pH 8,0

DNA-Ladepuffer (Stocklosung 6fach):
30 %(v/v) Glycerin, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylen Cyanol FF in dH,O

Ethidiumbromid (Stocklosung 50000fach):

10 mg/ml in dH,O

Zur elektrophoretischen Trennung und Analyse von linearisierten DNA-Fragmenten,
superhelikaler Plasmid-DNA sowie zur préparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden
0,8-2 % (w/v) Agarosegele eingesetzt. Die entsprechende Menge Agarose wurde in der
Mikrowelle in TBE-Puffer gelést, nach Abkihlung wurde Ethidiumbromid zu einer
Endkonzentration von 0,2 pg/ml zur Agarosegellésung gegeben. Nach Mischung wurde die
Gellésung in die Gelkammer gegossen und der gewinschte Probentaschenkamm wurde
eingesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/6 Volumen 6fach DNA-
Ladepuffers versetzt. Als GroRenstandard diente eine 1 kbp DNA-Leiter. Die Elektrophorese
wurde bei konstanter Spannung 80-120 V (je nach GréRRe des Gels) mit TBE-Puffer in Agarose-

Gelkammern durchgeflhrt.

2.3.3 Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen

Die gewinschte DNA-Bande wurde mit Hilfe eines UV-Lichtschirms lokalisiert, mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des ,Nucleo Spin Extract Kits®
entsprechend der Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.

Nach enzymatischen DNA-Modifikationen wurde der Reaktionsansatz ohne Auftrennung im
Agarosegel mit dem ,Nucleo Spin Extract Kit“ entsprechend der Vorschrift des Herstellers

aufgereinigt.

2.3.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fir analytische Ansatze nach Plasmidpraparationen wurde 1 ug Plasmid-DNA, in dem vom
Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer, mit 10 U der entsprechenden Restriktionsenzyme, in
einem Endvolumen von 20 pl fir 3-4 h bei 37°C inkubiert. Die Analyse der Restriktion erfolgte
mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.3.2).

Fur praparative Ansatze im Rahmen der Klonierung wurden 2-5 ug Plasmid-DNA oder das
entsprechenden PCR-Produkt, in dem vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer, mit 10 U
der entsprechenden Restriktionsenzyme (2.3.4) in einem Endvolumen von 40 ul fir 6-8 h bei
37°C inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden anschlieend isoliert und aufgereinigt (2.3.3).
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2.3.5 Dephosphorylierung von DNA

Vor einer Ligation (2.3.6) wurden die 5'-Phosphatgruppen des linearisierten Vektors (2.3.4) mit
Shrimp alkalischer Phosphatase (SAP) entfernt, um intramolekulare Selbstligation zu
verhindern (Sambrook und Russel, 2001). Dazu wurden 5-10 ug linearisierte Plasmid-DNA mit
1 U SAP in dem Reaktionspuffer des Herstellers, in einem Gesamtvolumen von 200 pl, 1-2 h
bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend unter Verwendung des ,Nucleo Spin
Extract Kits“ gereinigt (2.3.3).

2.3.6 Ligation von DNA

Die Insertion des mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdauten DNA-Fragments in
den zuvor linearisierten und dephosphorylierten Plasmid Vektor erfolgte mit Hilfe der T4 DNA-
Ligase. 200-300 ng Vektor, 0,5-1 ug des entsprechenden DNA-Fragmentes, 1ul (5 U) T4 Ligase
im Ligationspuffer des Herstellers wurden in einem Endvolumen von 20 ul, 1 h bei RT inkubiert.
Parallel wurde zur Kontrolle der Relegationsfahigkeit des Vektors der Vektor ohne Insert sowie
mit und ohne Ligase inkubiert.

Alternativ wurde der ,Rapid DNA Ligation Kit* entsprechend der Herstellerangaben eingesetzt.

10 pl des Ligationsansatzes wurden zur Transformation in kompetente E. coli verwendet (2.3.8).

2.3.7 E. coli Kulturen

LB-Medium (Low Salt Luria-Bertani Medium):

1 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5 % (w/v) NaCl in dH,O pH 7,0 mit NaOH eingestellt; autoklaviert
(120°C; 1,2 bar, 20 min). Vor Benutzung wurden Selektionsantibiotika zugesetzt (Ampicillin 100 pg/ml).

LB-Agar-Platten (1,5 % (w/v)):

15 g/l Bacto-Agar in LB-Medium, autoklaviert (120°C; 1,2 bar 20 min). Nach Abkuhlung auf ca. 50°C wurden die
entsprechenden Selektionsantibiotika zusetzen (Ampicillin 100 pg/ml) und Platten (sterile Bakterienschalen, 10 cm
Durchmesser) gegossen.

Ampicillin (Stocklosung 1000fach):

100 mg/ml in dH,0, steril filtriert. Aliquote wurden bei -20°C gelagert.

E. coli Bakterien (DH5a) wurden, soweit nicht anders angegeben, Uber Nacht bei 37°C, im
Schittelinkubator mit 200 UpM im gewunschten Volumen LB-Medium kultiviert.

Zur Separierung von Einzelklonen wurden Kulturen auf LB-Agar-Platten ausgestrichen und tber
Nacht bei 37°C im Warmeschrank inkubiert.

Ampicillin wurde bei Bedarf als Selektionsantibiotikum zugesetzt.

2.3.8 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

CaCl,-Puffer:

50 mM CaCl,, 10 mM Tris pH 8,0 in dH,0

Eine DH5a-Ubernachtkultur einer einzelnen Kolonie wurde 1:100 in LB-Medium verdiinnt und
im Schittelinkubator bei 37°C / 200 UpM bis zu einer ODgo von 0,5 inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen pelletiert (3500 g, 10 min, 4°C) und in 1/2 Ausgangs-Kulturvolumen,

eiskaltem CaCl,-Puffer resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut,
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wie oben beschrieben, pelletiert und in 1/20 Kulturvolumen eiskaltem CaCly-Puffer
resuspendiert. Die so hergestellten kompetenten Zellen wurden entweder direkt fir die
Transformation verwendet oder in 20 % Glycerol/CaCl,-Puffer resuspendiert, aliquotiert und bei
-80°C gelagert.

2.3.9 Transformation von DNA-Konstrukten in kompetente
Bakterien

100 pl kompetente, evil. auf Eis aufgetaute, DH5a-Suspension (2.3.8) wurde mit 10 pl
Ligationsansatz bzw. Kontrollansatzen (2.3.6) oder 0,2 ug Plasmid DNA versetzt und 30 min auf
Eis inkubiert. Um eine Aufnahme der DNA in die Zelle zu ermdglichen, wurden die Zellen fir 2
min bei 42°C (Hitzeschock) und weitere 2 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz mit 1 ml LB-Medium versetzt und 1 h bei 37°C / 800 UpM in einem
Thermoschuttler inkubiert. Die Zellen wurden 20 s bei 16000 g abzentrifugiert, in 200 ul LB-
Medium resuspendiert und auf Ampicillin enthaltende LB-Agar-Platten ausplattiert. Nach 16-24
h Inkubation bei 37°C wurden Klone von der Ligations-Platte gepickt und auf Einbau des

gewuinschten DNA-Fragments untersucht (2.3.10).

2.3.10 Praparation von Plasmid-DNA in kleinem MaRstab (Mini-Prap)

Mini-Prap-Losung:
10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, 0,5 % (w/v) SDS in dH,0

Na-Acetat-Losung:
3,0 M Na-Acetat, pH 5,2

RNAse (DNAse-frei):

10 mg/ml Ribonuklease A (RNAse) in Tris-Puffer (10 mM Tris, pH 7,5; 10 mM NaCl), 15 min bei 100°C erhitzen,
langsam auf RT abkuhlen. Aliquote bei -20°C lagern.

Zur ldentifizierung rekombinanter E. coli Klone wurden kleine Mengen Plasmid-DNA nach einer
veranderten Version (Zhou et al., 1990) der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) isoliert.
1 ml einer 2 ml E. coli Ubernachtkultur wurde im Eppendorfreaktionsgefalt zentrifugiert (16000
g, 15 s, RT). Der Uberstand wurde teilweise dekantiert, wobei ca. 100 ul im Reaktionsgefal
verblieben. Das Sediment wurde durch vortexen resuspendiert und mit 300 ul Mini-Prap-Lésung
versetzt und vorsichtig gemischt. Nach ca. 5 min Inkubation bei RT wurden zur Neutralisation
150 pl Na-Acetat-Lésung zugegeben und invertierend gemischt. Die unldslichen Bestandteile
(chromosomale DNA und Zellbruchstiicke) wurden durch Zentrifugation (16000 g, 10 min, 4°C)
abgetrennt, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefaly tberfiihrt und die Plasmid-DNA mit 1
ml -20°C kaltem Ethanol (100 %) aus dem Uberstand gefallt. Nach 10 min Inkubation wurde die
Plasmid-DNA durch Zentrifugation prazipitiert (16000 g, 15 min, 4°C) und mit 500 pl eiskaltem
Ethanol (70 %) gewaschen. Der Uberstand wurde dekantiert und das DNA-Pellet bei 37°C bis
zur Ethanolfreiheit getrocknet. Das DNA-Pellet wurde anschlieRend in 30 pul RNAse/dH,O-
Lésung (1 pg/pl) resuspendiert und 15 min bei 37°C inkubiert. 5 pl der so erhaltenen Plasmid-
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DNA wurden zur Kontrolle der DNA-Fragment-Integration im analytischen Mafistab mit
Restriktionsendonukleasen verdaut (2.3.4).

Alternativ wurden DNA Mini-Praparationen mit dem ,Nucleo Spin Plasmid DNA-Reinigungs Kit*
entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Die so aufgereinigte DNA konnte direkt zur

Sequenzierung und Transfektion eingesetzt werden.

2.3.11 Praparation von Plasmid-DNA in groBem MaRstab (Maxi-Prap)

300 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum wurden mit der Vorkultur
des gewinschten E. coli Klons angeimpft und tUber Nacht bei 37°C unter Schitteln (800 UpM)
inkubiert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (8000 g, 20 min, 4°C). Die Lyse des Bakterien-
Pellets und die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem ,Nucleobond AX 500 Kit“ nach den
Anweisungen des Herstellers. Die von der Saule eluierte Plasmid-DNA wurde mit 0,7
Volumenanteilen Isopropanol gefallt und durch Zentrifugation (10000 g, 45 min, 4°C) pelletiert,
nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol wurde das DNA-Pellet in 300yl dH,O
aufgenommen. Die DNA Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt. Die DNA wurde 1:100 verdinnt und die Absorption gegen H,O gemessen. Die
Konzentration berechnet sich aus: Ay x Verdinnung x 50 pg/ml  (molarer
Extinktionskoeffizient). Zur Uberpriifung der DNA auf Fragmenteinbau wurde 1 ug DNA im
analytischen MaRstab mit geeigneten Restriktionsendonukleasen verdaut (2.3.4) und im

Agarosegel aufgetrennt (2.3.2).

2.3.12 Sequenzierung der DNA-Konstrukte

Alle hergestellten DNA-Konstrukte wurden zur Verifizierung sequenziert. Die Sequenzierung der
DNA wurde von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt. Die ermittelte Sequenz
wurde mit der gewlnschten Sequenz im Programm ,HUSAR ProfAlign“ des Bioinformatik

Services der DKFZ (Heidelberg) verglichen.

2.4 Zellkultur

2.4.1 Kultivierung und Verdiinnung von HEK 293 Zellen

PBS-Puffer (steril):

140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,4 und 1,75 mM KH,PO, in dH,0O, pH 7,4 mit HCI eingestellt, autoklaviert (120°C, 1,2 bar,
20 min)

Kulturmedium (Grundmedium):

10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin (Stocklésung (100fach) Endkonzentration: 50 U/ml / 50 pg/ml) in DMEM (mit
Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat)

Die Kultivierung der HEK 293 Zellen erfolgte, nach Standardprotokollen (Kruse and Patterson,
1973), bei 37°C, 5 % CO, und Feuchtigkeitssattigung, im CO,-Inkubator. Die Zellen wachsen
adherent. Sie wurden bei Konfluenz mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und mit Trypsin-EDTA-

Lésung abgeldst. Fur eine Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm wurde 1,5 ml Trypsin-
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EDTA-L6sung eingesetzt. Die abgeldsten Zellen wurden sofort in 6 ml Kulturmedium
aufgenommen, um den Trypsinierungsvorgang zu stoppen, und in sterile 15 ml
Zentrifugationsrohrchen (berfuhrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (400 g,
5 min, RT), in Kulturmedium resuspendiert und in einer Verdinnung von 1:4 bis 1:8 wieder
ausgesat. Die Verdopplungsrate betragt ca. 24-36 Stunden.

2.4.1.1 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Einfriermedium:
90 % FKS, 10 % DMSO

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden konfluente Zellmonolayer einer 10 cm Petrischale wie
unter 2.4.1 beschrieben pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Einfriermedium (4°C)
resuspendiert und in ein Kryoréhrchen Gberfiihrt. Die Kulturen wurden in Einfrierboxen, die eine
langsame, definierte Abkihlung gewahrleisten, bei -80°C eingefroren und zur Dauerlagerung
nach ca. 1 Woche in den flussigen Stickstofftank Uberfihrt. Die Zellkonzentration im

Einfriermedium betragt ca. 5x10° Zellen /ml.

2.4.1.2 Transfektion von HEK 293 Zellen mit rekombinanter DNA

Selektionsmedien:

Die gewiinschten Selektionsantibiotika wurden in der angegebenen Konzentration zu dem Grundmedium zugegeben:
G418 (Geneticin) Stocklésung (100 mg/ml), Endkonzentration 400 pg/ml, Zeocin™ Stocklésung (100 mg/ml),
Endkonzentration 200 pg/ml.

Die entsprechenden Zellen wurden in einer 10 cm Schale bis zu einer Konfluenz von ca. 80 %
kultiviert und mittels FUGENE ™ gemal den Anweisungen des Herstellers mit der gewiinschten
Plasmid-DNA transfiziert. Im Falle einer transienten Transfektion wurden die Zellen 24-48 h
nach der Transfektion fur das entsprechende Experiment eingesetzt. Zur Selektion stabiler
Einzelzellklone wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion in verschiedenen Verdinnungen
(1:50-1:400) in das entsprechende Selektionsmedium umgesetzt. Je nach Antibiotikum
bendétigte eine vollstandige Selektion 1-3 Wochen. Untransfizerte Zellen waren abgestorben und
stabile Einzelzellklone waren zu Zellhaufen herangewachsen. Die Einzelzellklone wurden von
der geeigneten Verdinnungsplatte unter Verwendung steriler Klonierungszylinder isoliert, mit
Trypsin-EDTA-L&sung abgeldst und in 12-well-Platten transferiert.

Die Zellen wurden anschlie®end weiter vermehrt, je Zellklon wurden zwei 6 cm Schalen
angelegt, die Zellen einer Schale wurden als Dauerkultur eingefroren, die der anderen Schale
wurden lysiert, in der SDS-PAGE aufgetrennt (2.5.3.3) und auf Expression des exogenen
Proteins im Western Blot analysiert (2.5.3.5).
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2.4.1.3 Beschichtung von Kulturschalen und Deckglaschen mit Poly
L-Lysin

Poly-L-Lysin (Stocklosung 100fach fiir Deckglaschen, 1000fach fiir Kulturschalen):
10 mg/ml Poly-L-Lysin in sterilem dH,O

PBS-Puffer:

140 mM NacCl, 10 mM Na,HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0, pH 7,4; autoklaviert

Fur einige Experimente mussten Zellkulturschalen mit Poly-L-Lysin beschichtet werden, um
eine bessere Haftung der HEK 293 Zellen zu erreichen. Hierzu wurden Kulturschalen fir 1-2 h
bei 37°C mit einer Poly-L-Lysin-Lésung (10 pg/ml) im COo-Inkubator inkubiert und anschlief3end
5-mal mit sterilem dH,O gewaschen. Sollten die Schalen sofort benutzt werden, wurden sie
1-mal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen, andernfalls wurden die Schalen in der Sterilbank
getrocknet, steril verpackt und bei 4°C gelagert.

Glasdeckglaschen mussen, um ein Zellwachstum zu ermdglichen, immer beschichtet werden.
Deckglaschen wurden tUber Nacht in 70 % Ethanol sterilisiert oder zur Serilisation autoklaviert
(120 °C, 1,2 bar, 20 min). Nach der Sterilisation wurden sie vollstandig mit Poly-L-Lysin-Lésung
(100 ug/ml) bedeckt und 2 h bei 37°C oder Uber Nacht bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden

die Deckglaschen 5-mal mit sterilem dH,O gewaschen und in sterilem dH,O gelagert.

2.4.1.4 Zahlen von Zellen

Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.4.2 Kultivierung der MDCK Zellen

2.4.2.1 Verdunnung, Kryokulturen und Transfektion

Selektionsmedien:

Die gewilinschten Selektionsantibiotika wurden in der angegebenen Konzentration zu dem Grundmedium zugegeben:
G418 (Geneticin) Stocklésung (100 mg/ml), Endkonzentration 800 pg/ml, Zeocin™ Stocklésung (100 mg/ml),
Endkonzentration 400 ug/ml

Die Kultivierung der MDCK Zellen erfolgte analog zu der von HEK 293 Zellen (2.4.1).
Unterschiede ergaben sich nur bei der Transfektion. Da MDCK Zellen sehr schlecht zu
transfizieren sind, konnten transiente Transfektionen nicht durchgefiihrt werden, und um stabile
Einzellzellklone zu erhalten, wurden die Zellen 24 h nach Transfektion in einer Verdiinnungen
von 1:5 in das entsprechende Selektionsmedium umgesetzt. Die Konzentration der
Selektionsantibiotika ist bei MDCK Zellen hoher als bei HEK 293 Zellen (2.4.1.2). Je nach
Antibiotikum bendtigte eine vollstdndige Selektion 3-4 Wochen. Um 1-2 hoch exprimierende

Klone zu erhalten, mussten ca. 20 Einzelzellklone isoliert werden.
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2.4.2.2 Wachstum von MDCK Zellen in Filterkammern

Medium fiir auf Filtern wachsende MDCK Zellen:
20 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin in DMEM (mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat)

Medium mit Na-Butyrat:

10 mM Na-Butyrat (Stocklésung (100fach): 1 M Na-Butyrat in sterilem dH,0) in Grundmedium oder in Filtermedium
MDCK Zellen wurden zur Ausbildung eines polarisierten ,Monolayers® auf Transwell™-Filter
ausgesat und 5-6 Tage bei taglichem Mediumwechsel kultiviert. Die FKS Konzentration des
Grundmediums wurde auf 20 % erhdht.

Fir biochemische Experimente wurden Filter mit einem Durchmesser von 24 mm eingesetzt,
das apikale Medienvolumen betrug 1,5 ml, das basolaterale 2,6 ml. Es wurden ca. 2,5 x 10°
Zellen auf einen 24 mm Filter ausgesat.

Fir cytochemische Untersuchungen wurden Filter mit einem Durchmesser von 12 mm
eingesetzt, das apikale Medienvolumen betrug 0,5 ml, das basolaterale 1,5 ml. Es wurden ca.
6 x 10° Zellen auf einen 12 mm Filter ausgesat.

Zur Erhdéhung der Expression der exogen exprimierten Proteine wurden die MDCK Zelllinien
Uber Nacht, d.h. 15-18 h, mit 10 mM Na-Butyrat behandelt (Gottlieb et al., 1986).

2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.5.1 Herstellung von Zelllysaten

2.5.1.1 Gesamtproteinlysat

PBS-Puffer:
140 mM NacCl, 10 mM Na,HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0, pH 7,4; autoklaviert

STEN-Lysepuffer mit BSA:
50 mM Tris pH 7,6; 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % NP-40, 2 mg/ml BSA in dH,0

STEN-Lysepuffer ohne BSA:

50 mM Tris pH 7,6; 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % NP-40 in dH,0

Konfluente Monolayer von HEK 293 oder MDCK Zellen wurden auf Eis 2-mal mit eiskaltem
PBS-Puffer gewaschen und anschlief3end in 1 ml PBS-Puffer abgeschabt. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation (1000 g, 5 min) pelletiert, in STEN-Lysepuffer Puffer resuspendiert (800 pl
pro 10 cm Schale, 400 pl pro 6 cm Schale) und 15 min auf Eis inkubiert. Die unléslichen
Bestandteile, wie Cytoskelett und Zellkerne, wurden durch Zentrifugation (16000 g, 20 min, 4°C)
abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Sollten die Zelllysate
direkt in der SDS-PAGE aufgetrennt werden, wurde STEN-Lysepuffer ohne BSA eingesetzt,
sollte jedoch das Zelllysat zur Immunoprazipitation eingesetzt werden, wurde STEN-Lysepuffer

mit BSA benutzt. Zur Lagerung wurden Lysate bei -20°C eingefroren.
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2.5.1.2 Membranproteinlysat

PBS-Puffer:
140 mM NacCl, 10 mM Na,HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0, pH 7,4; autoklaviert

Hypotoner-Puffer:
10 mM Tris pH 7,6; 10 mM KCI, 1,5 mM Mg-Acetat in dH,O

STEN-Lysepuffer ohne BSA:

50 mM Tris pH 7,6; 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % NP-40 in dH,0

Konfluente Monolayer einer 10 cm Schale von HEK 293 oder MDCK Zellen wurden auf Eis
2-mal mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und anschlieffend in 1 ml PBS-Puffer abgeschabt.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation (400 g, 5 min) pelletiert, in 1 ml kaltem hypotonen Puffer
resuspendiert und zum Schwellen 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden durch 15-maliges
Aufziehen der Suspension mit einer 2 ml Spritze durch eine 0,6 mm Injektionskantile geéffnet.
Zellkerne und Cytoskelett wurden durch Zentrifugation (3000 g, 10 min, 4°C) abgetrennt und die
Membranen anschlieBend durch Ultrazentrifugation (100000 g, 1 h, 4°C) aus dem Uberstand
pelletiert. Das Membranpellet wurde entweder direkt in 30-60 yl SDS-Probenpuffer (2.5.3.1) bei
37°C im Schiuttelinkubator geldst, oder in 50-100 yl STEN-Lysepuffer ohne BSA resuspendiert.
Unlésliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt (16000 g, 20 min, 4°C), aus

dem STEN-Membranlysat wurde die Proteinkonzentration ermittelt.

2.5.2 Proteinbestimmung

BSA-Standard Losung

2 mg/ml BSA

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Gesamt- oder Membranproteinlysaten erfolgte
mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assay Kit und basiert auf der Methode nach Bradford (Bradford,
1976).

1-2 pl der zu messenden Probe wurden in einer 1 cm Einwegkuvette vorgelegt, mit 1 ml der 1:5
verdunnten Bio-Rad Protein Assay Reagenzl6sung versetzt, nach mindestens 5 min Inkubation
bei RT wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm fotometrisch ermittelt. Parallel
wurde eine Kalibrierkurve mit 2-10 ug BSA angesetzt. Alle Proben und die Kalibierstandards
wurden als 3fache Bestimmung angesetzt. Die Funktion der Kalibrierkurve wurde durch lineare
Regression ermittelt, und aus der Funktion der Kalibrierkurve wurde die Proteinkonzentration

der Proben berechnet.
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2.5.3 Nachweis von Proteinen

2.5.3.1 TCA-Fallung von Proteinen

20 % Trichloressigsaure (TCA)

Aceton

SDS-Probenpuffer (2fach)

20 % Glycerin, 4 % (w/v) SDS, 5 % B-Mercaptoethanol, 125 mM Tris pH 6,8; 0,005 % Bromphenol blau

Die Proben wurden mit einem Volumen 20 %iger-TCA-L&ésung versetzt, 30 min auf Eis inkubiert
und anschlielend zentrifugiert (16000 g, 30 min, 4°C). Das Proteinpellet wurde 1-mal mit

Aceton gewaschen, kurz bei 37°C getrocknet und in Probenpuffer aufgenommen.

2.5.3.2 Immunoprazipitation von Proteinen

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

STEN-NaCl-Puffer:
50 mM Tris pH 7,6; 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,2 % NP-40 in dH,O

STEN-SDS-Puffer:
50 mM Tris pH 7,6; 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,2 % NP-40, 0,1 % (w/v) SDS in dH,0O

Protein-A-Sepharose Suspension (PAS):
100 mg/ml Protein-A gebunden an Sepharose CL-4B und 2 mg/ml BSA in STEN-Puffer

SDS-Probenpuffer (2fach):

20 % Glycerin, 4 % (w/v) SDS, 5 % B-Mercaptoethanol, 125 mM Tris pH 6,8; 0,005 % Bromphenol blau
Gesamtproteinlysate oder Membranproteinlysate wurden nach der Abzentrifugation unléslicher
Bestandteile (2.5.1.1) zur Vorreinigung mit 25 yl Protein-A Sepharose (PAS) versetzt und
30 min bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Die PAS und unspezifisch gebundene Bestandteile
wurden durch Zentrifugation abgetrennt (16000 g, 20 min, 4°C). Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefal Uberfihrt und mit dem entsprechenden AK in der unter 2.2.4.1
angegebenen Konzentration und 25 pyl PAS fir 3-4 h bei 4°C auf einem Schdittler inkubiert.
Konditionierte Medien wurden nicht vorgereinigt, sondern direkt mit AK und PAS Uber Nacht
inkubiert. Das Immunoprazipitat wurde durch Zentrifugation (4000 g, 5 min, 4°C) sedimentiert
und der Uberstand wurde aspiriert. Nacheinander wurde das Immunoprazipitat je 15 min, mit je
1ml STEN-NaCl-Puffer, STEN-SDS-Puffer und STEN-Puffer gewaschen. Nach jedem Wasch-
schritt wurde, wie oben beschrieben, zentrifugiert und die Uberstande wurden aspiriert.

Die Pellets wurden anschlieflend mit 15 ul 2fach SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C
erhitzt und mittels SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (2.5.3.3) und Western Blot (2.5.3.5)
oder Fluorografie (2.5.3.6) analysiert.
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2.5.3.3 SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Polyacrylamid Gele :

Trenngel-Puffer (4fach ,lower Tris“):
1,5 M Tris pH 8,8; 0,4 % (w/v) SDS in dH,0

Sammelgel-Puffer (4fach ,,upper Tris“):
0,5 M Tris pH 6,8; 0,4 % (w/v) SDS in dH,0

Acrylamid-L6sung:
40 % (w/v) Acrylamid-BIS-Acrylamid 37,5:1 in dH,O

Ammoniumpersulfat Lé6sung (APS):
10 % (w/v) Ammoniumpersulfat in dH,O

Zusammensetzung der Gel-Lésungen fir 2 Minigele (0,75 mm)

8 %- 10 %- 12 %-
Trenngel | Trenngel | Trenngel | Sammelgel

Trenngel-

4,0 ml 4,0 ml 4,0 ml 2,5ml
/Sammelgel-Puffer
Acrylamid-Lsg. 3,2ml 4,0 ml 4,8 ml 0,9 ml
dH,O 8,8 ml 8,0 ml 7,2 ml 6,5 ml
10 % APS-Lsg. 30ul 30 pl 30 pl 30 pl
TEMED 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul

SDS-Probenpuffer (4fach):
40 % Glycerin, 8 % (w/v) SDS, 10 % B-Mercaptoethanol, 250 mM Tris pH 6,8; 0,01 % Bromphenol blau

SDS-Probenpuffer (2fach):
20 % Glycerin, 4 % (w/v) SDS, 5 % B-Mercaptoethanol, 125 mM Tris pH 6,8; 0,005 % Bromphenol blau

Elektrophoresepuffer ohne SDS (10fach):
250 mM Tris, 1,92 M Glycin in dH,0

Elektrophoresepuffer (1fach):

25 mM Tris, 0,2 M Glycin und 0,1 % (w/v) SDS in dH,0

Die eindimensionale Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in
einem diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970). Proteine werden entsprechend ihrer
apparenten molekularen Masse aufgetrennt.

Zur SDS-PAGE wurde ein Minigelsystem mit einer Sammelgelstrecke von 0,5-1 cm und einer
Trenngelstrecke von ca. 7 cm verwendet. SDS-Gele mit 10 Probentaschen und einer Dicke von
0,75 mm oder 15 Probentaschen und einer Dicke von 1,5 mm wurden eingesetzt. Der Anteil
des Polyacrylamids ist entscheidend fir die Vernetzung der Gele und damit fur die
Trennfahigkeit. Je hdher der Anteil des Acrylamids, angegeben in Prozent, desto kleinere
Proteine kdnnen aufgetrennt werden; 10 %ige SDS-Gele trennen Proteine bis zu einem
Molekulargewicht von 20 kDa. Die Prozentigkeit der SDS-Gele ist bei den jeweiligen
Experimenten angegeben.
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Die Glasplatten wurden vor der Verwendung mit Seifenldsung und Isopropanol von Proteinen
und Gelriickstanden befreit, entsprechend der Herstellerbeschreibung zusammengebaut und in
Gielstander eingesetzt. Das Trenngel wurde bis zu einer Hohe von ca. 2 cm unterhalb des
oberen Glasplattenrandes gegossen und mit Isopropanol ((berschichtet. Nach dem
Polymerisieren wurde das Isopropanol dekantiert und Reste mit Filterpapier entfernt. Das
Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen und ein Probentaschenkamm eingefligt. Nach
der vollstandigen Polymerisierung des Sammelgels wurde der Kamm vorsichtig entfernt und
das Gel in die Trennkammer eingesetzt. Elektrophoresepuffer wurde in die Anoden- und
Katodenkammer gefiillt. Die Probentaschen wurden vor dem Laden der Proben mit
Elektrophoresepuffer gespdilt.

Die in Probenpuffer aufgenommenen Proben wurden vor dem Einbringen in die Probentaschen
5 min bei 95°C erhitzt. Nicht gelostes Material wurde durch Zentrifugation (16000 g, 2 min)
abgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard wurden 10 ul ,Rainbowmarker” geladen. Anode und
Kathode wurden mit der Spannungsquelle verbunden. Die Elektrophorese erfolgte bei einer

konstanten Spannung von 120 V.

2.5.3.4 Tris-Tricine-Gelelektrophorese

Elektrophoresepuffer fiir Tris-Tricine-Gele mit SDS (10fach):

1 M Tris, 1M Tricine und 1 % (w/v) SDS in dH,0O

Zur Auftrennung von niedermolekularen Proteinen wurde das Tris-Tricine-Gelsystem der Firma
Novex/Invitrogen nach Schagger und von Jagow (Schagger und von Jagow, 1987) unter
Verwendung von 10-20 %igen Tris-Tricine-Fertiggelen entsprechend der Anweisung des
Herstellers eingesetzt.

Als Anoden- und Kathodenpuffer wurde Tris-Tricine-Elektrophoresepuffer eingesetzt, die
Proben wurden in SDS-PAGE Probenpuffer (2.5.3.3) aufgenommen und 5 min bei 95°C erhitzt.
Als  Molekulargewichtsstandard wurden 10yl ,Low-Range Molekulargewichtsmarker*

eingesetzt. Die Elektrophorese wurde wie unter 2.5.3.3 beschrieben durchgefihrt.

2.5.3.5 Western Blot Analyse

Transferpuffer (1fach):
25 mM Tris, 0,2 M Glycin in dH,0

TBST-Puffer:
0,3 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,3 % Triton X-100 in dH,0O

Blockierungspuffer:
5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST-Puffer oder 50 % Pferdeserum in TBST-Puffer

Nach der Proteinauftrennung im SDS-Gel mittels Elektrophorese wurden die Proteine in einer

Transferkammer aus dem Gel auf eine PVDF- oder Nitrozellulose-Membran tbertragen.
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Transferaufbau:
Anodenplatte
poréser Schwamm in Transferpuffer aquilibriert
zwei Lagen Gel-Transferpapier in Transferpuffer aquilibriert
Membran in Transferpuffer aquilibriert
SDS-Gel
zwei Lagen Gel-Transferpapier in Transferpuffer aquilibriert
poréser Schwamm in Transferpuffer aquilibriert

Kathodenplatte

Der Transfer wurde bei konstantem Stromfluss von 400 mA flir 1 h bei 4°C durchgefiihrt. Nach
erfolgtem Transfer wurde die Membran zur Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstellen
1h bei RT in Blockierungspuffer geschuttelt. Die so vorbehandelte Membran wurde
anschlieBend 2h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C mit primdrem AK, verdinnt in
Blockierungspuffer (2.2.4.1), auf einem Schiittler inkubiert. Uberschiissiger oder unspezifisch
gebundener AK wurde durch 4-mal 15 min Waschen der Membran mit TBST-Puffer entfernt.
Der entsprechende HRP-gekoppelte sekundare Antikdrper (2.2.4.1) wurde ebenfalls in
Blockierungspuffer verdinnt und 1 h bei RT mit der Membran inkubiert. SchlieRlich wurde
erneut 4-mal je 15 min mit TBST-Puffer gewaschen und kurz mit dH,O nachgespllt. Die
Detektion der mit den Antikdrpern gekoppelten Proteine erfolgte mit Hilfe der ECL Technik nach
Angaben des Herstellers. Zum Nachweis schwacher Signale wurde der sensitive ,ECL-Plus
Western Blotting Kit* verwendet. Die Chemilumineszenzsignale wurden mit Kodak-X-Omat DS

Roéntgenfilmen detektiert.

2.5.3.6 Fluorografische Analyse radioaktiv markierter Proteine

Fixierlésung

25 % Isopropanol und 10 % Essigsaure in dH,O

Die zur radioaktiven Markierung eingesetzten Isotope [358] und [SH] sind niederenergetische
Strahler, ein direkter autoradiografischer Nachweis ist kaum mdglich, durch Einsatz eines
Szintillators kénnen die Signale von [°H] 1000fach und die von [*°S] 10fach erhoht werden.
Radioaktiv markierte, immunoprazipitierte Proteine wurden in der SDS-PAGE oder im Tris-
Tricine-Gelsystem aufgetrennt. Die Proteine wurden, durch 30 min Inkubation der Gele in der
Fixierlésung, im Gel fixiert. Zur Verstarkung der radioaktiven Signale, durch Umwandlung der
radioaktiven Strahlung in Lichtsignale wurden die Gele 30 min in Ampliﬁ/TM-Lésung inkubiert
und auf Transfer Papier im Geltrockner bei 80°C 1h getrocknet. Der fluorografische Nachweis
der radioaktiven Proteine erfolgte mit Hilfe von Rontgenfiimen. Die Rontgenfilme wurden auf die
getrockneten Gele aufgelegt und in Filmkassetten bei -80°C inkubiert, nach gewinschter
Inkubationszeit wurden die Filme entwickelt. Die Exposition bei -80°C erhdht die Sensitivitat des

Films fir schwache Lichtsignale.
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2.5.3.7 Quantifizierung radioaktiv markierter Proteine

Radioaktiv markierte Proteine wurden nach der SDS-PAGE, der Fixierung im Gel, der
Verstarkung der Signale und dem Trocknen des Gels, mit Hilfe des Phosphor-Imagers
quantifiziert. Die getrockneten Gele wurden in Phosphor-lmager Kassetten mit einer
radioaktivitatssensitiven Folie inkubiert. Auf der Folie wurden die radioaktiven Signale
gespeichert und im Phosphor-Imager konnten die Intensitaten der Signale gemessen werden.
Die Banden der zu quantifizierenden Proteine wurden markiert und die Intensitaten berechnet.
In dieser Arbeit wurden ausschlie3lich Verhaltnisse von verschiedenen Proteinen quantifiziert,
so konnte auf eine Normierung auf einen externen Standard verzichtet werden.

Fir alle Quantifizierungen wurden 3fach Bestimmungen angesetzt, Mittelwerte und

Standardabweichungen wurden angegeben.

2.5.4 Metabolische radioaktive Markierung von Proteinen

2.5.4.1 Langzeitmarkierung von HEK 293 Zellen mit [**S]Methionin/
Cystein

Medium fiir radioaktive Markierungen (,,pulse“-Medium):
1 % Penicillin/Streptomycin in MEM (ohne Methionin, mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat)

Medium fiir radioaktive Langzeitmarkierungen:

5 % dialysiertes FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin in MEM (ohne Methionin, mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyrouat)
Die entsprechenden HEK 293 Zelllinien wurden in 6 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von 80-
90 % kultiviert. Das Kulturmedium wurde aspiriert und durch 2 ml methioninfreies ,pulse“-
Medium ersetzt, die Zellen wurden 1 h bei 37°C im COo-Inkubator inkubiert. Das ,pulse“-
Medium wurde anschlieend vollstandig entfernt und durch 1,5 ml methioninfreies Medium fur
radioaktive Langzeitmarkierungen, mit 5 % dialysiertem Serum, ersetzt. 20 yl Promix wurden je
Kulturschale zugesetzt, damit ergibt sich eine Konzentration von 7 MBq [358]Methionin/Cystein
/ml. Nach 4 h Inkubation bei 37°C im CO,-Inkubator wurde das konditionierte Medium
abgenommen und nach Zentrifugation (16000 g, 20 min, 4°C) direkt zur Immunoprazipitation
(2.5.3.2) eingesetzt oder bei -20°C eingefroren. Bei Bedarf wurden die Zellen mit STEN-
Lysepuffer lysiert (2.5.1.1) und die zu untersuchenden Proteine ebenfalls immunoprazipitiert.
Die Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (2.5.3.3) und Fluorografie des Gels
(2.5.3.6).
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2.5.4.2 Langzeitmarkierung von MDCK Zellen mit [**S]Methionin/
Cystein

Medium fiir radioaktive Markierungen (,,pulse“-Medium):
1 % Penicillin/Streptomycin in MEM (ohne Methionin, mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat)

Medium fiir radioaktive Langzeitmarkierungen:

5 % dialysiertes FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin in MEM (ohne Methionin, mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat)
Die entsprechenden MDCK Zelllinien wurden in Filterkammern mit 24 mm Durchmesser
polarisiert, zur radioaktiven Markierung wurde das Kulturmedium aspiriert und durch
methioninfreies ,pulse“-Medium ersetzt (apikal 1,5 ml, basolateral 2,6 ml), die Zellen wurden
45 min bei 37°C im CO,-Inkubator vorinkubiert. Das ,pulse“-Medium wurde anschlielend
vollstdndig entfernt und apikal durch 1,5 ml methioninfreies Medium fir radioaktive
Langzeitmarkierungen, mit 5 % dialysiertem Serum, ersetzt. Fur das basolaterale Medium
wurden 4 MBq [358]Methionin/Cystein /ml zu dem Medium flr radioaktive Langzeitmarkierungen
zugesetzt und 2,6 ml je Filterkammer eingesetzt. Polarisierte MDCK Zellen nehmen
Aminosduren fast ausschlieBlich basolateral auf. Nach 4 h Inkubation bei 37°C im
COo-Inkubator wurde das konditionierte apikale und basolaterale Medium getrennt
abgenommen und nach Zentrifugation (16000 g, 20 min, 4°C) direkt zur Immunoprazipitation
(2.5.3.2) eingesetzt bzw. bei -20°C eingefroren. Fur die Amyloid-Bestimmung mussten apikale
und basolaterale Medien von 3 Filtern vereinigt werden. Bei Bedarf wurden die Zellen mit
STEN-Lysepuffer lysiert (2.5.1.1).

2.5.4.3 ,Pulse/chase“-Markierung von HEK 293 Zellen

Medium fiir radioaktive Markierungen (,,pulse“-Medium):
1 % Penicillin/Streptomycin in MEM (ohne Methionin, mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat)

Medium fiir radioaktive Markierungen (,,chase“-Medium):
Grundmedium mit 5fach erhéhter Methioninkonzentration (1 mM)

PBS-Puffer:

140 mM NaCl, 10 mM Na;HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0, pH 7,4; autoklaviert

Die entsprechenden HEK 293 Zelllinien wurden in 6 cm Schalen bis zu einer Konfluenz von
80-90 % kultiviert. Nach Entfernung des Kulturmediums, wurden die Zellen 1 h mit 2 ml ,pulse“-
Medium bei 37°C im CO,-Inkubator vorinkubiert. Das ,pulse“-Medium wurde durch 7 MBq
[358]Methionin/Cystein /ml haltigem ,pulse“-Medium ersetzt. Nach 10-15 min Inkubation bei
37°C im CO,-Inkubator, wurde das radioaktive Medium sofort abgenommen, die Zellen mit 2 ml
.chase“-Medium gewaschen und 1,5ml frisches ,chase“-Medium zugegeben. Zu den
angegebenen ,chase“-Zeitpunkten wurde der Zellrasen sofort mit eiskaltem PBS-Puffer
gewaschen und mit STEN-Lysepuffer lysiert (2.5.1.1). Die Lysate wurden direkt fiir die

Immunopréazipitation (2.5.3.2) verwendet und die zu den verschiedenen ,chase“-Zeitpunkten
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gesammelten Medien wurden bei Bedarf ebenfalls immunoprazipitiert. Die Analyse der Proteine
erfolgte in der SDS-PAGE (2.5.3.3) und Fluorografie (2.5.3.6).

2.5.4.4 ,Pulse/chase“-Markierung von MDCK Zellen

Medium fiir radioaktive Markierungen (,,pulse“-Medium):
1 % Penicillin/Streptomycin in MEM (ohne Methionin, mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyrovate)

Medium fiir radioaktive Markierungen (,,chase“-Medium):
Grundmedium mit 5fach erhdéhter Methioninkonzentration (1 mM)

PBS-Puffer:

140 mM NacCl, 10 mM Na,HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0, pH 7,4; autoklaviert

Die entsprechenden MDCK Zelllinien wurden in Filterkammern mit 24 mm Durchmesser
polarisiert, zur radioaktiven Markierung wurde das Kulturmedium aspiriert und durch
methioninfreies ,pulse“-Medium ersetzt (apikal 1,5 ml, basolateral 2,6 ml). Die Zellen wurden
45 min bei 37°C im CO,-Inkubator vorinkubiert. Das ,pulse“-Medium wurde anschlielend
vollstandig entfernt und die Filter wurden nach kurzer Trocknung auf Filterpapier in eine 10 cm
Kulturschale je auf einen 50 pl Tropfen, bestehend aus 20 ul Promix und 30 ul ,pulse“-Medium
(10,6 MBq [358]Methionin/Cystein), Uberfahrt. Apikal wurden 150 pl ,pulse“-Medium auf den
Zellmonolayer pipettiert, um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Die Filter wurden 10 min
bei 37°C im CO,-Inkubator inkubiert, nach der ,pulse“-Inkubation wurden die Filter in ihre
Kulturschale zurickgesetzt und mit ,chase“-Medium gewaschen. Fur den ,chase®-Zeitpunkt
,0 min“ wurde der Filter sofort mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und lysiert. Fir jeden
gewinschten ,chase“-Zeitpunkt wurde ein Filter eingesetzt. Die verschiedenen Ansatze wurden
entsprechend der jeweiligen ,chase“-Zeit bei 37°C im COj-Inkubator inkubiert, anschlieend
wurde das konditionierte Medium abgenommen, der Zellmonolayer sofort mit eiskaltem PBS-
Puffer gewaschen und die Zellen mit STEN-Lysepuffer lysiert. Medien und STEN-Lysate
wurden immunoprazipitiert, in der SDS-PAGE (2.5.3.3) und Fluorografie (2.5.3.6) analysiert.

2.5.4.5 Markierung von MDCK Zellen mit [*H]Phenylalanin und
Radiosequenzierung

Medium ohne Phenylalanin (2fach Stocklésung):

Die Herstellung erfolgte unter Verwendung des MEM Select-Amine Kit nach den Anweisungen des Herstellers.

Die entsprechende MDCK Zelllinie wurde in Filterkammern mit 24 mm Durchmesser polarisiert,
zur radioaktiven Markierung wurde das Kulturmedium aspiriert und durch phenylalaninfreies
Medium ersetzt (apikal 1,5 ml, basolateral 2,6 ml), die Zellen wurden 45 min bei 37°C im
COo-Inkubator vorinkubiert. Das Medium wurde anschlief3end vollstéandig entfernt und apikal
durch 1,5 ml phenylalaninfreies Medium mit 5 % dialysiertem Serum ersetzt. Fir die
basolaterale radioaktive Markierung wurde phenylalaninfreies, 2fach Medium mit 5%
dialysiertem FKS und 1:1 mit [3H]Phenylalanin (37 MBqg/ml) supplementiert, eingesetzt. Nach
4 h Inkubation bei 37°C im CO.-Inkubator wurde das konditionierte basolaterale Medium

abgenommen und nach Zentrifugation (16000 g, 20 min, 4°C) direkt zur Immunoprazipitation
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mit AK 3926 eingesetzt (2.2.4.1). Das Immunopréazipitat wurde im Tris-Tricine Gel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert (2.5.3.5). Parallel wurde eine Markierung mit
[358]Methionin/Cystein (2.5.4.2) durchgefiihrt und die [**S]-markierten Immunoprazipitate
wurden neben der [SH]-markierten Probe im Tris-Tricine-Gel geladen, um die [SH]-markierten
Proteine auf der Membran besser lokalisieren zu kénnen. Zum Nachweis der radioaktiven
Proteine wurden sensitive Rontgenfilme (BioMax TMMR) verwendet. Die Exposition erfolgte bei
-80°C.

Radiosequenzierung:

Die [3H]-markierten Protein-Banden wurden mit einem Skalpell aus der PVDF Membran
ausgeschnitten. Die an die Membran gebundenen Proteine wurden einem automatisierten
Edman-Abbau (Applied Biosystems, Sequenzierer Model 475) unterzogen. Die erhaltenen
Aminosaure-Thiohydantoin wurden mit n-Butylchlorid extrahiert und in 6 ml Szintillationsgefalie
Uberfuhrt. Die Radioaktivitatsmessung erfolgte unter Zusatz von 5 ml Szintillationscocktail im
Szintillationszahler. Die Radiosequenzierung wurde von Dr. David Teplow (Harvard Medical

School, Brigham and Women's Hospital, Boston) durchgeflhrt.

2.5.5 Analyse der Protein-Glycosylierung

2.5.5.1 N-Glycosidase F Behandlung

N-Glycosidase F-Puffer:
100 mM Natrium-Phosphat, pH 8,0; 25 mM EDTA, 0,1 % Triton X-100, 2,5 mM PMSF in dH,0O

,Beads“-Elutionspuffer:

100 mM Tris pH 7,5; 1 % (w/v) SDS, 1 % B-Mercaptoethanol

HEK 293 Zelllinien oder MDCK Zelllinien wurden im ,pulse/chase“-Experiment mit
[SSS]Methionin/Cystein radioaktiv markiert (2.5.4.3 / 2.5.4.4). Die ,pulse” und ,chase* Zeiten sind
bei den jeweiligen Experimenten angegeben. Gesamtproteinlysate wurden hergestellt (2.5.1.1)
und die zu deglycosylierenden Proteine wurden durch Immunoprazipitation mit dem
entsprechenden AK (2.5.3.2) isoliert. Mit 20 yl ,beads“-Elutionspuffer bei 10 min Erhitzung auf
95°C wurden die prazipitierten Proteine von der PAS abgetrennt. Die PAS wurde durch
Zentrifugation pelletiert (16000 g, 5 min), und je 10 yl des Eluats wurden in ein neues
Reaktionsgefal tiberflihrt. Zu dem Reaktions- und Kontrollansatz wurden 90 ul N-Glycosidase
F-Puffer und zum Reaktionsansatz zusatzlich 1ul N-Glycosidase F (1 U/ul) pipettiert. Reaktions-
und Kontrollansatze wurden 16 h bei 37°C, 700 UpM auf einem Thermoschittler inkubiert,
anschlieBend wurde die Reaktion durch TCA-Fallung gestoppt (2.5.3.1). Die Analyse der
Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE und Fluorografie (2.5.3.6).
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2.5.5.2 Endoglycosidase H Behandlung

Endoglycosidase H-Puffer:
200 mM Natriumcitrat pH 5,8; 2,5 mM PMSF in dH,O

,Beads“-Elutionspuffer:

100 mM Tris pH 7,5; 1 % (w/v) SDS, 1 % B-Mercaptoethanol

Die Proteine wurden wie unter 2.5.5.1 beschrieben radioaktiv markiert und isoliert. Je 10 ul des
Eluats fir den Reaktions- und den Kontrollansatz wurden in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Zu beiden Ansatzen wurden 90 uyl Endoglycosidase H-Puffer, 1 yl 1M PMSF und zum
Reaktionsansatz zusatzlich 1 ul Endoglycosidase H (5 U/ml) pipettiert. Reaktions- und
Kontrollansatze wurden 16 h bei 37°C, 700 UpM auf einem Thermoschiittler inkubiert,
anschlieRend wurde die Reaktion durch TCA-Fallung gestoppt (2.5.3.1). Die Analyse der
Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE und Fluorografie (2.5.3.6).

2.5.5.3 Tunicamycin Behandlung

Tunicamycin (Stocklésung 1000fach):

10 mg/ml in DMSO

HEK 293 Zelllinien wurden im ,pulse/chase“-Experiment in Gegenwart von 10 pg/ml
Tunicamycin mit [358]Methionin/Cystein radioaktiv markiert (2.5.4.3). Sowohl die Prainkubation
in methioninfreiem Medium, als auch ,pulse® und ,chase“ wurden in Gegenwart von
Tunicamycin  durchgefiihrt. Zu den  angegebenen ,chase®-Zeitpunkten  wurden
Gesamtproteinlysate hergestellt (2.5.1.1) und die fraglichen Proteine wurden immunoprazipitiert
(2.5.3.2). Die Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (2.5.3.3) und Fluorografie
(2.5.3.6).

2.5.6 Analyse zellularer Transport Mechanismen

2.5.6.1 Behandlung von HEK 293 Zellen mit Brefeldin A und
Monensin

Brefeldin A (BFA), (Stocklosung 500fach):
5 mg/ml BFA in EtOH

Monensin (Stocklésung 1000fach):

10 mM Monensin n EtOH

HEK 293 Zelllinien wurden im ,pulse/chase“-Experiment mit [**S]Methionin/Cystein radioaktiv
markiert (2.5.4.3). Wahrend der auf 2 h verlangerten Prainkubation mit methioninfreiem Medium
wurden bereits BFA (10 pg/ml) bzw. Monensin (10 uM) zugesetzt. Auch der 15 min ,pulse® und
der ,chase” entsprechend der angegebenen ,chase“-Zeiten wurde in Gegenwart von BFA bzw.

Monensin durchgefiihrt. Gesamtproteinlysate wurden mit STEN-Lysepuffer hergestellt (2.5.1.1)
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und die zu untersuchenden Proteine wurden mit den im Experiment angegebenen AK
immunoprazipitiert (2.5.3.2). Die Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (2.5.3.3) und
Fluorografie (2.5.3.6).

2.5.6.2 Behandlung von HEK 293 mit Furininhibitor und Calcium-
lonophor

Furininhibitor (Stockl6sung 200-1000fach):
10 mM Furin-Inhibitor ,Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-chloromethylketon* in MeOH

Calcium-lonophor A23187 (Stocklosung 1000fach):
5 mM Calcium-lonophor in DMSO

Calciumfreies Medium:
5 % dialysiertes FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin in DMEM (mit Glucose und Na-Pyruvat, ohne L-Glutamin und CaCl,)

Medium fiir radioaktive Markierungen (,,pulse“-Medium):

1 % Penicillin/Streptomycin in MEM (ohne Methionin, mit Glucose, L-Glutamin, ohne Na-Pyruvat)

HEK 293 Zelllinien wurden vor der Durchfihrung des ,pulse/chase“-Experiments fir 10 h mit
10 yuM und 50 pM Furin-Inhibitor bzw. 5 yM Calcium-lonophor behandelt. Die Behandlung mit
Calcium-lonophor erfolgte in calciumfreiem Medium. Wahrend der Prainkubation in
methioninfreiem Medium, der 15 min ,pulse“Zeit und der ,chase“-Zeit wurden die Inhibitoren
zugesetzt. Fur die Prainkubation in methioninfreiem Medium und fir die ,pulse“ Markierung
konnte in der Calcium-lonophor Behandlung kein calciumfreies Medium eingesetzt werden, fur
die ,chase“-Inkubation wurde hingegen calciumfreies Medium eingesetzt. Die jeweiligen
.chase“-Zeiten sind im Experiment angegeben. Gesamtproteinlysate wurden mit STEN-
Lysepuffer hergestellt (2.5.1.1) und die zu untersuchenden Proteine wurden mit den im
Experiment angegebenen AK immunoprazipitiert (2.5.3.2). Die Analyse der Proteine erfolgte
mittels SDS-PAGE (2.5.3.3 ) und Fluorografie (2.5.3.6).

2.5.6.3 Biotinylierung von apikalen und basolateralen
Oberflachenproteinen polarisierter MDCK Zellen.

PBS-Puffer:
140 mM NacCl, 10 mM Na,HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0O, pH 7,4; autoklaviert

PBS/Ca/Mg-Puffer:
1mM CaCl,, 0,5 mM MgCl, in PBS-Puffer

Biotin-Losung:
1 mg/ml sulfo-NHS-LC-biotin in PBS/Ca/Mg-Puffer

BSA-Lésung:
1 % (w/v) BSA in PBS/Ca/Mg-Puffer

Glycin/BSA-L6sung:
10 mM Glycin, 1 % (w/v) BSA in PBS/Ca/Mg-Puffer
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Die entsprechenden MDCK Zelllinien wurden in Filterkammern mit 24 mm Durchmesser
polarisiert, zur Biotinylierung wurde das Kulturmedium aspiriert und der Zellmonolayer apikal
und basolateral 3-mal mit eiskaltem PBS/Ca/Mg-Puffer gewaschen. Der Zellmonolayer wurde
anschlieend entweder apikal mit 1,5 ml oder basolateral mit 2,6 ml frisch hergestellter Biotin-
Lésung 1 h auf Eis inkubiert. Auf die jeweils nicht zu biotinylierende Seite wurde BSA-LAsung
gegeben. Nach der Inkubation wurde der Zellmonolayer apikal und basolateral 3-mal mit
eiskaltem PBS/Ca/Mg-Puffer gewaschen und dann, zur Absattigung vom ungebundenen Biotin,
30 min mit Glycin/BSA-Lésung inkubiert. Nach zwei weiteren Waschzyklen mit PBS/Ca/Mg-
Puffer wurden die Zellen in 1 ml PBS/Ca/Mg-Puffer mechanisch vom Filter abgeldst, pelletiert
(1000 g, 5 min) und mit STEN-Lysepuffer lysiert (2.5.1.1). Zur lIsolierung der biotinylierten
Proteine wurde das Zelllysat mit 25 pl Streptavidin-Sepharose fiir 2 h bei 4°C unter Schitteln
inkubiert. Das Streptavidin-Sepharose Prazipitat wurde durch Zentrifugation (10000 g, 5 min,
4°C) abgetrennt und wie unter 2.5.3.2 beschrieben mit den Waschpuffern der
Immunopréazipitation gewaschen. Die so erhaltenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE
(2.5.3.3) getrennt und im Western Blot mit den entsprechenden Antikdrpern analysiert (2.5.3.5).
Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde ein Aliquot des biotinylierten Zelllysats direkt in der
SDS-PAGE aufgetrennt.

2.5.6.4 Untersuchung der Endocytose und Transcytose in
polarisierten MDCK Zellen

Apikale oder basolaterale Oberflachenproteine polarisierter MDCK Zellen wurden wie unter
2.5.6.3 beschrieben biotinyliert. Zum Nachweis der Sezernierung nach Reinternalisierung und
Recycling zur apikalen oder basolateralen Oberflache wurde der Zellmonolayer in den
Filterkammern nach der Biotinylierung mit vorgewarmtem Medium bei 37°C im CO,-Inkubator
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurden die konditionierten apikalen und
basolateralen Medien getrennt gesammelt und mit Hilfe von Streptavidin-Sepharose
Prazipitation (2.5.6.3), SDS-PAGE (2.5.3.3) und Western Blot (2.5.3.5) auf sezerniertes,
biotinyliertes I-BAPP untersucht.

54



Material und Methoden

2.6 Immunocytochemische Methoden

2.6.1 Immunofluoreszenz von transfizierten, auf Deckglaschen
gewachsenen HEK 293 Zellen

PBS-Puffer:
140 mM NacCl, 10 mM Na,HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0, pH 7,4; autoklaviert

Fixierlésung:
4 % Paraformaldehyd in PBS

NH,CI-Losung:
50 mM NH,4CI in PBS, mit/ohne 0,2 % Triton X-100

Blocklésung:
5 % (w/v) BSA in PBS

AK-Verdiinnungslésung:
1 % (w/v) BSA in PBS

Eindeckellosung

15 % (w/v) Mowiol, 50 mg/ml DABCO in PBS

Die entsprechenden HEK 293 Zellen wurden in einer Verdinnung von 1:4 auf Poly-L-Lysin
beschichtete Deckglaschen (2.4.1.3) ausgesat und nach 24-48 h fixiert. Zur Fixierung wurde
das Medium abgenommen, der Zellrasen 2-mal mit PBS-Puffer gewaschen und mit Fixierlésung
fur 20 min bei RT inkubiert. Anschlielfend wurde der Zellrasen 3-mal mit PBS-Puffer gewaschen
und fir 10 min mit NH4CI-Lésung inkubiert. Zum Offnen der Zellen wurde NH,Cl-Lésung mit
0,2 % Triton X-100 eingesetzt. Der Zellrasen wurde erneut 2-mal mit PBS-Puffer gewaschen
und 1 h mit Blockldsung bei RT inkubiert. Die Deckglaschen wurden dann auf Parafilm in eine
so genannte Feuchtkammer (s.u.) Uberfihrt und mit 100 pl der primaren AK-Lésung in
entsprechender Verdiunnung (2.2.4.1) fir 1-3 h bei RT inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubation mit dem primaren AK wurden die Deckglaschen 5-mal mit PBS-Puffer gewaschen
und 1 h bei RT mit der sekundaren AK-Lésung inkubiert (2.2.4.1). Der sekundare AK ist gegen
die 1gG-Spezies des primaren AK gerichtet und mit einem Fluorochrom konjugiert. Vor dem
Eindeckeln wurden die Deckglaschen erneut 3-mal mit PBS-Puffer und 1-mal mit dH,O
gewaschen, um dann schlieBlich mit dem Zellrasen nach unten, mit einem Tropfen
Eindeckelldsung, auf einen Objekttrager montiert zu werden.

Bei der Feuchtkammer handelt es sich um eine Petrischale mit 15 cm Durchmesser, die mit
Aluminiumfolie abgedunkelt und mit Filterpapier ausgelegt wurde. Vor der Benutzung wird das
Filterpapier mit dH,O befeuchtet und ein ausreichendes Areal fir die Inkubation der
Deckglaschen mit Parafilm abgedeckt.

Die Fluoreszenzpraparate wurden nach dem Ausharten im Leica DMRB Fluoreszenzmikroskop
mit einem 100/1.3 Immersiondl-Objektiv analysiert. Aufnahmen wurden mit einer digitalen

Kamera unter Benutzung der MetaView Imaging Software gemacht.
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2.6.2 Oberflachenimmunofluoreszenz von transfizierten, in Filter-
kammern polarisierten MDCK Zellen

PBS-Puffer:
140 mM NaCl, 10 mM Na;HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0, pH 7,4; autoklaviert

PBS/Ca/Mg-Puffer:
1mM CaCl,, 0,5 mM MgCl, in PBS-Puffer

BSA-Lésung:
0,2 % (w/v) BSA in PBS/Ca/Mg-Puffer

Fixierlosung:
4 % Paraformaldehyd in PBS/Ca/Mg-Puffer

NH,CI-L6ésung:
50 mM NH,4CI in PBS/Ca/Mg-Puffer

Eindeckellosung

15 % (w/v) Mowiol, 50 mg/ml DABCO in PBS

Die entsprechenden MDCK Zelllinien wurden in Filterkammern mit 12 mm Durchmesser
polarisiert. Zur Oberflachenmarkierung wurde der Zellmonolayer 2-mal mit kaltem PBS/Ca/Mg-
Puffer gewaschen und apikal oder basolateral bei 4°C, 30 min mit dem gewilnschten AK
inkubiert. Der zu benutzende AK wurde entsprechend den Angaben in 2.2.4.1 verdunnt. Zur
basolateralen Markierung wurden je Filter 50 pl AK-Lésung auf den Parafilm in der
Feuchtkammer pipettiert und der Filter auf den AK-Tropfen gesetzt, apikal wurden 150 yl BSA-
Lésung auf den Zellmonolayer pipettiert. Zur apikalen Markierung wurde der Filter auf BSA-
Lésung gesetzt und apikal wurde die AK-Lésung auf die Zellen pipettiert. Nach der Inkubation
mit den primdren AK wurden die Filter zurlck in die Kulturschale gesetzt, extensiv mit
PBS/Ca/Mg-Puffer gewaschen und 30 min bei RT mit Fixierlésung behandelt (apikal 0,25 ml,
basolateral 0,75 ml). AnschlieRend wurden die Filter 2-mal mit PBS/Ca/Mg-Puffer gewaschen,
10 min in NH4CI-Lésung inkubiert, erneut 2-mal mit PBS/Ca/Mg-Puffer gewaschen, und 1 h mit
BSA-L&sung blockiert. Die Inkubation mit dem sekundaren AK erfolgte wie oben beschrieben
(2.6.1) in der Feuchtkammer fir 45 min bei 37°C. Zum anschlieBenden Waschen wurden die
Filter zurlick in die Kulturschale gesetzt und 3-mal mit PBS/Ca/Mg-Puffer gewaschen, danach
wurden die Filter mit einem Skalpell aus den Filterkammern herausgeschnitten, kurz in dH,O
gespllt, auf Papier getrocknet und mit dem Zellrasen nach oben auf einen Objekttrager
gebracht. Zum Eindeckeln wurden 2 Tropfen Eindeckelldsung auf den Zellmonolayer gegeben,
der mit einem Deckglaschen (18 x 18 mm) abgedeckt wurde.

Aufnahmen wurden mit dem Leica TCS SP Konfokal Laser Mikroskop unter Benutzung eines
Plan-Apochromat 100/1.4 Immersion6l-Objektivs gemacht. Fir das Fluorochrom Alexa 488
wurden ein Argon Laser mit einer Excitationswellenldange von 488 nm und ein Emissionsfilter
von 490-530 nm eingesetzt. Aufnahmen mit einer Auflésung von 512 x 512 Pixel wurden mit

dem Bildberarbeitungsprogramm Photoshop Version 5.5 weiter prozessiert.

56



Material und Methoden

2.7 BACE in vitro Assay
2.7.1 Enzympraparationen
2.7.1.1 Aufreinigung von BACE-L(His)e liber Nickel-Agarose

PBS-Puffer:
140 mM NacCl, 10 mM Na,HPO, und 1,75 mM KH,PO, in dH,0O, pH 7,4; autoklaviert

Waschpuffer
20 mM Imidazol, 300 mM NacCl, 50 mM Na,HPO./NaH,PO, pH 6,0 in dH,O

Elutionspuffer

250 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM Na;HPO,/NaH,PO, pH 6,0 in dH,0

HEK 293 Zellen, die stabil BACE-L(His)s exprimieren, wurden in Zellkulturschalen mit 10 cm
Durchmesser kultiviert (2.4.1). Bei einer Konfluenz von 60-80% wurde der Zellrasen mit PBS-
Puffer gewaschen und mit 4 ml Optimem/Glutamax-1 fir 16-24 h bei 37°C im CO,-Inkubator
inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde das konditionierte Medium abgenommen, Zellbruchteile wurden
abzentrifugiert (5000 g, 20 min, 4°C) und der Uberstand mit Ni-Agarose bei 4°C fir 1-2 h im
Uberkopf-Schiittler inkubiert. Je 10 ml konditionierten Mediums wurden 100 pl Ni-Agarose
eingesetzt. Am Ende der Inkubationszeit wurde die Ni-Agarose abzentrifugiert (2500 g, 10 min,
4°C) und im ,batch“-Verfahren 3-mal gewaschen. BACE-L wurde anschlieend eluiert. Dazu
wurden 100 pl Elutionspuffer je 10 ml konditionierten Mediums fiir 15 min bei RT unter
Schiitteln mit dem Ni-Agarose Pellet inkubiert. Nach Zentrifugation (10000 g, 5 min, 4°C) wurde

der BACE-L enthaltende Uberstand abgenommen und auf Eis gelagert.

2.7.1.2 Dialyse von konditioniertem Medium

Na-Acetat-Puffer:

20 mM Na-Acetat pH 4,5

Konditioniertes Medium von HEK 293 Zellen, die stabil BACE-L(His)s exprimieren wurde, wie
unter 2.7.1.1 beschrieben, gesammelt. Zellbruchteile wurden abzentrifugiert und der Uberstand
in einem Dialyseschlauch, mit einer Durchlassigkeit < 10 kDa gegen ein 200faches Volumen
Na-Acetat-Puffer fur 16 h dialysiert.

2.7.1.3 Konzentration von konditioniertem Medium

Konditioniertes Medium von HEK 293 Zellen, die stabil BACE-L(His)s exprimieren, wurde, wie
unter 2.7.1.1 beschrieben, gesammelt. Zellbruchteile wurden abzentrifugiert und der Uberstand

in einem Centricon-Konzentrator, mit einer Durchlassigkeit < 10 kDa, ca. 4fach konzentriert.
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2.7.1.4 Membranpraparation

MES-Puffer:
1 %Triton X-100, 20 mM MES pH 6,0; incl. Protease-Inhibitor Mix
Membranen wurden wie unter 2.5.1.2 beschrieben hergestellt, das Membranpellet, wurde mit

MES-Puffer extrahiert. 2 ul des Membranextrakts wurden flir einen Assayansatz eingesetzt.

2.7.2 BACE-L -Substate

Es wurde bereits gezeigt, dass BACE in der Lage ist Peptidsubstrate zu schneiden (Sinha et al.,
1999; Vassar et al.,, 1999). Da die Affinitdt von BACE zu BAPPsw grof3er ist als zu BAPPwt
(Citron et al., 1995; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999) wurde als Substrat ein Peptid mit der
BAPPsw Sequenz gewahlt, das die AS von P5-P4° enthalt. Das Substrat wurde mit einer
fluoreszierenden CyTM3- und einer quenchenden Cy5Q-Gruppe konjugiert. Die quenchende
Gruppe hat ein Absorptionsspektrum, das Uberlappt mit dem Emissionsmaximum der
fluoreszierenden Gruppe. Liegen die beiden Gruppen nahe beieinander (< 10 A), z.B. in einem
Molekll oder an den beiden Enden eines Substratpeptids, so wird die Fluoreszenz
gequenched. Durch Hydrolyse des Peptides wird die fluoreszierende Gruppe von der

quenchenden getrennt und die Fluoreszenz wird messbar.

Effizientes Quenchen der Donor Fluoreszenz

Donor l “ Quencher

Enzym

P ' P g

Entstehung des Fluoreszenzsignals

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Entstehung des Fluoreszenzsignals durch Protease Aktivitat

Abbildung teilweise enthnommen aus dem Amersham Biosciences Poster ,Homogeneous Imaging Assay for Measuring
Aspartic Proteinase Activity*

Das CyDye™ Donor-Akzeptor-System hat sich bei Enzym Aktivitit-Aassays und high-
throughput Assays bewahrt, die Fluorochrome sind bei pH-Werten von 3-10 stabil,
wasserldslich und DMSO tolerant (Osborn, 2002).
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2.7.3 Durchfiihrung des BACE-Assay

Der Assay wurde in schwarzen 96-well Mikrotiterplatten angesetzt, und im Fluorometer wurde
mit einer Exitation von 530 nm, die Emission bei 570 nm gemessen.

Reaktionsansatz (je ,,well“):
Enzym: 2,5-10 pl

Substrat: 100-400 nM

Puffer: 20 mM Na-Acetat, pH 4,5

Messbedingungen:

Methode: Fluorometrie

Typ: Kinetik

Integrationszeit: 20 ms

Messintervall: 30 s (bis 60 min) dann 1 min (bis 120 min)
Messzeit: 30 min, 60 min, 120 min

Filtersatz: Exitation 530 nm, Emission: 570 nm

Die genauen Enzym- und Substratkonzentrationen wurden bei den jeweiligen Experimenten im
Ergebnisteil angegeben.

Alle Messreihen wurden im Triplikat angesetzt, in den Auswertungen wurden jeweils die
Mittelwerte angegeben. Wahlweise wurden alle Messpunkte (30 s bzw. 60 s Intervall) ohne
Standardabweichung oder jeder flinfte Messpunkt (2,5 min bzw. 5 min Intervall) mit

Standardabweichung dargestellit.

2.7.3.1 Bestimmung der IC5o-Werte von BACE-Inhibitoren

Eine GroRe fir die Messung der inhibitorischen Wirkung eines Stoffes ist der so genannte
ICs0-Wert. Dieser Wert gibt die Hemmstoffkonzentration an, bei der die urspriingliche
Enzymaktivitat auf 50 % reduziert ist. Fur die folgenden Peptidinhibitoren wurden im in vitro
Assay die ICso-Werte ermittelt.

Name Peptidsequenz MW Reinheit Stockldsung in DMSO
GL189 H-EVNstatinVAEF-NH, X TFA 1077 1 83 % 50 mM
GL190 H-EEISEVNSstatinVAEF-NH, X TFA 1535,6 85 % 50 mM

Tabelle 7: Peptidinhibitoren fiir BACE

Als Kontrolle fir die Spezifitat der Inhibitoren wurde folgender Proteaseinhibitor-Mix (PI-Mix)

eingesetzt, angegeben ist die Endkonzentration im Assay:

Aprotinin 0,5 uM
Bestatin 100 uM
E 64 5uM
EDTA 500 uM
Leupeptin 5uM
Pepstatin A 5uM
Phospoamidon 100 M
PMSF 1mM
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Fluorochrom Absorption [nm] | Emission [nm] | Extinktionskoeffizient MW
IM'em™]

Cy3 (Akzeptor) 550 570 150000 765,9

Cy5Q (Donor) 644 - - 907

Tabelle 5: Eigenschaften der eingesetzten Fluorochrome

Die folgenden Peptide mit gleicher BAPPsw AS Sequenz aber unterschiedlicher Kettenlange

wurden von der Fa. Amersham generiert. Ferner wurde ein nicht durch BACE schneidbares

Peptid (Citron et al., 1995; Vassar et al., 1999) mit einem AS Austausch an Position P1 von Leu

zu Val als Kontrollpeptid, fir die Spezifitat der Reaktion generiert.

Name Peptidsequenz MW Reinheit | Stocklésung in DMSO
Cy3 Cy3-S-E-V-N-L-D-A-E-F-K(Cy5Q)-NH2 2556 | 939% | 1mg/ml  367,4 uM
Cy3R Cy3-R-S-E-V-N-L-D-A-E-F-K(Cy5Q)-R-OH 2911 [ 99,7% | 1img/ml  342,5 yM
Cy3 RR | Cy3-S-E-V-N-L-D-A-E-F-R-K(Cy5Q)-R-R-OH | 3025 | 99,1 % | 1mg/ml  327,6 uM
Cy3Kontr. | Cy3-S-E-V-K-V-D-A-E-F-K(Cy5Q)-NH2 2556 | 99,5% | 1mg/ml  389,3 pM

Tabelle 6: CyDye-Peptid-Substrate fiir den BACE in vitro Assay
Die BAPP-Sequenz ist blau, die BAPPsw-Sequenz griin und der AS-Austausch zum nicht schneidbaren Kontrollpeptid

rot dargestellt.
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Abbildung 15: Schema der BACE-CyDye-Substrate
Abbildung teilweise enthommen aus dem Amersham Biosciences Poster ,Improving MMP Protease Assay using a

CyDye Peptide Substrate”.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression und Nachweis von BACE

3.1.1 Expression von BACE in HEK 293 Zellen und MDCK Zellen

Fir die Charakterisierung der Aspartylprotease BACE, durch die Analyse der sekundaren
Modifikationen im Hinblick auf Aktivitat, subzellulare Lokalisierung und intrazelluldren Transport,
musste ein geeignetes Modellsystem fiir die Expression von BACE ausgewahlt werden. In
zahlreichen vorangegangenen Arbeiten konnte flr das Substrat von BACE, BAPP, gezeigt
werden, dass in Zellkulturen die Prozessierung sehr &hnlich mit der in vivo Prozessierung ist.
Dies ist unabhangig davon ob BAPP endogen vorliegt oder exogen Uberexprimiert wird
(Busciglio et al., 1993; Haass et al., 1992b; Koo und Squazzo, 1994; Shoji et al., 1992). Ebenso
ist die prinzipielle Prozessierung von BAPP in Zellen unterschiedlicher Gewebe identisch
(Haass et al., 1992b).

Fir viele Studien wurden und werden humane, embryonale Nierenzellen (HEK 293, human
embryonic kidney) zur Untersuchung der proteolytischen Prozessierung von BAPP eingesetzt
(Citron et al., 1992; Haass et al., 1992b; Seubert et al., 1993; Shoji et al., 1992; Vassar et al.,
1999). So wurden die a-, B-Sekretase und der y-Sekretase-Komplex in HEK 293 Zellen
charakterisiert (Capell et al., 1998; Citron et al., 1992; Citron et al., 1995; Haass et al., 19953;
Lammich et al., 1999; Steiner et al., 2002), und BACE wurde unter anderem mit Hilfe dieses
Zellsystems kloniert (Vassar et al., 1999).

Damit wird die HEK 293 Zelllinie hier als geeignetes Modellsystem zur Charakterisierung von
BACE eingesetzt. BACE ist in HEK 293 Zellen endogen nur sehr schwach exprimiert (Lin et al.,
2000; Vassar et al.,, 1999; Yan et al.,, 1999) und mit den ublichen proteinbiochemischen
Methoden schwer nachweisbar, deshalb wurde BACE cDNA und die in der folgenden Arbeit
genannten BACE cDNA-Konstrukte stabil transfiziert.

Um die Analyse der BAPP-Prozessierung zu erleichtern, wurden die BACE cDNA-Konstrukte in
eine HEK 293 Zelllinie transfiziert, die bereits stabil die neuronale Isoform BAPPggs
tiberexprimiert (1.3.1) (Haass et al., 1992b). Durch die Uberproduktion des exogenen BAPPggs
ist der Nachweis der BAPP-Prozessierungsprodukte und damit die Uberpriifung der Aktivitat der
BACE-Varianten erleichtert. Ferner lasst sich die exogene Isoform BAPPsgs, aufgrund des
unterschiedlichen Molekulargewichts, leicht von der endogenen HauptspleiRvariante BAPP7s,
unterscheiden.

Fir die Untersuchung des polarisierten Transports von BACE wurde auf ein bewahrtes,
einfaches Modellsystem zuriickgegriffen, die in Filterkammern gewachsenen, polarisierten
MDCK Zellen (1.5.1). Auch dieses Modellsystem wurde bereits fir die Untersuchung des
polarsierten BAPP-Transports eingesetzt (De Strooper et al., 1995a; Haass et al., 1995c; Haass
et al., 1994a; Lo et al., 1994). BACE wurde stabil in MDCK Zellen exprimiert, die bereits mit
BAPPggs oder BAPPgosAC (der C-Terminus von BAPP ist deletiert) cDNA stabil transfiziert waren
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(Haass et al., 1995c; Haass et al., 1994a), um den Einfluss von BACE auf die Prozessierung
von BAPP besser analysieren zu kénnen. Zusatzlich konnte der Einfluss des BAPP Transports
auf die Prozessierung durch BACE untersucht werden.

Der Vorteil des MDCK Modellsystems gegeniber polarisierten, primaren, neuronalen Kulturen
besteht darin, dass stabile mit gewiinschten cDNA-Konstrukten transfizierte Zelllinien
hergestellt werden koénnen. Stabile Zelllinien mit moderater Expression des gewinschten
Proteins gewahrleisten, dass die Sortierungsmaschinerie der Zelle kein limitierender Faktor fur
den gerichteten Transport wird. Ein weiterer Vorteil ist die rAumliche Trennung der polarisierten
Plasmamembranen in apikale und basolaterale Plasmamembran und die daraus resultierende
Trennung der extrazellularen Raume. Aufgrund dessen ist neben einer immunocytochemischen
Analyse des BACE-Transports, wie sie auch in Neuronen moglich ware, zusatzlich eine
biochemische Analyse moglich. Auf’erdem kann aufgrund der getrennten extrazellularen
Raume die polarisierte BAPP-Prozessierung genau untersucht werden, die apikalen und
basolateralen Kulturiberstdnde kénnen auf sezernierte BAPP-Prozessierungsprodukte
analysiert werden. Nachteile des MDCK Modellsystems sind, dass die
Sortierungsmechanismen der Epithelzellen denen der neuronalen Zellen ahnlich (Dotti und
Simons, 1990) aber nicht mit ihnen identisch sind (Winckler und Mellman, 1999) und dass die

relevanten Zellen fiir die Entstehung der Alzheimer Krankheit Neuronen sind.

3.1.2 Antikorper zum Nachweis von BACE

In der folgenden Arbeit wurden unter anderem BACE cDNA-Konstrukte eingesetzt, die mit einer
bekannten fir den C-Terminus des Myc-Proteins kodierenden Sequenz und der Sequenz fir
sechs Histidine konjugiert sind. BACE wurde mit dem Myc-Epitop konjugiert, um kommerziell
erhaltliche Anti-myc-Anitkdper, wie den monoklonalen AK 9E10, gegen das Fusionsprotein
einsetzten zu kdénnen (2.2.4.1). Die 6 Histidine wurden zur Aufreinigung des l6slichen BACE
(BACE-L) uUber Nickel-Saulenmaterial bendtigt (2.7.1.1 / 3.6.1.1). Fir die Transfektion von
MDCK Zellen werden nicht konjugierte BACE cDNA-Konstrukte eingesetzt, um mogliche
Interferenzen des Myc-His-Konjugats mit dem BACE-Transport auszuschlie3en.

Fir den Nachweis des unkonjugierten BACE wurden drei polyklonale Antikdrper eingesetzt
(Abbildung 16 / 2.2.4.1). AK GM190 gegen das Propeptid (AS2..45), AK 7523 gegen den Bereich
der Ektodoméane, der unmittelbar an das Propeptid angrenzt (AS6.60), und AK 7520 gegen die

cytoplasmatische Domane (AS4s2.501)-
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Lumen Membran Cytosol
AS 12145 93-96 289-292 458-478 501myc His
N BEPp] DTGS DSGT c:
GM190 7523 7520 9E10
(AS22.45)(AS46.60) (AS482.501)

Abbildung 16: Schematische Darstellung von BACE mit Angabe der Antikorper

Die grof3e luminale Domane von BACE enthalt ein Signalpeptid (Sp, schwarze Box), ein Propeptid (Pp, weile Box) und
die katalytischen Zentren (DTGS, DSGT). Die zellulare Membran ist dunkelgrau dargestellt. Die cytoplasmatisch
konjugierten Epitope ,myc” (gestreifte Box) und ,His" (schwarze Box) sind gekennzeichnet. Die Antikdrper und die AS
der als Antigen eingesetzten Peptide sind angegeben und durch schwarze Balken gekennzeichnet.

3.1.3 Spezifitat der Antiseren und Nachweis von BACE im Western
Blot und in der Immunoprazipitation

Um die Spezifitdt der Antiseren zu Uberprifen, wurden Membranlysate von stabil mit BACE
transfizierten HEK 293 Zellen, analysiert. Als Kontrolle wurden Membranlysate untransfizierter

Zellen eingesetzt.

Kontrolle
BACE-wt

Kontrolle
BACE-wt
Kontrolle
BACE-wt

kDa _
10777
677 4 < Bace # JBAcE —— | IBACE
43—
28
C-terminale
Abbauprodukte
19— von BACE
14—
WB: AK 7523 WB: AK 7520 WB: AK GM190

Abbildung 17: Nachweis von BACE im Western Blot

Membranpraparation (40 pg Protein/Spur) von untransfizierten (Kontrolle) und BACE-wt (myc-His) transfizierten HEK
293 Zellen wurden in der SDS-PAGE getrennt und im Western Blot mit dem angegebenen AK analysiert. Pfeile weisen
auf spezifische BACE-Banden bei 70 kDa und 65 kDa hin.

Im Western Blot detektiert, der gegen das Propeptid gerichtete AK GM190 eine prominente
Bande bei ca. 65 kDa in Lysaten transfizierter Zellen, AK 7523 und AK 7520 erkennen in

Membranlysate transfizierter Zellen jeweils eine geringfiigig gréRere, prominente Bande bei
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ca.70 kDa und eine schwéachere Bande bei 65 kDa. In Lysaten untransfizierter HEK 293
Kontrollzellen erkennt kein AK endogenes BACE, es sind aber auch keine nennenswerten
Kreuzreaktionen sind zu beobachten (Abbildung 17).

Die Antikérper wurden zusatzlich in der Immunoprazipitation von BACE aus Zelllysaten
transfizierter und nicht transfizierter HEK 293 Zellen getestet. Zur Detektion im Western Blot

wurde der monoklonale AK 9E10 eingesetzt.
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Abbildung 18: Nachweis von BACE in der Inmunoprazipitation

Zelllysate von untransfizierten (-) und BACE-wt (myc-His) transfizierten (+) HEK 293 Zellen wurden mit dem jeweils
angegebenen AK immunoprazipitiert und fir AK 7523 wurde zusatzlich das Pradimmunserum eingesetzt (pra). Die
Prazipitate wurden in der SDS-PAGE getrennt und der BACE-Nachweis erfolgte im Western Blot mit AK 9E10. Der Pfeil
kennzeichnet die 70 kDa Bande, der Pfeilkopf die 65 kDa Bande.

Auch in der Immunoprazipitation reagiert der AK GM190 fast ausschlieRlich mit der kleineren
BACE-Form, wahrend der AK 7523 praferentiell mit der grofteren 70 kDa BACE-Form reagiert.
Der AK 7520 prazipitiert beide Formen gleich gut (Abbildung 18).

Berechnet ist fiir BACE ein theoretisches Molekulargewicht von 50 kDa. Die Migration in der
SDS-PAGE bei 65 kDa und 70 kDa deutet auf eine sekundare Modifikation hin. Die Méglichkeit
einer Molekulargewichtszunahme durch Konjugation und Maturierung von Zuckern wird spater
untersucht (3.2.2).

Auffallend ist, dass die kleine Form préaferentiell von dem gegen das Propeptid gerichtet AK
GM190 erkannt wird, dieses Propeptid scheint in der groReren Form nicht mehr oder kaum
noch vorhanden zu sein. AK 7523 gegen die an das Propeptid angrenzende N-terminale
Domaéane, erkennt besonders gut die groflere BACE-Form, das AK Epitop scheint ohne
Propeptid besser zuganglich zu sein.

Die Entstehung der grofleren BACE-Form und die Differenz aus berechnetem und

tatsachlichem Molekulargewicht weisen auf moégliche sekundare Modifikationen hin.
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3.2 Maturierung von BACE durch post-transilationale

Modifikationen

3.2.1 Kinetik der Maturierung von BACE

Es wurde zunachst untersucht, ob zwischen der Entstehung der BACE-Migrationsformen bei 65
kDa und 70 kDa eine zeitliche Abfolge besteht. Ein Ubergang der 65 kDa Form in die 70 kDa
Form ware ein Hinweis auf eine post-translationale Modifikation von BACE. Um die Funktion
der BACE-Domanen bezuglich ihrer Rolle fiir den Transport und evtl. der transportabhangigen
Enzymaktivitat zu analysieren, wurde ferner untersucht, ob die cytoplasmatischen Domane bzw.
die Membranverankerung von BACE fir die mdgliche Maturierung benétigt werden. Dazu
wurden die cDNA-Konstrukte BACE-wt, BACE-AC und BACE-L (Abbildung 19) stabil in HEK
293/BAPPwt transfiziert.

Lumen Membran  Cytosol
AS 121 45 93-96 289-292 K501 myc His
N‘Pp| DTGS DSGT C' BACE-wt
AS 12145 93-96 289-292 V477 myc His
NPl DTGS DSGT C BACE-AC
AS 12145 93-96 289292  T454myc His
N‘SePpl DTGS DSGT ﬂ]ﬂ]ﬂﬂﬂmﬂ% C BACE-L

Abbildung 19: Darstellung der eingesetzten BACE-Konstrukte

Alle Konstrukte sind mit der Sequenz fir ,myc* und ,His" konjugiert. BACE-AC enthalt die Transmembrandomane, nicht
aber die cytoplasmatische Domane von BACE, die BACE-Sequenz endet mit V477. BACE-L enthalt weder die
Transmembrandoméne, noch die cytoplasmatische Doméane und endet kurz vor der potentiellen Transmembrandomane
mit T454. Signalpeptid, Propeptid und die aktiven Zentren sind gekennzeichnet.

Die Maturierung von BACE wurde in ,pulse/chase“-Experimenten analysiert (Abbildung 20 /
2.5.4.3). Eine kleine Population von neu synthetisiertem BACE wurde radioaktiv markiert (pulse)
und diese Population wurde zeitlich in ihrer Maturierung verfolgt (chase). Zu den angegebenen
.chase“-Zeitpunkten wurden Zelllysate hergestellt und mit AK 9E10 immunoprazipitiert.
Zusatzlich wurde das konditionierte Medium von der BACE-L exprimierenden Zelllinie
gesammelt und ebenfalls immunoprazipitiert, da erwartet werden konnte, dass die I6sliche

Variante von BACE in das Medium sezerniert wurde.
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BACE-wt BACE-L (Zelllysat)
0 30 60 120 240 chase [min] 0 30 60 120 240 chase [min]
: . S |« matur
“. ; < jmmatur < matur
' < immatur
BACE-AC BACE-L (konditioniertes Medium)

0 30 60 120 240 chase [min] 0 30 60 120 240 chase [min]

< matur
< immatur matur

Abbildung 20: Maturierung von BACE-wt, BACE-AC und BACE-L analysiert im ,,pulse/chase“-Experiment

HEK 293 Zellen mit stabiler Uberexpression von BACE-wt, BACE-AC oder BACE-L wurden 10 min mit
[**S]Methionin/Cystein radioaktiv markiert (pulse), gefolgt von einer Inkubation mit nicht radioaktivem Medium (chase).
Zu den angegebenen ,chase“-Zeitpunkten wurden Zelllysate hergestellt, bzw. fir BACE-L wurde zuséatzlich
konditioniertes Medium gesammelt. Die Lysate und das konditionierte Medium wurden mit AK 9E10 immunoprazipitiert.
Die Prazipitate wurden im 10%-SDS-Gel aufgetrennt. Gezeigt sind die Autoradiografien der Gele. Matures und
immatures BACE ist gekennzeichnet.

Das zum ,chase“Zeitpunkt ,0 min“ hergestellte Zelllysat zeigt fir alle BACE-Varianten
ausschlieRlich eine Bande bei ca. 65 kDa, es handelt sich hierbei um die Ausgangspopulation,
die wahrend des ,pulse” radioaktiv markiert wurde. Beim ,chase“-Zeitpunkt ,60 min“ ist fir
BACE-wt und BACE-L eine zweite, mature Bande bei ca. 70 kDa zu erkennen. Zusatzlich ist fir
BACE-L die mature Form deutlich im Medium detektierbar und nach 120 min ist fast die
gesamte radioaktiv markierte BACE-L-Population sezerniert. Die mature Form ist fir BACE-AC
erst zum nach 120 min erkennbar. Die Quantifizierung der Maturierung von BACE-wt,
BACE-AC und BACE-L zeigt, dass die I6sliche Form effizient und am schnellsten maturiert,
wahrend BACE-AC am langsamsten maturiert (Abbildung 21A). Wird hingegen die Stabilitat der
maturen Form betrachtet, so ist matures BACE-AC am stabilsten und matures BACE-wt wird
am schnellsten abgebaut (Abbildung 21B). Da matures BACE-L sezerniert wird kommt es nach
60 min ,chase“ zur dramatischen Abnahme von maturem BACE-L im Zelllysat. Auch im Medium
wird sezerniertes BACE-L abgebaut, der Abbau ist jedoch langsamer als der von BACE-wt im

Lysat.
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Abbildung 21: Quantifizierung der Maturierung und des Abbaus von BACE-wt, BACE-AC und BACE-L

A: Fir jeden ,chase“-Zeitpunkt wurde der prozentuale Anteil des maturen BACE an der Gesamtpopulation berechnet.
Fir BACE-L wurde das mature, sezernierte BACE-L mit berlcksichtigt. Die Maturierung fur BACE-L verlauft am
schnellsten, die von BACE-AC am langsamsten. B: Die Stabilitat des maturen BACE wird ermittelt, indem die maximal
erreichte Menge von maturen BACE als 100 % gesetzt wird, die BACE Menge der anderen ,chase“-Zeitpunkte wird als
Prozent der maximalen Menge ausgedriickt. Fir BACE-L wurden das Lysat und das konditionierte Medium getrennt
betrachtet.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass BACE eine zeitabhangige VergroRerung seines
Molekulargewichts erfahrt. Fir diese Maturierung sind die cytoplasmatische Doméane und die
Membranverankerung nicht erforderlich. Fir membrangebundenes BACE erhoht die

cytoplasmatische Domane die Effizienz der Maturierung, allerdings auch die Degradation.

3.2.2 N-Glycosylierung von BACE

Viele der im ER synthetisierten Proteine werden durch kovalente Bindung von Zuckern am
Amidstickstoff des Asparagin glycosyliert. Die Ubertragung der Oligosaccharide erfolgt im ER
direkt wahrend der Peptidsynthese durch eine membrangebundene Glycosyltransferase. Die
Glycosyltransferase erkennt die Konsensus-Sequenz -N(X)[S/T]-, wobei X jede beliebige
Aminosaure auler Prolin sein kann. BACE enthalt vier mogliche N-Glycosylierungsstellen.

Die im ER auf das Protein Ubertragenen ,core“-Oligosaccharide sind Pentasaccharide,
bestehend aus zwei B-glycosidisch verknipften N-Acetyl-Glucosamineinheiten verbunden mit
einer B-glycosidisch gebundenen Mannose, mit der wiederum zwei a-glycosidisch verbundene
Mannoseeinhheiten verknipft sind. Zunachst werden die ,core“-Oligosaccharide im ER
getrimmt, um dann im Golgi-Apparat zu komplexen, proteinspezifischen Zuckerresten
aufgebaut zu werden.

Neben der N-Glycosylierung an Asparagin kdénnen auch Oligosaccharide kovalent an das
Sauerstoffatom des Serins oder Threonins gebunden werden, diese haufig vorkommende
Bindung wird als O-Glycosylierung bezeichnet und erfolgt ausschlieRlich im Golgi-Apparat.
Zucker abspaltende Enzyme, Glycosidasen, spalten spezifisch bestimmte Zuckerverbindungen
und kdnnen zur Analyse der Glycosylierung von Proteinen eingesetzt werden. Alle N-
glycosylierten Zuckerreste kénnen durch N-Glycosidase F abgespalten werden, O-glycosylierte
Zucker werden nicht abgespalten (Tarentino et al., 1985). Endoglycosidase H (Endo H) spaltet
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mannosereiche und keine komplexen N-glycosylierten Zuckerketten. Da Komplex-Zucker erst
im Golgi-Apparat aufgebaut werden, weist eine Endo H Stabilitdt der Zucker auf eine
Lokalisierung im Golgi-Apparat oder spateren Zellkompartimenten hin (Tarentino und Maley,
1974).

Um zu untersuchen, ob BACE N-glycosyliert wird, wurden BACE exprimierende Zellen im
~pulse/chase“-Experiment radioaktiv markiert und nach einer ,chase“Zeit von 120 Minuten
lysiert. Zu diesem ,chase“-Zeitpunkt liegen ungefahr gleiche Mengen immatures und matures
BACE vor (Abbildung 20). Zelllysate wurden mit AK 9E10 immunoprazipitiert und mit
N-Glycosidase F oder mit dem entsprechenden Puffer inkubiert. Nach Auftrennung der Proben
in der SDS-PAGE wurde BACE in der Autoradiografie detektiert (Abbildung 22). In der
unbehandelten Kontrollspur kann immatures und matures BACE bei ca. 65 und 70 kDa
nachgewiesen werden. In der behandelten Spur ist im Wesentlichen eine Bande bei einem
Molekulargewicht von ca. 50 kDa nachweisbar. Hierbei handelt es sich um die vollstandig
deglycosylierte Form des Proteins. Das Molekulargewicht von 50 kDa entspricht der kalkulierten
Masse von BACE.

N-Glycosidase F

- +

105 kDa =

75 kDa = e < matur
- < immatur
50 kDa — - <« deglycosyliert

IP: AK 9E10

Abbildung 22: N-Glycosidase F Behandlung von BACE

BACE-wt transfizierte HEK 293 Zellen wurden im ,pulse/chase“-Experiment radioaktiv markiert, zum ,chase“-Zeitpunkt
,120“ min wurden Zelllysate hergestellt und mit AK 9E10 immunoprazipitiert. Ein Immunoprazipitat wurde mit N-
Glycosidase F inkubiert (+), ein weiteres zur Kontrolle nur mit dem Inkubationspuffer (-). Die Proben wurden im 8%-
SDS-Gel getrennt. Abgebildet ist eine Autoradiografie des Gels.

Ein weiterer Nachweis fir eine N-Glycosylierung von BACE wurde durch eine Behandlung mit
dem Antibiotikum Tunicamycin erbracht. Tunicamycin kann aufgrund seiner Analogie zum
UDP-N-Acteylglucosamin die Bildung des ,core“-Oligosaccharids verhindern. Dadurch werden
N-Glycosylierungen vollstandig unterbunden (Leavitt et al., 1977; McDowell und Schwarz,
1988).

BACE exprimierende Zellen wurden mit Tunicamycin vorbehandelt und in Anwesenheit von
Tunicamycin wurde ein ,pulse/chase“-Experiment durchgefihrt. Zelllysate zum ,chase®-
Zeitpunkt ,0“ und ,120“ Minuten wurden mit AK GM190 und AK 9E10 immunoprazipitiert
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Tunicamycin Behandlung BACE exprimierender Zellen

BACE-wt transfizierte HEK 293 Zellen wurden nach Tunicamycin Vorbehandlung, in Anwesenheit von Tunicamycin im
,pulse/chase“-Experimeniment radioaktiv markiert. Zu den ,chase“-Zeitpunkten ,0 min“ und ,,120 min“ wurden Zelllysate
hergestellt und mit AK GM190 und AK 9E10 immunoprazipitiert. Die Proben wurden im 8%-SDS-Gel getrennt.
Abgebildet ist eine Autoradiografie des Gels.

In Gegenwart von Tunicamycin erhdlt man ausschliellich eine Bande von 50 kDa,
entsprechend dem Molekulargewicht von deglycosylietem BACE (Abbildung 22). Auch beim
,chase“-Zeitpunkt ,120 min“ ist keine Glycosylierung von BACE nachweisbar. Die Behandlung
mit Tunicamycin verhindert nicht nur die Glycosylierung von BACE, sondern vermutlich auch die
Abspaltung des Propeptides. Der AK GM190 prazipitiert zum ,chase“-Zeitpunkt ,120 min*
unvermindert die unglycosylierte BACE-Form (Abbildung 23). In ,pulse/chase“-Experimenten,
ohne Tunicamycin Behandlung wird zu diesem Zeitpunkt mit dem AK GM190 kaum noch
radioaktiv markiertes BACE prazipitiert (Abbildung 25).

Um zu klaren, ob die mature Form von BACE den Golgi-Apparat und das TGN erreicht, wurde

untersucht, inwieweit die mature Form komplex glycosyliert und damit Endo H resistent ist.

Endo H
.

105 kDa —

75 kDa=— . % | < matur
< immatur
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IP: AK 9E10

Abbildung 24: Endoglycosidase H Behandlung von BACE

BACE-wt transfizierte HEK 293 Zellen wurden im ,pulse/chase”-Experimeniment radioaktiv markiert. Zum ,chase*-
Zeitpunkt ,120 min“ wurden Zelllysate hergestellt und mit AK 9E10 immunoprazipitiert. Ein Immunoprazipitat wurde mit
Endo H inkubiert (+), ein weiteres zur Kontrolle mit dem Inkubationspuffer (-). Die Proben wurden im 8%-SDS-Gel
getrennt. Abgebildet ist eine Autoradiografie des Gels.

Durch Endo H Behandlung &ndert die mature Form von BACE ihr Migrationsverhalten in der

SDS-PAGE nicht, sie ist Endo H stabil und muss daher komplex glycosyliert sein (Abbildung
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24). Immatures BACE wird durch Endo H deglycosyliert und migriert im SDS-Gel bei 50 kDa
(Abbildung 24), dem Molekulargewicht des nicht glycosylierten BACE.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass BACE im ER N-glycosyliert wird. Beim
Transport vom ER Uber den Golgi-Apparat zum TGN werden die Zucker zu einer Endo H
resistenten, komplexen Form modifiziert, dadurch kommt es zu einer Zunahme des

Molekulargewichts um ca. 5 kDa, von 65 kDa zu 70 kDa.

3.2.3 Analyse der Propeptidprozessierung von BACE

Propeptidkonvertasen (PK) oder auch Propeptidpeptidasen genannt, hydrolysieren die
Abspaltung eines Propetides vom Proprotein, dadurch entsteht ein aktiviertes, matures Protein
(Nakayama, 1997; Thomas, 2002). Dieser Mechanismus spielt eine groRe Rolle in der
Aktivierung von Proteinen, Enzymen und Hormonen im sekretorischen Transportweg
(Nakayama, 1997; Thomas, 2002). PK sind in Vertebraten und vielen Invertebraten ubiquitiar
exprimiert. Sie gehdren zur Subtilisin Proteinfamilie. |hr katalytisches Zentrum, bestehend aus
den Aminosauren Asp, His, Ser, ist homolog zu dem bakterieller Serin-Endoproteasen und zu
dem der Hefe-Endoprotease Kex2p. In Sdugern wurden bisher sieben PK mit einer 50-70 %
identischen katalytischen Domane identifiziert. Furin ist die am besten analysierte PK, mit
einem breiten pH-Wert Optimum von pH 5-8 und einer strikten Calciumabhangigkeit, fir
maximale Aktivitat wird eine 1 mM Calciumkonzentration benétigt. Furin-Aktivitat konnte in
verschiedenen Zellkompartimenten nachgewiesen werden (Bresnahan et al., 1990; Hatsuzawa
et al., 1992; Molloy et al., 1992). Die Konsensussequenz von Furin ist -RX(K/R)R- (Hosaka et
al., 1991), an Position P2 ist eine basische Aminosaure ausreichend (Krysan et al., 1999;
Molloy et al., 1992). Der Schnitt findet hinter dem C-terminalen Argenin statt. Eine

entsprechende minimale Konsensussequenz mit -RLPR- ist auch in BACE vorhanden.

3.2.3.1 Zellulare Lokalisierung der BACE-Propeptidabspaltung

Wie in anderen Arbeiten postuliert wurde (Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar et al.,
1999; Yan et al.,, 1999), wird BACE als Proenzym, mit einem relativ kurzen Propeptid von
24 AS, exprimiert. Die Propeptidabspaltung von BACE wurde in ,pulse/chase“-Experimenten
untersucht und die subzelluldre Lokalisierung von Propeptid enthaltendem BACE (Pro-BACE)

wurde in Immunofluoreszenzen analysiert (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Propeptidabspaltung von BACE, analysiert im ,pulse/chase“-Experiment und in der
Immunofluoreszenz

A: HEK 293 Zellen mit stabiler Uberexpression von BACE-wt wurden 10 min mit [**S]Methionin/Cystein radioaktiv
markiert, gefolgt von einer Inkubation mit nicht radioaktivem Medium. Zu den angegebenen ,chase“-Zeitpunkten wurden
Zelllysate hergestellt. Lysate wurden mit AK 7520 und AK GM190 immunoprazipitiert. Die Prazipitate wurden im 10%-
SDS-Gel aufgetrennt, gezeigt sind die Autoradiografien der Gele. Matures und immatures BACE sind gekennzeichnet.
B: Auf Deckglaschen gewachsene HEK 293 Zellen mit stabiler Uberexpression von BACE-wt wurden fixiert und mit
Triton X-100 permeabilisiert. BACE und Pro-BACE wurden mit AK 9E10, AK GM190 und fluoreszierendem 2. AK
nachgewiesen. Pfeile weisen auf die typischen Fluoreszenzsignale hin.

Im ,pulse/chase“-Experiment ist zu erkennen, dass Pro-BACE nicht maturiert. Der gegen das
Propeptid gerichtete AK GM190 immunoprazipitiert ausschlie3lich immatures BACE. Immatures
BACE und Pro-BACE nehmen wahrend der ,chase“-Zeit vergleichbar ab, parallel kommt es zur
Zunahme von maturem BACE (Abbildung 25A). Die Propeptidabspaltung scheint unmittelbar
vor der komplexen Glycosylierung von BACE stattzufinden und damit vor dem Erreichen des
TGN. Die Immunofluoreszenzen bestatigen eine unterschiedliche Lokalisierung von Pro-BACE
und BACE. Pro-BACE ist Uberwiegend in der Kernhille und in ER-8hnlichen Strukturen
lokalisiert, kann aber kaum im Golgi-Apparat nachgewiesen werden (Abbildung 25B).
Dahingegen zeigt AK 9E10, der Pro-BACE und BACE erkennt, eine starke Fluoreszenz in
Strukturen, die an einer Seite des Zellkerns lokalisiert sind und wahrscheinlich dem Golgi-
Apparat entsprechen (Abbildung 25).

Die ,pulse/chase“-Experimente und die subzelluldre Lokalisierung von BACE weisen daraufhin,
dass die Propeptidabspaltung auf dem zelluldren Transportweg vom ER zum Golgi-Apparat, im

ER, ,intermediate“ Kompartiment oder cis-Golgi-Apparat, stattfindet.

Durch die gezielte Blockierung zellularer Transportvorgdnge kénnen bestimmte Mechanismen
oder enzymatische Aktivitdten subzelluldren Kompartimenten zugeordnet werden. Brefeldin A
(BFA) inhibiert den Vorwartstransport vom ER zum Golgi-Apparat (Dinter und Berger, 1998;
Klausner et al., 1992). Da der Riicktransport nicht blockiert wird, kommt es vermutlich zur
Fusion des ER und Golgi-Apparats (Alberts et al., 2002; Haass und Selkoe, 1993). Der

Transportweg von cis- und medialen-Golgi-Zisternen zum TGN kann durch Monensin blockiert
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werden, wobei ER und Golgi-Apparat nicht verschmelzen (Rosa et al., 1992; Wild-Bode et al.,
1997).

Zur weiteren Untersuchung der subzellularen Lokalisation der Propeptidabspaltung von BACE
wurden ,pulse/chase“-Experimente in Anwesenheit von BFA oder Monensin durchgefiihrt.
Zelllysate wurden mit AK GM190 gegen das Propeptid und zur Kontrolle mit AK 7520 oder AK
9E10 immunoprazipitiert.

Brefeldin A Monensin
0 60 120 0 60 120 0 60 120 0 60 120 chase [min]
105 kDa =,
75 kDa—
* - - ~ [ . O &= g ~ immatur
50 kDa —
IP: AK 9E10 AK GM190 IP: AK GM190 AK 7520

Abbildung 26: BFA- und Monensin Behandlung BACE exprimierender Zellen

BACE-wt transfizierte HEK 293 Zellen wurden nach BFA bzw. Monensin Vorbehandlung, in Anwesenheit von BFA bzw.
Monensin im ,pulse/chase“-Experimeniment radioaktiv markiert. Zum ,chase“-Zeitpunkt ,0%, ,60“ und ,120“ min wurden
Zelllysate hergestellt und mit AK GM190 und AK 9E10 oder AK 7520 immunoprazipitiert. Die Proben wurden im
8%-SDS-Gel getrennt, abgebildet ist eine Autoradiografie des Gels.

In Zelllysaten BFA oder Monensin behandelter Zellen ist nur die immature BACE-Variante
nachzuweisen, der Umbau der N-glycosylierten Zucker zu komplexen Strukturen findet nicht
mehr statt (Abbildung 26).

Bei BFA Behandlung kommt es zu einer leichten Reduktion des Molekulargewichts,
wahrscheinlich aufgrund des Trimmens der Zucker. Die immature BACE-Form ist instabil und
zum ,chase“-Zeitpunkt ,60 min“ ist im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und zur Monensin
Behandlung eine deutliche Reduktion zu beobachten (Abbildung 26, vgl. Abbildung 20). In der
Immunoprazipitation von BACE mit AK GM190 und AK 9E10 ist kein wesentlicher Unterschied
zu erkennen. Dies weist daraufhin, dass das Propeptid bei BFA-Behandlung nicht abgespalten
wird.

Monensin erhéht die Stabilitdt von BACE (Abbildung 26). Bei der Prazipitation von BACE mit AK
GM190 ist beim ,chase“-Zeitpunkt ,120 min“ kaum eine Reduktion des immaturen BACE
festzustellen, dies zeigt, dass auch bei Monensin Behandlung das Propeptid nicht abgespalten
wird (Abbildung 26, vgl. Abbildung 25).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Propeptidabspaltung von BACE nicht im
ER stattfindet, sondern spater im sekretorischen Transportweg, jedoch bevor es zum Aufbau
von komplexen Zuckern kommt. BFA und Monensin blockieren den Transport von BACE vom
ER zum Golgi-Apparat bzw. vom Golgi-Apparat zum TGN, und damit ist auch die
Propeptidabspaltung und die Maturierung von BACE blockiert.
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3.2.3.2 Bestimmung der Schnittstelle der BACE-Propeptidkonvertase

Aufgrund der in BACE vorhandenen PK-Konsensussequenz wird angenommen, dass die BACE
prozessierende PK nach der minimalen Furin Konsensussequenz -RLPR-' schneidet. Um diese
Hypothese zu Uberpriifen wurde die Konsensussequenz durch eine Mutation von Arg zu Ala an
Position 45 in -RLPA- verandert, sodass sie nicht mehr von Furin oder einer furindhnlichen PK

erkannt werden konnte (Krysan et al., 1999; Molloy et al., 1992).

Lumen Membran  Cytosol
AS121 R45A 9396 289-292 myc His
N S¥Pol DTGS DSGT C' BACE R45A

Abbildung 27: Darstellung des BACE R45A Konstruktes

Das BACE R45A Konstrukt ist mit der Sequenz fiir ,myc” und ,His" konjugiert und entspricht, abgesehen von dem AS
Austausch Arg - Ala an Position 45, der Sequenz von BACE-wt.

BACE mit der Mutation R45A wurde stabil in HEK 293/BAPPwt Zellen exprimiert. In
~pulse/chase“-Experimenten wurde die Maturierung dieser BACE-Mutante und der Einfluss der

Mutation auf die Propeptidabspaltung untersucht.

0 60 120 240 chase[min] o 60 120 240 chase [min]

o p— W [ immatur i
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Abbildung 28: BACE R45A analysiert im ,,pulse/chase“-Experiment

HEK 293 Zellen mit stabiler Uberexpression von BACE R45A wurden 10 min mit [358]Methionin/Cystein radioaktiv
markiert, gefolgt von einer Inkubation mit nicht radioaktivem Medium. Zu den angegebenen ,chase“-Zeitpunkten wurden
Zelllysate hergestellt. Die Lysate wurden mit AK 9E10 und AK GM190 immunoprazipitiert und im 10%-SDS-Gel
aufgetrennt. Immatures BACE ist gekennzeichnet.

Zelllysate der entsprechenden ,chase®-Zeitpunkte wurden zur Untersuchung der Maturierung
mit AK 9E10 immunoprazipitiert. Obwohl AK 9E10 die immature und mature Form von BACE
mit gleicher Affinitdt immunoprazipitiert, ist eine Maturierung von BACE R45A nicht zu
detektieren (Abbildung 28). Fir BACE-wt ist die mature Form nach 60 min nachweisbar und
nach 120 min liegt Uberwiegend matures BACE vor (Abbildung 20 / Abbildung 25). Die
immature BACE R45A Form ist stabil und wird wahrend des ,chase“-Zeitraums von 240
Minuten kaum abgebaut (Abbildung 28). Im Gegensatz dazu ist fiir BACE-wt nach 240 min kein
immatures BACE zu detektieren (Abbildung 25). Die Immunoprazipitation der Zelllysate mit AK

GM190 zeigt, dass das Propeptid wahrend der ,chase“-Periode nicht abgespalten wird. Die
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Vermutung, dass es sich bei der Sequenzabfolge -RLPR- um die Erkennungssequenz der
BACE schneidenden PK handelt, hat sich bestatigt.

3.3 Einfluss von BACE auf die BAPP-Prozessierung

BACE schneidet BAPP N-terminal des AB-Peptids und leitet damit die Freisetzung von AP ein.

Nachdem die Maturierung und von BACE in Abhangigkeit von der cytoplasmatischen Doméane
und der Transmembrandomé&ne untersucht wurde, wurde der Einfluss dieser Domanen auf die
Aktivitdt untersucht. Es wurde ferner anhand der BACE R45A Mutante untersucht, ob eine
Propeptidabspaltung und Maturierung von BACE fir die enzymatische Aktivitat, d.h. fir die

Freisetzung von AR notwendig ist.

3.3.1 Antikorper zum Nachweis des BAPP und der BAPP-
Prozessierungsprodukte

BAPP gehort zur Gruppe der N- und O-glycosylierten Transmembranproteine vom Typ I.
Wahrend des Transports auf dem sekretorischen Weg vom ER Uber den Golgi-Apparat zur
Zelloberflache und der folgenden Reinternalisierung kann BAPP, zunachst von a- oder
B-Sekretase, dann von der y-Sekretase, proteolytisch prozessiert werden (1.3.2). Die zum
Nachweis von BAPP und seinen proteolytischen Fragmenten benutzten Antikdrper sind in
Abbildung 29 dargestellt. Der Ektodomanen AK 5313 (Steiner et al., 1999b; Steiner et al,,
1999c; Walter et al.,, 2000) detektiert alle I6sliche Formen von BAPP (I-BAPP) sowie das
Holoprotein, wahrend AK 6687 das Holoprotein und alle membrangebundenen, C-terminalen
Fragmente erkennt (Capell et al., 2000a). Zum Nachweis von I-BAPPa wurde der
neoepitopspezifische AK 1736 eingesetzt, der ausschliellich mit der an der a-Schnittstelle
endenden BAPP-Spezies reagiert (Haass et al., 1992b). Zur AB-Prazipitation wurde der alle AB-
Spezies erkennende AK 3926 (Wild-Bode et al., 1997) eingesetzt.

Lumen Membran  Cytosol
5313 6687
y (AS444—592) (AS652—695)

N sp Vi [ —

a- T .o

B‘ ————————— '1'1* _______ O“ \\‘\Y‘ao‘ ‘Y42

...ISEVKM [DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV]IA

1736 3926
(ASso5.611 ) (ASap 140)

Abbildung 29: Schematische Darstellung von BAPPgy; mit Angabe der Antikorper

Die luminale Domane von BAPP enthalt ein Signalpeptid (Sp, schwarze Box), die zelluldre Membran ist grau dargestellt.
Die AB Domane (rote Box) ist zusatzlich vergroRert, unter Angabe der AS-Sequenz im Einbuchstabencode dargestellit.
Die potentiellen Schnittstellen der a-, B-, und y-Sekretase sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Antikorper und die AS
der als Antigen eingesetzten Peptide sind angegeben und durch schwarze Balken gekennzeichnet.

74



Ergebnisse

3.3.2 Prozessierung von BAPP durch BACE und die BACE-
Varianten: AC, L, R45A

Die BACE-Konstrukte wurden stabil in HEK 293 Zellen transfiziert, die bereits BAPPwt exogen
exprimieren. Alle Zelllinien exprimieren &ahnliche Mengen pAPPwt, da die gleiche
Ausgangszelllinie zur Transfektion der BACE-Konstrukte benutzt wurde. Die BACE-Expression
ist ebenfalls vergleichbar, nur die Zelllinie BACE R45A hat eine niedrigere Expression
(Abbildung 28). Fur diese Zelllinie konnten keine hoch exprimierenden Klone gefunden werden.
Zur Analyse der BAPP-Prozessierung wurden die Zelllinien BACE-wt, BACE-AC, BACE-L,
BACE R45A, und zur Kontrolle die BAPPwt und BAPPsw exprimierenden Zelllinien, 4 h mit
[**S]Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Die sezernierten Prozessierungsprodukte -BAPPa,
[-BAPPyy, sowie die AB- und p3-Spezies wurden aus den konditionierten Medien

immunoprazipitiert (Abbildung 30).
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Abbildung 30: BAPP-Prozessierung in Abhéngigkeit von BACE und BACE-Varianten

Die angegebenen Zelllinien wurden 4 h mit [3SS]Methionin/Cystein radioaktiv markiert, konditionierte Medien wurden
gesammelt und Aliquote zur Immunoprazipitation von I-BAPPa (10 %), I-BAPP (10 %) und AB (80 %), mit den AK
1736, AK 5313 und AK 3926 eingesetzt. Die Immunoprazipitate von I-BAPP wurden im 8%-SDS-Gel aufgetrennt, die
von AB im Tris-Tricine-Gel. Abgebildet sind Autoradiografien der getrockneten Gele.

Zur Beurteilung der BACE-Aktivitdt ist es notwendig, die Sezernierung von |-BAPPa im
Verhaltnis zur Sezernierung von |-pAPP., zu betrachten, da die Gesamtsezernierung der
verschiedenen Zelllinien unterschiedlich ist. Die Autoradiografie der AB- und p3-Spezies gibt
jedoch einen direkten Hinweis auf die BACE-Aktivitat. Die Zelllinien BACE-wt, BACE-AC und
BACE-L zeigen im Vergleich zur Kontrollzellinie BAPPwt eine erhéhte AB- und deutlich
verminderte p3-Produktion. Es entsteht neben der AB-Spezies, deren N-Terminus mit Asp1

beginnt (AB1.40142) 0der APasp1) eine weitere mit Glu11 beginnende AB-Spezies (AB(11-4042),
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ABgu11) (1.3.2.2). BACE schneidet BAPP mit groter Affinitat zwischen M595 und D596, aber
katalysiert auch den Schnitt zwischen Y605 und E606 (1.3.2.2) (Vassar et al., 1999). Die
Positionsangaben sind bezogen auf die SpleiRform BAPPggs. Die Zelllinie BACE R45A zeigt
keine erhohte AB-Produktion. BAPPsw wird, wie aufgrund der erhéhten Affinitdt von BACE zum
BAPPsw-Substrat zu erwarten war, hauptsachlich von BACE geschnitten und es entsteht
Uberwiegend AB1.4042) (1.3.2.2) (Citron et al., 1992; Lin et al., 2000; Vassar et al., 1999; Yan et
al., 1999).

Die Quantifizierung von drei unabhangigen Experimenten bestatigt fur die Zelllinien BACE-wt,
BACE-AC und BACE-L eine reduzierte a-Sekretase Prozessierung von BAPP. Die I-BAPPa-
und p3-Sezernierung sind deutlich vermindert. Hingegen zeigt BACE R45A keine Veranderung
der AB-Sezernierung im Vergleich zur Kontrollzelllinie BAPPwt (Abbildung 31A/B).
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Abbildung 31: Quantitative Auswertung der I-BAPP- und AB-Sezernierung

Quantifizierung der radioaktiven Immunoprazipitate von I-BAPPa, I-BAPPy. und AR bzw. p3 mittels Phosphor-Imager,
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhangigen Experimenten. Der Anteil der a-Sekretase
Prozessierung an der Gesamtprozessierung von BAPP wird im Verhaltnis der Sezernierung von |-BAPPa zu I-BAPP;a
(A), oder im Verhaltnis von p3 zu ABasp: (B) ausgedriickt.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass BACE-wt, BACE-AC und BACE-L
B-Sekretase Aktivitdt zeigen und in transfizierten Zellen kaum Unterschiede in der Aktivitat zu

erkennen sind. Damit ware BACE-L eine mdgliche Enzymquelle fiir ein in vitro Assay System.

Eine genaue Betrachtung der entstehenden AB-Spezies flir BACE-wt, BACE-AC und BACE-L
ldsst Unterschiede im ABgui1 und APaspr Verhéltnis erkennen (Abbildung 30). Eine
Quantifizierung der AB-Spezies aus drei unabhangigen Experimenten bestatigt diesen Eindruck
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Sezernierung von ABasp1 und ABgiu11 in Abhangigkeit von der BACE-Variante

Quantifizierung der radioaktiven Immunoprazipitate ABaspt und ABguir mittels Phosphor-Imager. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhangigen Experimenten. Der Anteil der ABgu11-Spezies zu der
ABaspi-Spezies ist dargestellt.

BACE-AC transfizierte Zellen produzieren die grofite Menge der ABgui1-Spezies, BACE-L
transfizierte Zellen die geringste. Moglicherweise liegt eine Korrelation zwischen
Geschwindigkeit der Maturierung und der Entstehung der ABgu11-Spezies vor, BACE-AC
maturiert am langsamsten und BACE-L am schnellsten (Abbildung 20 / Abbildung 21). Dieser
Zusammenhang kdnnte daraufhin deuten, dass der Ort der Entstehung von ABasy1 und ABgiyi1

in der Zelle ein anderer ist.

3.4 Identifizierung der Propeptidkonvertase von BACE

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Aminosaureabfolge -RLPR-' die Konsensussequenz
fur die BACE prozessierende PK ist und eine Mutation an dieser Schnittstelle sowohl die
Maturierung (Abbildung 28), als auch die Aktivierung von BACE (Abbildung 30 / Abbildung 31)
verhindert, wurde die BACE schneidende PK und die Bedeutung der BACE-Prodoméne auf die
enzymatische Aktivitat weiter untersucht. Es ist notwendig von der BACE-Mutation unabhangige
Methoden zur Untersuchung der BACE-PK einzusetzen, da es auch mdglich ware, dass die

blockierte Maturierung von BACE R45A nicht direkt durch die verhinderte Propeptidabspaltung
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bedingt ist, sondern die Mutation eine falsche Faltung induziert. Daraufhin kdnnte BACE R45A
kaum das ER verlassen, sondern wiirde verstarkt dem proteasomalen Abbau falsch gefalteter
Proteine zugefiihrt werden (Bonifacino und Lippincott-Schwartz, 1991; Tsai et al., 2002). Ein
verstarkter Abbau von BACE R45A koénnte auch die niedrige Expression erklaren, und ein
verminderter Export aus dem ER kénnte die Ursache fir die Blockierung der Maturierung und
der Aktivitdt sein. Die Effekte der Mutation R45A auf BACE-Maturierung und -Aktivitat waren
unspezifisch auf die falsche Faltung zurickzufihren. Zur weiteren Klarung der Rolle des BACE-

Propeptids wurde die endoproteolytische Spaltung von BACE spezifisch inhibiert.

Die bekannten Bedingungen des Furin-Schnitts wurden genutzt, um funktionelle
Peptidinhibitoren zu generieren. Ein solcher Inhibitor ist das Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-
chloromethylketon (Garten et al., 1994; Hallenberger et al., 1992; Jean et al., 1995). Im
Folgenden wurde der Einfluss des Inhibitors auf den Propeptidschnitt und die Maturierung von
BACE untersucht, dazu wurden ,pulse/chase“-Experimente in Anwesenheit des Inhibitors
durchgefihrt (2.5.6.2).
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Abbildung 33: Einfluss eines Furin-Inhibitors auf BACE-wt Maturierung, analysiert im ,pulse/chase*-
Experiment

BACE-wt transfizierte HEK 293 Zellen wurden nach Inhibitor bzw. Lésungsmittel Vorbehandlung, in Anwesenheit von
Inhibitor/Losungsmittel 10 min mit [*>S]Methionin/Cystein radioaktiv markiert, gefolgt von einer Inkubation mit nicht
radioaktivem Medium. Zu den angegebenen ,chase“-Zeitpunkten wurden Zelllysate hergestellt und die Lysate wurden
mit AK GM190 und AK 9E10 immunoprazipitiert. Die Prazipitate wurden im 10%-SDS-Gel aufgetrennt. Gezeigt sind die
Autoradiografien der Gele. Matures und immatures BACE sind gekennzeichnet.

Die Anwesenheit des Inhibitors verhindert nicht die Maturierung von BACE (Abbildung 33, IP:
AK 9E10). Auffallend ist jedoch, dass das Propeptid in Anwesenheit des Inhibitors nicht mehr
effizient abgetrennt wird, so entsteht eine komplex-glycosylierte Form von BACE die das
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Propeptid enthalt (Abbildung 33, IP: AK GM190). In dem Kontrollexperiment, ohne Einsatz von
Inhibitor, entsteht ausschlieRlich matures BACE, dass kein Propeptid enthalt. Das Propeptid
wird vollstandig vor der Maturierung von BACE abgetrennt. Trotzdem ist die Abtrennung des
Propeptids nicht Vorraussetzung fir die komplexe Glycosylierung von BACE, wie der Einsatz
des Inhibitors zeigt.

Inwieweit in Anwesenheit des Inhibitors die Propeptidabspaltung vor der komplexen
Glycosylierung stattfindet, ist schwer abzuschatzen, da Immunoprazipitationen mit
verschiedenen AK miteinander verglichen werden mussen. Bei einer Inhibitorkonzentration von
10 uM musste fiir die Autoradiografie der Immunoprazipitation mit dem AK GM190 eine lange
Expositionszeit gewahlt werden, um die geringe Menge von komplex-glycosyliertem, Propeptid
enthaltendem BACE zu detektieren (,chase“-Zeitpunkt ,120 min®), im Vergleich ist die radioaktiv
markierte Ausgangsmenge von immaturem BACE sehr hoch (,chase“-Zeitpunkt ,0 min®). Die
Immunoprazipitation mit AK 9E10 zeigt im Vergleich zum Ausgangsmaterial (,chase“-Zeitpunkt
,0 min) groRere Mengen von maturem BACE (,chase“-Zeitpunkt ,120 min“). Ahnlich sind die
Verhaltnisse bei einer Inhibitorkonzentration von 50 yM. Der AK 9E10 prazipitiert, bei gleichen
Mengen von immaturem BACE zum ,chase®-Zeitpunkt ,0 min®, gréflere Mengen von maturem
BACE als der AK GM190 (,chase“-Zeitpunkt ,120 min®). Es ist damit davon auszugehen, dass
auch bei einer Inhibitorkonzentration von 50 pM eine Propeptidabspaltung noch teilweise
stattfindet und matures BACE mit und ohne Propeptid vorliegt.

Obwohl nur ein geringer Effekt des Peptidinhibitors auf die BACE-Maturierung festgestellt
werden konnte, wurde ein moéglicher Einfluss auf die BACE-Aktivitat untersucht (Abbildung 34).
BACE-wt und BAPPwt koexprimierende HEK 293 Zellen wurden in Anwesenheit des Inhibitors
4 h mit [358]Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Die sezernierten Prozessierungsprodukte AR

und p3 wurden aus den konditionierten Medien immunoprazipitiert.
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Abbildung 34: Einfluss des Furin-Inhibitors auf die BACE-Prozessierung von BAPP

BACE-wt transfizierte HEK 293 Zellen wurden nach Inhibitor (10, 50 uM) bzw. Ldsungsmittel (-) Vorbehandlung, in
Anwesenheit von Inhibitor (10, 50 pM)/Lésungsmittel (-) 4 h mit [**S]Methionin/Cystein radioaktiv markiert, konditionierte
Medien wurden gesammelt, mit AK 3926 immunoprazipitiert und in der Tris-Tricine-PAGE aufgetrennt. Abgebildet ist die
Autoradiografie (A). Eine Quantifizierung von AB- im Verhaltnis zur p3-Sezernierung ist in (B) dargestellt.
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Die Autoradiografie zeigt abhangig von der Inhibitorkonzentration eine schwachere AB-Bande
und einen Anstieg der p3-Bande. Im Vergleich zeigt die unbehandelte Kontrolle kaum p3,
sondern fast ausschlielllich die beiden ABR-Spezies (AB1.4042; AB11-40142) (Abbildung 34A). Die
Quantifizierung bestatigt den Eindruck, die AB-Produktion geht mit steigender
Inhibitorkonzentration zugunsten der p3-Produktion zurtick (Abbildung 34B). Die Effekte des
Inhibitors auf die Ap-Produktion sind deutlich und nur geringfiigig abhangig von der
Inhibitorkonzentration. Aufgrund des geringen Einflusses des Inhibitors auf die
Propeptidabspaltung und Maturierung von BACE waren so offensichtliche Einflisse auf die AB-

Produktion nicht zu erwarten.

Einen weiteren Hinweis auf Furin oder einer furindhnlichen PK als BACE schneidende PK
kénnte die Untersuchung der Calciumabhangigkeit des Propeptidschnitts geben, da fir Furin
und furindhnliche Endoproteasen eine Calciumabhangigkeit bekannt ist (Bresnahan et al., 1990;
Hatsuzawa et al., 1992; Molloy et al., 1992). Die Endoprotease Furin wird zunachst als Pro-
Furin exprimiert und die Aktivierung durch Abspaltung des Propeptids ist calciumabhangig (Vey
et al., 1994). Die Calcium Homeostase einer Zelle kann durch Calcium-lonophor A23187
Behandlung beeinflusst werden. Durch Calcium-lonophor werden die Calciumkanale der
Plasmamembran geoffnet, dadurch kann Calcium ungehindert in die Zelle hinein- oder
herausstromen. Des Weiteren wird Calcium aus intrazellularen Speichern freigesetzt. Parallel
zur Calcium-lonophor Behandlung eingesetztes calciumfreies Medium fihrt zu einer
Calciumreduktion innerhalb der Zelle.

Im ,pulse/chase“-Experiment wurde der Calcium Einfluss auf die Maturierung und den
Propeptidschnitt von BACE untersucht (2.5.6.2).
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Abbildung 35: Einfluss von Calcium-lonophor A23187 auf BACE-wt Maturierung, analysiert im ,,pulse/chase“-
Experiment

BACE-wt transfizierte HEK 293 Zellen wurden nach Calcium-lonophor Vorbehandlung in Ca®'-freiem Medium (10 h), in
Anwesenheit von Calcium-lonophor 10 min mit [35$]Methionin/Cystein radioaktiv markiert, gefolgt von einer Inkubation
mit nicht radioaktivem Medium. Zu den angegebenen ,chase“-Zeitpunkten wurden Zelllysate hergestellt und mit AK
GM190 und AK 9E10 immunoprazipitiert. Die Prazipitate wurden im 10%-SDS-Gel aufgetrennt, gezeigt sind die
Autoradiografien der Gele. Immatures BACE ist gekennzeichnet. Kontrollexperiment mit unbehandelten Zellen s.
Abbildung 33.

Eine Calcium Depletion durch 5 pM Calcium-lonophor Behandlung in calciumfreiem Medium
blockiert den Propeptidschnitt und die Maturierung von BACE vollstandig (Abbildung 35).
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Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Propeptid von BACE durch Furin oder einer
furindhnlichen  Propeptidkonvertase abgespalten wird. Da Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-
chloromethylketon auch alle furindhnlichen Proteinkonvertasen mit niedrigen, nanomolaren
Ki-Werten inhibiert ist eine Differenzierung zwischen Furin und furindhnlichen
Proteinkonvertasen ist nicht méglich (Jean et al., 1998). Parallel zu dieser Arbeit identifizierten
andere Arbeitsgruppen Furin und furindhnliche Propeptidkonvertasen als BACE konvertierende
Proteasen (4.1.4) (Bennett et al., 2000a; Creemers et al., 2001).

Die Behandlung mit dem Furin-Inhibitor zeigt, dass BACE auch mit dem Propeptid komplex-
glycosyliert werden kann. Die Propeptidabspaltung ist nicht Bedingung fir eine komplexe
Glycosylierung und fiir den Transport auf dem sekretorischen Weg. Dass das Propeptid die
BACE-AKktivitat deutlich inhibiert, zeigt die verminderte AB-Produktion nach Inkubation mit dem
Furin-Inhibitor. Ob Pro-BACE inaktiv ist kann nicht eindeutig geklart werden, da die
Propeptidabspaltung nicht vollstandig blockiert werden kann und fir die verbleibende BACE-
Aktivitdt entweder Pro-BACE oder die reduzierte Menge an vollstdndig prozessiertem BACE
verantwortlich ist.

Die Nicht-Maturierung der Mutante BACE R45A kann nicht alleine auf die blockierte Abspaltung
des Propeptids zurlckgefiihrt werden, da Pro-BACE, wie die Experimente mit dem Furin-
Inhibitor zeigen im geringen MalRe komplex-glycosyliert werden kann. Die niedrige Expression

von BACE R45A und die fehlende Maturierung sind Hinweise auf eine verstarkte Degradation.

3.5 Polarisierter Transport von BACE

Im Folgenden wurde untersucht, ob BACE polar transportiert wird und ob der Transport von
BACE die BAPP-Prozessierung beeinflusst. Als Modellsystem wurden MDCK Zellen gewahlt,
die bereits flr die Untersuchungen des gerichteten Transports von BAPP eingesetzt wurden
(1.5.2 / 3.1.1) (De Strooper et al., 1995a; Haass et al., 1995c; Haass et al., 1994a; Lo et al,,
1994).

3.5.1 BACE-Prozessierung in MDCK Zellen

In MDCK Zellen, wie auch in HEK 293 Zellen (Vassar et al., 1999), ist die endogene BACE-
Expression sehr niedrig. Zum besseren Nachweis wurden MDCK Zellen, die bereits BAPPggswt
stabil exprimieren (Haass et al., 1994a), mit einer BACE-cDNA stabil cotransfiziert. BACE war
nicht mit dem Myc-Epitop konjugiert, damit wurde von vornherein ein mdglicher Einfluss des
Myc-Epitopes auf den Transport ausgeschlossen.

Es wurde zunachst tGberprift, ob die Maturierung von BACE in MDCK Zellen mit der in HEK 293
Zellen identisch ist. In ,pulse/chase“-Experimenten wurde die Maturierung von BACE analysiert
(2.5.4.4). Wie in HEK 293 Zellen kommt es zu einer Maturierung von BACE in MDCK Zellen
(Abbildung 36 vgl. Abbildung 20).
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Abbildung 36: Maturierung von BACE in MDCK Zellen analysiert im ,,pulse/chase“-Experiment

Auf Filtern gewachsene MDCK Zellen mit stabiler Uberexpression von BACE-wt, wurden basolateral 10 min mit
[358]Methionin/Cystein radioaktiv markiert, gefolgt von einer Inkubation mit nicht radioaktivem Medium. Zu den
angegebenen ,chase“-Zeitpunkten wurden Zelllysate hergestellt. Die Lysate wurden mit AK 7523 und AK GM190
immunoprazipitiert. Die Prazipitate wurden in der 10%-SDS-PAGE aufgetrennt, gezeigt sind die Autoradiografien der
Gele. Matures und immatures BACE sind gekennzeichnet.

Bei der Immunoprazipitation der zu den verschiedenen Zeitpunkten hergestellten Zelllysaten mit
AK 7523 ist ein Molekulargewichtsanstieg von ca. 65 kDa auf 70 kDa bei dem ,chase®-Zeitpunkt
»30 min“ detektierbar. Zu beachten ist, dass der AK 7523 praferentiell matures BACE erkennt
(Abbildung 36 / Abbildung 18), dadurch wird der Eindruck erweckt, dass mehr matures BACE
entsteht als immatures BACE zu den ,chase“-Zeitpunkten ,0 min“ und ,15 min“ vorlag. Parallel
zum Molekulargewichtsanstieg findet eine Abspaltung des Propeptids statt, wie die
Immunopréazipitation mit AK GM190 zeigt. Bei dem ,chase“-Zeitpunkt ,60 min“ liegt kaum
immatures BACE mehr vor, und das Propeptid wurde fast vollstdndig abgespalten (Abbildung
36). Die Maturierung von BACE in MDCK Zellen ist effizienter und schneller als in HEK 293
Zellen, wo erst bei dem ,chase®-Zeitpunkt ,120 min“ das Propeptid fast vollstandig abgespalten
ist und kaum immatures BACE mehr zu detektieren ist (Abbildung 20 / Abbildung 25). Die
langsamere Maturierung von BACE in HEK 293 Zellen muss nicht in der Zelllinie begriindet
liegen sondern koénnte seine Ursache auch in dem in HEK 293 Zellen eingesetzten,
konjugierten BACE-myc-His Konstrukt haben.

Um zu zeigen, dass der Molekuargewichtsanstieg wahrend der ,chase“-Zeit durch komplexe
Glycosylierung der Zucker hervorgerufen wird und dass matures BACE in MDCK Zellen Endo H
resistent ist, wie auch in HEK 293 Zellen (Abbildung 24), wurden Deglycosylierungsexperimente
durchgefiihrt. Radioaktiv markiertes BACE wurde zu den ,chase“-Zeitpunkten ,0 min“ und
»,120 min“ aus den Zelllysaten mit AK 7523 immunoprazipitiert und mit N-Glycosidase F und
Endo H behandelt (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Analyse der Glycosylierung von BACE in MDCK Zellen

BACE-wt transfizierte MDCK Zellen wurden im ,pulse/chase“-Experimeniment radioaktiv markiert. Zu den ,chase®-
Zeitpunkten ,0 min“ und ,120 min wurden Zelllysate hergestellt und mit AK 7523 immunoprazipitiert. Die
Immunoprazipitate wurden von der Matrix eluiert und aufgeteilt fir die N-Glycosidase F und Endo H Behandlung (+).
Fir jede Inkubation wurde eine Kontrolle (-), im entsprechenden Puffer, ohne Enzym angesetzt. Die Proben wurden im
8%-SDS-Gel getrennt. Abgebildet ist eine Autoradiografie des Gels.

Die immature und auch die mature Form von BACE sind durch N-Glycosidase F Behandlung in
die deglycosylierte Form mit einem Molekulargewicht von 50 kDa Uberfiihrbar (Abbildung 37).
Wie die Endo H Behandlung zeigt, ist die mature Form von BACE komplex glycosyliert und
vollstdndig Endo H resistent (Abbildung 37). Damit konnte gezeigt werden, dass die
Maturierung von BACE in MDCK Zellen mit der in HEK 293 Zellen vergleichbar ist (Abbildung
24).

3.5.2 BACE-Aktivitat in MDCK Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass BACE in MDCK Zellen normal maturiert, wurde nun
untersucht, ob exogen exprimiertes BACE in MDCK Zellen enzymatische Aktivitat besitzt
(Abbildung 38). Hierzu wurde der unter Kapitel 3.6 beschriebene, fir BACE-L entwickelte
Fluoreszenz Assay eingesetzt. In MDCK Zellen wurde membrangebundenes BACE-wt und
nicht die 16sliche Variante BACE-L exprimiert. Somit konnte als Enzymquelle nicht, wie fiir die
Entwicklung des in vitro Assays, konditioniertes Medium eingesetzt werden (3.6.1.1), sondern
BACE-wt musste aus Membranen isoliert werden. Dazu wurden von stabil mit BACE-wt
transfizierten und zur Kontrolle von untransfizierten MDCK Zellen, Membranen prapariert. Die
Membranen wurden mit 1 % Triton X-100 in MES Puffer extrahiert, und die I8sliche Fraktion
wurde im in vitro Assay eingesetzt (2.7.1.4). Als weitere Kontrollen wurden Membranextrakte
von BACE transfizierten MDCK Zellen unter Zusatz des spezifischen BACE-Inhibitors GL189
mit dem Substratpeptid (Abbildung 58) oder mit einem nicht schneidbaren Kontrollpeptid
inkubiert (2.7.2 / Abbildung 53) (Citron et al., 1995; Vassar et al., 1999).
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Abbildung 38: Enzymatische Aktivitit von BACE, exprimiert in MDCK Zellen

Je Reaktion wurden 2 pl eines Membranextraktes (Proteinkonzentration: 4 pg/pl) von BACE transfizierten und
untransfizierten MDCK Zellen im Assay bei einer Substratkonzentration von 400 nM eingesetzt. Extrakte von BACE
transfizierten Membranen wurden zuséatzlich, als Kontrolle fiir die Spezifitdt der Reaktion mit dem Inhibitor GL189 in
einer Konzentration von 5 pyM oder einem nicht von BACE schneidbaren Substrat inkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aller Messpunkte aus drei Ansatzen, gemessen wurde die Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der
Zeit.

Membranextrakte von MDCK Zellen die nur endogenes BACE exprimieren zeigen im in vitro
Assay kaum Aktivitat, wohingegen Membranextrakte von BACE transfizierten MDCK Zellen
eine deutliche BACE-Aktivitat im Assay zeigen. Dass diese Aktivitdt BACE spezifisch ist wird
durch den Einsatz des BACE-Inhibitors GL189 demonstriert, der den Schnitt des
Substratpeptids komplett verhindert. Ebenso wird das Kontrollpeptid nicht durch
Membranextrakte von BACE transfizierten Zellen prozessiert (Abbildung 38).

Damit konnte gezeigt werden, dass zum einen auch Membranextrakte im in vitro Assay
eingesetzt werden kénnen, ohne dass es zu unspezifischen Aktivititen kommt und zum

anderen dass exogenes BACE in MDCK Zellen aktiv ist.

3.5.3 Zelloberflachenverteilung von BACE in MDCK Zellen

Fir BACE konnte in HEK 293 Zellen ein Transport Uber den sekretorischen Prozessierungsweg
zur Zelloberflache (3.2) und ein Recycling Uber endosomale Kompartimente gezeigt werden
(Huse et al., 2000; Walter et al., 2001). In polarisierten Zellen ist ein gerichteter sekretorischer
Transport von BACE wahrscheinlich, da auch das BACE-Substrat BAPP polarisiert transportiert
wird. Die Oberflachenlokalisierung von BACE in MDCK Zellen gibt Aufschluss darliber, welchen
Sortierungsweg BACE im TGN einschlagt, den der apikalen oder den der basolateralen
Sortierungsvesikel. Der Transport von BACE gibt Hinweise darauf, wo es zur Interaktion von
BACE und BAPP kommen koénnte. Ferner kdonnte die Prozessierung von BAPP durch BACE
auch direkt an der Zelloberflache stattfinden, wie bereits fir die a-Sekretase Prozessierung von
BAPP gezeigt wurde (De Strooper et al., 1993; Haass et al., 1992a; Sisodia, 1992).
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Zur Untersuchung des polarisierten Transports von BACE werden MDCK Zellen eingesetzt, die
auf einer permeablen Membran in  Filterkammern wachsen, Unter diesen
Wachstumsbedingungen bilden MDCK Zellen ein polarisiertes Epithel aus, mit raumlich und

funktionell getrennten, apikalen und basolateralen Plasmamembranen (1.5.1).

3.5.3.1 Immunocytochemische Detektion von BACE an der Plasma-
membran

BACE (berexprimierende, in Filterkammern polarisierte MDCK Zellen wurden apikal oder
basolateral bei 4°C mit AK 7523 gegen die BACE-Ektodomane inkubiert und nach intensivem
Waschen fixiert. An den AK 7523 gebundener fluoreszierender Anti-Kaninchen AK wurde mit

geeigneten Filtern im konfokalen Mikroskop detektiert (2.6.2).

apikal (ap) basolateral (bl)

Abbildung 39: Imnmunofluoreszenz von BACE an der Zelloberflache von polarisierten MDCK Zellen

Auf Filtern gewachsene, polarisierte, BACE-wt transfizierte MDCK Zellen wurden bei 4°C mit AK 7523 auf der apikalen
oder basolateralen Oberflache inkubiert, gebundener AK 7523 wurde nach Fixierung des Monolayers, mit
fluoreszierendem 2. Antikdrper (a-Kaninchen IgG Alexa488) detektiert. Dargestellt sind die apikale und basolaterale
Oberflache in der Aufsicht (x-y-Ebene) und im Querschnitt (z-Ebene). Die Pfeilspitzen weisen auf die apikale bzw.
basale Plasmamembran hin.

BACE kann sowohl an der apikalen als auch an der basolateralen Oberflache von MDCK Zellen
nachgewiesen werden, dies wird auch in der Fluoreszenz des Querschnitts des Epithels
bestatigt (Abbildung 39). Es ist die Fluoreszenz von BACE an der relativ ebenen apikalen
Membran erkennbar und die typische, becherférmige Fluoreszenz an der lateralen und basalen

Membran.

3.5.3.2 Biochemische Detektion von BACE an der Plasmamembran

Eine weitere Methode zum Nachweis der Oberflachenlokalisierung von Proteinen ist die
Biotinylierung aller Oberflachenproteine, gefolgt von einem spezifischen, immunobiologischen
Nachweis des zu untersuchenden Proteins. Dabei wird ein nicht zellgangiges Biotinderivat
mittels einer N-hydroxysulfosuccinimidester-Gruppe kovalent an freie Aminogruppen der
Oberflachenproteine gebunden (Green et al., 1971). Die spezifische Bindung von Biotin an
Stepavidin wird zur Prazipitation der biotinylierten Proteine mit Strepavidin konjugierter
Sepharose genutzt (Chaiet und Wolf, 1964; Wilcheck und Bayer, 1990).
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Drei MDCK Zellklone mit verschieden starker BACE-Expression, zwei hoch exprimierende
Klone (8, 41), ein niedrig exprimierender Klon (14), wurden zur apikalen und basolateralen
Oberflachenbiotinylierung eingesetzt. Die apikale und basolaterale Oberflachenexpression von

BACE wurde fir jeden Klon in drei unabhangigen Experimenten quantifiziert.
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Abbildung 40: Biotinylierung von BACE an der Zelloberflache von polarisierten MDCK Zellen

A: BACE-Expression der Klone 14, 8 und 41. Zelllysate (40 ug Protein/Spur) wurden in der 8%-SDS-PAGE aufgetrennt
und BACE wurde im Western Blot mit AK 7523 detektiert. B: Die MDCK Klone mit unterschiedlicher BACE-Expression
wurden auf Filtern polarisiert und die Oberflache des Zellmonolayers wurde entweder apikal (ap) oder basolateral (bl)
biotinyliert. Zelllysate wurden hergestellt, biotinylierte Proteine mit Strepavidin-Sepharose prazipitiert und in der
SDS-PAGE aufgetrennt. BACE wurde mit AK 7523 im Western Blot nachgewiesen. C: Fir die Quantifizierung mittels
Phosphor-Imgagers wurde zur Detektion im Western Blot ein jodierter 2. Antikérper eingesetzt. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhangigen Experimenten. Die prozentualen apikalen bzw.
basolateralen Verteilungen im Verhaltnis zur Gesamtoberflachenexpression sind angegeben.

Im Western Blot von BACE aus MDCK Zelllysaten und in der Oberflachenbiotinylierung kann
ausschlieRlich  matures BACE nachgewiesen werden (Abbildung 40A/B). Die
Oberflachenbiotinylierung zeigt ferner, dass BACE verstarkt an der apikalen Membran lokalisiert
ist, besonders der niedrig exprimierende Klon 14 zeigt eine stark ausgepragte apikale
Lokalisierung von BACE (Abbildung 40B/C). Die Nivellierung der apikalen Lokalisierung bei den
beiden hoch exprimierenden Klonen mag seine Ursache in einer moglichen Sattigung der
Sortierungsmaschinerie haben. Die Quantifizierung bestatigt diesen Eindruck, der niedrig
exprimierende Klon 14 zeigt Giber 80 % von BACE an der apikalen Membran, wahrend die hoch
exprimierenden Klone 8 und 41 nur 60-70 % BACE apikal zeigen.

Interessant ist, dass BACE damit in MDCK Zellen Uberwiegend entgegengesetzt zu seinem
basolateral sortierten Substrat BAPP transportiert wird (1.5.2) (De Strooper et al., 1995a; Haass
etal., 1994a; Lo et al., 1994).

Neben wenigen von der Sequenz abhangigen apikalen Sortierungssignalen (Mostov et al.,
2003) sind uberwiegend N-Glycosylierungen oder GPI-Anker flir die apikale Sortierung
verantwortlich (1.5.1). Da in der cytoplasmatischen Doméane von BACE, an Position 498-500 mit
der Sequenzabfolge -SLL-, ein Transportsignal fur den Ricktransport aus friihen Endosomen in

spate Endosomen und ins TGN nachgewiesen werden konnte (Huse et al.,, 2000;
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Pastorino et al., 2002; Walter et al., 2001), wurde untersucht, ob dieses Signal auch eine Rolle
fur die apikale Sortierung von BACE in MDCK Zellen spielt.

Es wurde eine stabile MDCK Zelllinie generiert, die ein BACE-Stoppkonstrukt, das mit AS 494
endet, exprimiert (BACE-STOP,q4). Die Oberflachenlokalisierung der BACE-STOP,4 Mutante

wurde durch Biotinylierung ermittelt.

BACE STOP,,,

ap bl
™ STOP,q .
|COWRCLRCLRQQHDD ADDL}S’LIZ;S -
w* w

Abbildung 41: Biotinylierung von BACE-STOP,4, an der Zelloberfliche von polarisierten MDCK Zellen

A: Schematische Darstellung der BACE-STOP 494 Mutante und Kennzeichnung des Sortierungsmotivs. B: Biotinylierung
von BACE-STOP,e, exprimierenden, auf Filtern polarisierten MDCK Zellen. Die Oberflache des Zellmonolayers wurde
entweder apikal oder basolateral biotinyliert. Zelllysate wurden hergestellt und biotinylierte Proteine mit Strepavidin-
Sepharose prazipitiert und in der SDS-PAGE aufgetrennt. BACE wurde mit AK 7523 im Western Blot nachgewiesen.

BACE-STOP,q, ist Uberwiegend an der apikalen Zelloberflache lokalisiert und zeigt damit keinen
generellen Unterschied zur Verteilung von BACE-wt (Abbildung 41). Das SLLK-Motiv spielt

somit keine Rolle fiir den gerichteten Transport zur apikalen Plasmamembran.

3.5.4 Einfluss der BACE-Sortierung auf die Prozessierung von BAPP

Bei den bisherigen Untersuchungen der BAPP-Prozessierung in MDCK Zellen wurden nur
teilweise die unterschiedlichen I-BAPP-Spezies, I-BAPPB generiert durch BACE und [-BAPPa
generiert durch die a-Sekretase, berticksichtigt (De Strooper et al., 1995a; Haass et al., 1995c;
Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass das Holoprotein BAPP zur
basolateralen Plasmamembran transportiert wird und die I8slichen Prozessierungsprodukte
I-BAPP, AB und p3 basolateral sezerniert werden (De Strooper et al., 1995a; Haass et al.,,
1995c¢; Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994). Es blieben jedoch einige Unklarheiten bestehen.
So hatte eine Deletion des cytoplasmatischen Sortierungssignals von BAPP zwar zu einer
gleichmafligen apikalen und basolateralen Oberflachenverteilung von BAPP gefiihrt, jedoch die
Sezernierung von AR und I-BAPP nicht wesentlich verandert (Haass et al., 1995c). Die
Expression der schwedischen Mutante von BAPP (BAPPsw), die die BACE-Prozessierung von
BAPP erhdht (Haass et al., 1995c; Thinakaran et al.,, 1996a), fuhrt in MDCK Zellen
unerklarlicher Weise zu einer erhdhten apikalen Sezernierung von I-BAPP (1.5.2) (De Strooper
etal., 1995a; Lo et al., 1994).

Unter Berucksichtigung der Kenntnis der apikalen Lokalisierung von BACE wurden daher
erneut die Prozessierung von BAPP und die Sezernierung seiner proteolytischen
Prozessierungsprodukte in MDCK Zellen analysiert. Es wurde geklart inwieweit der gerichtete

Transport von BACE die Prozessierung von BAPP beeinflussen kann.
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3.5.4.1 Polarisierte Sezernierung von I-APPa und I-BAPPf

Zunachst wurde der Einfluss der BACE-Expression in polarisierten Zellen auf intrazellulares
BAPP-Holoprotein und BAPP-CTF Generierung analysiert. Dazu wurden stabil nur mit BAPP
oder mit BAPP und BACE transfizierte MDCK Zellen auf Filtern polarisiert und mit
[SSS]Methionin/Cystein metabolisch markiert. Zelllysate wurden hergestellt und mit AK 6687

gerichtet gegen den C-Terminus von BAPP immunoprazipitiert.

APP
EACE BAPP

APP
— - :gAPPmatur

immatur

- —a PAPP¢rgg
— CTFa

Abbildung 42: Einfluss von BACE auf BAPP-Prozessierung in MDCK Zellen

BAPP transfizierte oder BACE und BAPP transfiziete MDCK Zellen wurden in Filterkammern polarisiert und 4 h mit
[35S]Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Die Zelllysate wurden mit AK 6687 immunoprazipitiert und die
Immunoprazipitate in der 12%-SDS-PAGE aufgetrennt. Abgebildet ist eine Autoradiografie des getrockneten Gels.

In der zusatzlich mit BACE transfizierten Zelllinie ist weniger von der N- und O-glycosylierten,
maturen BAPP-Form zu erkennen. Der Anteil der immaturen BAPP-Spezies andert sich kaum
durch die BACE-Expression (Abbildung 42). Dies deutet daraufhin, dass die Expression von
BAPP in beiden Zelllinien ahnlich ist, jedoch durch die exogene BACE-Expression die
Prozessierung von maturem BAPP verstarkt wird. Durch eine erhéhte Prozessierung von BAPP
durch BACE ware eine erhdhte Sezernierung von I-BAPP zu erwarten.

Die durch a-Sekretase oder BACE generierten, membrangebundenen BAPP-CTF verandern ihr
Migrationsverhalten im SDS-Gel in BACE transfizierten Zellen. BAPP wird in MDCK
Uberwiegend durch a-Sekretase prozessiert, und es entstehen fast ausschliellich BAPP-CTFa
(Haass et al., 1994a). Durch exogene BACE-Expression entstehen BAPP-CTF, die im SDS-Gel
bei einem hoheren Molekulargewicht migrieren (Abbildung 42), es handelt sich hierbei um
BACE generierte BAPP-CTFB (1.3.2). a-Sekretase Prozessierung von BAPP ist nicht mehr

nachweisbar.

Die Sezernierung von |-BAPP wurde in BAPP und BACE transfizierten oder in nur BAPP
transfizieten MDCK Zellen analysiert. Auf Filtern gewachsene, polarisierte MDCK Zellen
wurden mit [358]Methionin/Cystein metabolisch markiert. Apikal und basolateral konditioniertes

Medium wurde getrennt gesammelt und Aliquote der Medien wurden mit dem I-BAPPa
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epitopspezifischen AK 1736 oder mit AK 5313, der alle I[-BAPP-Spezies erkennt,

immunoprazipitiert.
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Abbildung 43: Sezernierung der I-8APPa- und I-BAPPB-Spezies in BACE und BAPP transfizierten MDCK Zellen

BAPP transfizierte oder BACE und BAPP transfizierte MDCK Zellen wurden in Filterkammern polarisiert und 4 h mit
[3SS]Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Konditionierte Medien wurden apikal und basolateral getrennt gesammelt
und zur Immunoprazipitation von I-BAPPa (50 %) mit AK 1736 (A) und von I-BAPPq (50%) mit AK 5313 (B) aufgeteilt.
Zur Verdeutlichung des unterschiedlichen Migrationsverhaltens von I-BAPP( und I-BAPPa wurde zur Kontrolle, neben
den Immunoprazipitaten mit AK 5313, zuséatzlich I-BAPPa aufgetragen. Die Immunoprazipitate von |I-BAPP wurden in
der 8%-SDS-PAGE aufgetrennt, abgebildet sind Autoradiografien der getrockneten Gele. Unterhalb der Autoradiografie
ist die Quantifizierung mittels Phosphor-Imagers dargestellt. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen
von 3 unabhangigen Experimenten. C: Quantifizierung von apikal und basolateral sezerniertem |I-8APP3, berechnet aus
der Differenz von I-BAPP;u und I-BAPPa.

Wie bereits in friiheren Arbeiten gezeigt wurde (Haass et al., 1994a), entsteht in MDCK Zellen,
die nur BAPP exogen exprimieren, Uberwiegend a-Sekretase generiertes I-BAPP (I-BAPPa).
I-BAPPa wird fast ausschliel3lich basolateral sezerniert (Abbildung 43A, Spur 4), wohingegen
die Immunoprazipitation mit AK 5313 eine geringe aber deutliche apikale Sezernierung von
[-BAPPa zeigt (Abbildung 43B, Spur 4), auch wenn die Majoritdt von I-BAPP, basolateral

sezerniert wird. Bei den ca. 20 % von |-BAPPy,, die apikal sezerniert werden (Abbildung 43B,
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Quantifizierung), mufy es sich um |I-APPB handeln, da I-BAPPa nicht apikal sezerniert wird
(Abbildung 43A, Quantifizierung). Im SDS-Gel ist ein geringfligig unterschiedliches
Migrationsverhalten von I-BAPPB und I[-BAPPa erkennbar, I-BAPPB migriert bei einem
niedrigern Molekulargewicht. Das Migrationsverhalten der mit AK 5313 prazipitierten, apikalen
Fraktion unterstiitzt die Vermutung, dass es sich um I-BAPPB handelt (Abbildung 43B, Spur 4 /
vgl. Spur 3). Eine Quantifizierung von |-BAPP ist schwierig, da die Immunoprazipitation von
[-BAPPa und |-BAPPw mit  unterschiedlichen AK durchgefihrt wurde und das
Prazipitationsverhalten AK-spezifisch ist. Trotz der Bedenken wurde versucht die sezernierte
Menge von I|-BAPPB aus der Differenz von I-BAPPi und I-BAPPa zu berechnen. Die
Kalkulation ergibt eine identische apikale und basolaterale Sezernierung von I-BAPPf
(Abbildung 43C). Dass |-BAPPB gleichmalig apikal und basolateral sezerniert wird, wurde
bisher nicht erkannt, da die BACE prozessierte I-BAPPB Menge gering ist und von dem
Hauptsezernierungsprodukt I-BAPPa tberdeckt wird.

Die apikale Sezernierung von I-BAPPp lieBe sich durch apikale Fehlsortierung des BAPP-
Holoproteins erklaren, diese apikale PBAPP-Population wird ausschliellich von BACE
prozessiert und nicht von der a-Sekretase, die resultierende I-BAPPB Menge wird apikal
sezerniert. Die basolaterale Menge von |-BAPPB entsteht aufgrund der 20-30 % basolateral
sortiertem BACE, das in diesem Kompartiment mit der a-Sekretase konkurriert (4.1.6.1). Die

polarisierte Sezernierung von I-BAPP ist zusammenfassend in Abbildung 44 dargestellt.

ﬂ' I-BAPPB apikales Medium
BAPP apikale Plasmamembran
? B *
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a-Sekretase E
Aktivitat BAPP BACE
? l~90 % ~20 %
v
BAPP basolaterale Plasmamembran

1BAPPa 4~ . _ .o IBAPPp

~80% ~10% basolaterales Medium

Abbildung 44: Polarisierte Sezernierung I-BAPPa und I-BAPP@

Dargestellt ist sind Oberflachenverteilungen von BAPP (schwarz), BACE (blau) und die vermutete Verteilung der a-
Sekretase Aktivitat (rot). Die resultierenden I-BAPP Prozessierungsprodukte sind in den Farben der prozessierenden
Protease dargestellt. Die Prozentangaben beziehen sich jeweils auf die Gesamtmenge von BAPP bzw. BACE.

Eine zusatzliche BACE-Transfektion der BAPP exprimierenden MDCK Zelllinie verhindert fast
vollstandig die a-Sekretase Prozessierung von BAPP. Nur geringe, basale Mengen von I-BAPPa
werden apikal und basolateral sezerniert (Abbildung 43A, Spur 1/ 2). Da a-Prozessierung kaum
stattfindet entspricht I-BAPP,., in diesem Fall der I-BAPPB-Spezies. L-BAPP wird gleichmafig
apikal und basolateral sezerniert (Abbildung 43B, Spur 2/3). Da das BAPP-Holoprotein
basolateral sortiert wird, Uberrascht die ausschlieRliche Prozessierung durch Uberwiegend

apikal sortiertes BACE. Es ware moglich, dass aufgrund der Ubertransfektion BACE nicht im

90



Ergebnisse

endocytotischen Transportweg (Haass und Selkoe, 1993; Koo und Squazzo, 1994), sondern
bereits in frihen sekretorischen Kompartimenten sein Substrat BAPP schneidet, bevor es zu
einer Trennung des apikalen und basolateralen Transportweges kommt. Auch in anderen
Zelllinien wurde beobachtet, dass eine Uberexpression von BACE zu einer Prozessierung von
BAPP in frihen sekretorischen Kompartimenten fiihrt (Creemers et al.,, 2001; Vassar et al.,
1999).

3.5.4.2 Polarisierte Sezernierung von A3 und p3

Aus den bisherigen Ergebnissen ergibt sich, dass die nicht amyloidogene Prozessierung von
BAPP durch die a-Sekretase und die amyloidogene Prozessierung durch BACE in getrennten
Transportwegen stattfindet. Zur Entstehung von AR oder p3 missen die durch BACE oder
a-Sekretase generierten, membrangebundenen C-terminalen Fragmente BAPP-CTFB oder
BAPP-CTFa von dem vy-Sekretase-Komplex geschnitten werden (1.3.2) (Haass, 2004). Es
entstehen AB oder p3, die sezerniert werden, und ein instabiles, verkirztes C-terminales
Fragment (BAPP-CTFy, auch AICD) (Sastre et al., 2001).

Die Sezernierung von AR und p3 wurde, wie auch die Sezernierung von I-BAPPB und I-BAPPa
in BAPP und BACE transfizierten oder in nur BAPP transfizierten MDCK Zellen analysiert. Auf
Filtern gewachsene, polarisierte MDCK Zellen wurden mit [*>S]Methionin/Cystein metabolisch
markiert, apikal und basolateral konditioniertes Medium wurde getrennt gesammelt. Die Medien
wurden mit dem AK 3926 immunoprazipitiert (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Sezernierung von A und p3 in BACE und BAPP transfizierten MDCK Zellen

A: BAPP transfizierte oder BACE und BAPP transfizierte MDCK Zellen wurden in Filterkammern polarisiert und 4 h mit
[**S]Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Konditionierte Medien wurden apikal und basolateral getrennt gesammelt, AR
und p3 wurden mit AK 3926 immunoprazipitiert. Die Immunoprazipitate wurden im Tris-Tricine Gel aufgetrennt,
abgebildet ist die Autoradiografie des getrockneten Gels. B: Zur Radiosequenzierun? der AB Bande in BACE und BAPP
transfizierten MDCK Zellen, wurden diese in Filterkammern polarisiert und 4 h mit ['H]Phenylalanin radioaktiv markiert.
Konditioniertes Medium wurde basolateral gesammelt und mit AK 3926 immunoprazipitiert. Das Immunoprazipitat
wurde im Tris-Tricine-Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert und die AB-Bande wurde in der Autoradiografie
lokalisiert (entspricht der in A rot markierten Bande). Die Bande wurde aus der Membran ausgeschnitten und
radiosequenziert. Die gemessene Radioaktivitdt pro Zyklus ist angegeben, die entsprechende Proteinsequenz ist im
Einbuchstabencode dargestellt.
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In BAPP transfizierten MDCK Zellen werden sowohl AB als auch p3 basolateral sezerniert
(Abbildung 45A) (De Strooper et al., 1995a; Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994), dies entspricht
dem Transport des BAPP-Holoproteins zur basolateralen Plasmamembran. Uberraschend ist,
dass kein AP apikal detektiert wird, obwohl die zugehérige I[-BAPPB Spezies apikal und
basolateral detektiert wird (Abbildung 43).

In BAPP und BACE transfizierten MDCK Zellen entsteht ausschlie3lich eine Peptidspezies, die
bei einem Molekulargewicht zwischen dem von AB und p3 im Tris-Tricine-Gel migriert und
basolateral sezerniert wird (Abbildung 45A). Wie die Radiosequenzierung des Peptids ergab
(2.5.4.5), handelt es sich um eine N-teminal verkirzte ABgu11-Spezies (Abbildung 45B). Dieses
an Position Glu11 beginnende Peptid wurde bereits nachgewiesen, bevor BACE kloniert war
(Gouras et al., 1998; Haass et al., 1992a; Wang et al., 1996). Spater konnte gezeigt werden,
dass BACE auch diesen Schnitt katalysiert (Benjannet et al., 2001; Cai et al., 2001; Creemers
et al.,, 2001; Farzan et al., 2000; Vassar et al., 1999). Die basolaterale Sezernierung der
AB-Spezies korrespondiert nicht mit der Sezernierung von I-BAPPB in BACE transfizierten
Zellen (Abbildung 43). Eine mdgliche Ursache ware, dass der y-Sekretase-Komplex nicht an der
apikalen Plasmamembran lokalisiert bzw. aktiv ist und damit apikal kein AR entstehen kann.
Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ware, dass das direkte Vorlauferprotein fiir die AB-Bildung,
BAPP-CTFpB, welches sein C-terminales, basolaterales Sortierungssignal noch enthalt (1.5.2)
(Haass et al.,, 1994a), zur basolateralen Plasmamembran transportiert wird und im
basolateralen Kompartiment von der y-Sekretase geschnitten wird. Die letztere Moglichkeit ist
in der Abbildung 46 dargestellt.
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I-BAPPB
BAPP-CTFp
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BAPP-CTFp : basolaterale Plasmamembran

Ap I-BAPPp

basolaterales Medium
Abbildung 46: Polarisierte Sezernierung von I-BAPP und A in BACE transfizierten MDCK Zellen

Durch die hohe BACE Expression (Sternenbanner) findet fast ausschlieRlich BACE-Prozessierung von BAPP (blau)
statt.
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3.5.4.3 Polarisierte Verteilung von BAPP-CTF an der Plasma-
membran

Um zu untersuchen, ob BAPP-CTF polarisiert transportiert werden, wurden BAPP
exprimierende MDCK Zellen auf Filtern polarisiert und zur apikalen und basolateralen
Oberflachenbiotinylierung eingesetzt. Es wurden keine zuséatzlich BACE exprimierenden MDCK
Zellen eingesetzt, da eine Uberexpression von BACE zu einer Prozessierung von BAPP in

frihen sekretorischen Kompartimenten fihrt (3.5.4.1).

Oberflache Kontr.
ap bl IP: AK 6687

‘ ~<BAPP,,

WB: AK 6687

Abbildung 47: Biotinylierung von BAPP-CTF an der Zelloberfliche von polarisierten MDCK Zellen

BAPP exprimierende MDCK Zellen wurden auf Filtern polarisiert, die Oberflache des Zellmonolayers wurde entweder
apikal oder basolateral biotinyliert. Zelllysate wurden hergestellt und biotinylierte Proteine mit Strepavidin-Sepharose
prazipitiert, in der SDS-PAGE aufgetrennt, und BAPP-CTF wurde mit AK 6687 im Western Blot nachgewiesen. Als
Kontrolle wurde Zelllysat direkt mit AK 6687 immunoprazipitiert.

BAPP-CTF kann nur an der basolateralen Plasmamembran, nicht apikal, detektiert werden
(Abbildung 47). Es kdnnen nur geringe Mengen BAPP-CTF an der Oberflache nachgewiesen
werden, vermutlich handelt es sich um BAPP-CTFa, da BAPP in MDCK Zellen Gberwiegend von
der a-Sekretase prozessiert wird (Abbildung 42). Es ist anzunehmen, dass BAPP-CTF(
ebenfalls basolateral sortiert wird, da es das gleiche basolaterale Sortierungssignal enthalt, wie
BAPP-CTFa. Aufgrund der geringen BACE-Prozessierung von BAPP ist BAPP-CTF@ nicht
nachweisbar.

Der basolaterale Transport von BAPP-CTF, des unmittelbaren Substrats der y-Sekretase und
des direkten AB- und p3-Vorlaufers, erklart die ausschliellich basolaterale Sezernierung von

AB, auch in BACE Uberexprimierenden Zellen.

3.5.4.4 Reinternalisierung und Transcytose von BAPP

Das unterschiedliche Sezernierungsverhalten von AR und dem korrespondierenden I-BAPPg in
BACE transfizierten, aber auch in nur BAPP transfizierten MDCK Zellen, kdénnte durch
Reinternalisierung von BAPP-CTF und einen Rucktransport zum basolateralen Kompartiment
folgendermalen erklart werden. Zunachst wiirde ein Teil des BAPP-Holoproteins zur apikalen
Plasmamembran transportiert werden, wo Prozessierung durch BACE stattfindet. L-BAPP wird
apikal sezerniert und die entstehenden BAPP-CTFB wirden reinternalisiert, zur basolateralen
Plasmamembran transportiert bzw. transcytiert und dort von der y-Sekretase geschnitten

werden, so kdnnte AB basolateral sezerniert werden.
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Die Oberflachenexpression von BAPP-CTFB konnte nicht nachgewiesen werden und die
Oberflachenexpression von BAPP-CTFa ist zu niedrig um eine mdogliche Transcytose zu
untersuchen. Die Reinternalisierung konnte nur am BAPP-Holoprotein und den aus der

Reinternalisierung folgenden Sezernierungsprodukten, |-BAPPa und [-BAPPB untersucht

werden.
A B
apical basolateral apical basolateral biotinylierte Oberflache
ap bl ap bl ap bl ap bl konditioniertes Medium
1 2 3 4 1 2 3 4
|
- I BAPP“ _— - - <I'[J}APPtotal
WB: AK 1736 WB: AK 5313

Abbildung 48: Reinternalisierung vom BAPP-Holoprotein

Auf Filtern gewachsene, BAPP liberexpremierende MDCK Zellen wurden apikal oder basolateral zunachst bei 4°C
biotinyliert und dann mit Medium 1 h bei 37°C im CO,-Inkubatior inkubiert. Die konditionierten Medien wurden apikal
und basolateral getrennt gesammelt, mit Strepavidin-Sepharose prazipitierte Proteine wurden in der SDS-PAGE
aufgetrennt, und I-BAPP wurde mit AK 1736 (A) und AK 5313 (B) im Western Blot nachgewiesen.

Apikal fehl-sortiertes BAPP-Holoprotein wurde an der apikalen Plasmamembran biotinyliert, die
resultierende, biotinylierte I-BAPP-Spezies wird basolateral sezerniert (Abbildung 48A / B, Spur
2). Diese I-BAPP-Spezies enthalt I-APPa (Abbildung 48A, Spur 2). Da die Differenz zwischen
detektiertem |-BAPPyw und I-BAPPa gering ist kann nicht beurteilt werden inwieweit diese
Spezies auch [-BAPPB beinhaltet. Von dem basolateral biotinylierten BAPP-Holoproteins
werden nur geringe Mengen |-BAPP sezerniert (Abbildung 48A / B, Spur 3/ 4). Die Transcytose
des fehl-sortierten BAPP-Holoproteins von der apikalen Plasmamembran zu basolateralen
Kompartimenten, ist ein Hinweis darauf, dass auch BAPP-CTF von der apikalen zur
basolateralen Plasmamembran transcytiert werden kdnnen. Damit wird die Vermutung
unterstltzt, dass der direkte Vorlaufer von AB, BAPP-CTFB zur basolateralen Oberflache
transportiert wird und dort AB ins basolaterale Medium freigesetzt wird, auch wenn das
korrespondierende I-BAPP apikal sezerniert wurde (Abbildung 46).

3.5.4.5 Deletion des basolateralen BAPP-Sortierungssignals und
Auswirkung auf die BAPP-Prozessierung

Eine Anderung des basolateralen BAPP-Transports miisste nach den bisherigen Erkenntnissen
eine Veranderung der BAPP-Prozessierung bewirken. Durch einen vermehrten Transport von
BAPP zur apikalen Plasmamenbran ware eine erhdhte amyloidogene Prozessierung von BAPP
durch BACE zu erwarten, da BACE apikal sortiert wird und die bisherigen Ergebnisse nicht auf

eine apikale a-Sekretase Aktivitdt schlieBen lassen. Ferner konnte durch den apikalen
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Transport von BAPP geklart werden, ob y-Sekretase Aktivitdt auch im apikalen Transportweg
vorliegt.

Die Einfihrung eines Stoppkodons hinter der TM Doméne von BAPP (BAPPAC) deletiert das
basolaterale Sortierungssignal und wie bereits gezeigt wurde, wird BAPPAC gleichmaRig zur
apikalen und basolateralen Plasmamembran transportiert (1.5.2) (Haass et al., 1995c).

Die Sezernierung von I-BAPP wurde in BAPPAC und BACE transfizierten oder in nur BAPPAC
transfizierten MDCK Zellen analysiert. Auf Filtern gewachsene, polarisierte MDCK Zellen
wurden mit [*S]Methionin/Cystein metabolisch markiert, apikal und basolateral konditioniertes
Medium wurde getrennt gesammelt. Aliquote der Medien wurden mit dem [|-BAPPa

epitopspezifischen AK 1736 oder AK 5313, der alle I-BAPP-Spezies erkennt, immunoprazipitiert.
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Abbildung 49: Sezernierung der I-BAPPa und I-BAPPB-Spezies in BACE und BAPPAC transfizierten MDCK
Zellen

BAPPAC transfizierte oder BACE und BAPPAC transfizierte MDCK Zellen wurden in Filterkammern polarisiert und 4 h
mit [*>S]Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Konditionierte Medien wurden apikal und basolateral getrennt gesammelt
und zur Immunoprazipitation von I-BAPPa (50 %) mit AK 1736 (A) und von I-BAPP . (50 %) mit AK 5313 (B) aufgeteilt.
Die Immunoprazipitate von |-BAPP wurden in der 8%-SDS-PAGE aufgetrennt, abgebildet sind Autoradiografien der
getrockneten Gele. Unterhalb der Autoradiografie ist die Quantifizierung mittels Phosphor-Imagers dargestellt.
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 unabhangigen Experimenten sind angegeben.

Obwohl BAPPAC gleichmalig zur apikalen und basolateralen Plasmamembran transportiert
wird (Haass et al., 1995c), wird in MDCK Zellen die nur BAPPAC exogen exprimieren, I-APPa
fast ausschlielllich basolateral sezerniert (Abbildung 49A, Spur 3/4) wohingegen die
Immunoprazipitation mit AK 5313 eine deutliche apikale Sezernierung von I-BAPP, zeigt
(Abbildung 49B, Spur 3/4). Bei dem |-fAPPy, das apikal sezerniert wird, muss es sich um

I-BAPPB handeln, da fast kein |I-BAPPa apikal sezerniert wird. Das basolateral sezernierte
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I-BAPPy, besteht Uberwiegend aus I|-BAPPa, dies ist auch am geringfligig gréReren
Molekulargewicht erkennbar (Abbildung 49B, Spur 3/ 4).

Eine zusatzliche BACE-Transfektion fiihrt wiederum zu einer fast ausschliel3lichen BACE-
Prozessierung von BAPPAC und zur gleichmaRigen apikalen und basolateralen Sezernierung
von [-BAPPy (Abbildung 49B, Spur 1/2). Dies unterstiitzt die Vermutung, dass die
Uberexpression von BACE zu einer sehr frilhen Prozessierung von BAPP fiihrt, die unabhangig

von der Sortierung des Enzyms und des Substrates ist.

Um Aufschluss Uber die Lokalisierung der y-Sekretase Aktivitdt zu bekommen, wurde die Ap-

und p3-Sezernierung der BAPPAC exprimierenden MDCK Zellen untersucht.

Amyloid (IP: AK 3926)

BAPPAC
ap bl
ABGIu11 — - : 25

Abbildung 50: Sezernierung von AB und p3 in BAPPAC transfizierten MDCK Zellen

BAPPAC transfizierte MDCK Zellen wurden in Filterkammern polarisiert und 4 h mit [3SS]Methionin/Cystein radioaktiv
markiert. Konditionierte Medien wurden apikal und basolateral getrennt gesammelt und AR und p3 wurden mit AK 3926
immunoprazipitiert. Die Immunoprazipitate wurden im Tris-Tricine-Gel aufgetrennt, abgebildet ist die Autoradiografie des
getrockneten Gels.

Tatsachlich wird AB apikal und basolateral sezerniert (Abbildung 50), die basolateral sezernierte
AB-Menge ist im Vergleich zu der, in BAPP transfizierten Zellen reduziert (Abbildung 45). Die
Ursache fur die reduzierte basolateral sezernierte AB-Menge ist vermutlich die Blockierung der
Reinternalisierung von BAPP. Durch die Deletion des C-Terminus wurde auch das
Reinternalisierungssignal von BAPP entfernt (Haass et al., 1995c; Lai et al., 1995). Die apikal
entstehende AB-Spezies migriert im Tris-Tricine-Gel bei einem Molekulargewicht zwischen dem
von APBi4omsz) und p3 (Abbildung 50), damit entspricht das Migrationsverhalten dem der
ABcu11-Spezies (Abbildung 45).

3.5.5 Oberflachenlokalisierung der Komponenten des y-Sekretase-
Komplexes in polarisierten MDCK Zellen

Die apikale Sezernierung von AB in BAPPAC transfizierten MDCK Zellen ist ein Hinweis darauf,
dass vy-Sekretase Aktivitdt auch im apikalen Kompartiment vorhanden ist. Um die
Zelloberflachenlokalisierung des y-Sekretase-Komplex zu untersuchen wurde die Lokalisierung
der Komplex-Komponenten PS1 und Nicastrin, analysiert (Capell et al., 1998; Capell et al.,
2000a; Yang et al., 2002; Yu et al., 2000). Endogenes PS1 in MDCK Zellen konnte mit den zur
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Verflgung stehenden, gegen humanes PS1 gerichteten AK, nicht nachgewiesen werden. Fir
die Untersuchung der PS1 Sortierung wurden MDCK Zellen stabil mit PS1 transfiziert.
Endogenes Nicastrin konnte  detektiet  werden.  Apikale und basolaterale

Oberflachenbiotinylierungen wurden durchgefihrt.
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Abbildung 51: Biotinylierung von y-Sekretase Komponenten an der Zelloberfliche von polarisierten MDCK
Zellen

A: PS1 (berexprimierende MDCK Zellen wurden auf Filtern polarisiert, die Oberflache des Zellmonolayers wurde
entweder basolateral oder apikal biotinyliert. Zelllysate wurden hergestellt und biotinylierte Proteine mit Strepavidin-
Sepharose préazipitiert, in der PAGE aufgetrennt, und PS1 wurde mit monoklonalem AK PS1-NT und mit AK 3027 im
Western Blot nachgewiesen. Als Kontrolle wurde PS1 mit dem AK 3027, der das C-terminale PS1 Fragment erkennt,
aus dem Zelllysat immunoprazipitiert. Fir die Immunoprazipitation wurde nur 1/5 des Materials der Biotinylierung
eingesetzt. Der Stern kennzeichnet eine unspezifische Bande B: Endogenes Nicastrin wurde an der Oberflache
polarisierter MDCK Zellen biotinyliert und wie unter A mit AK NCT-CT nachgewiesen.

N-terminale und C-terminale PS1 Fragmente, aber auch das PS1 Holoprotein konnten an der
apikalen und basolateralen Oberflache nachgewiesen werden (Abbildung 51A). In der Kontrolle,
in der PS1 aus dem MDCK Zelllysat mit AK 3027 immunoprazipitiert wurde, wurden nur 20 %
der Lysatmenge eingesetzt, die fur die Biotinylierung eingesetzt wurden. Somit liegen nur sehr
geringe Mengen des exprimierten PS1 an der Zelloberflache vor (Kaether et al., 2002; Leem et
al., 2002; Ray et al., 1999). Der zur Immunoprazipitation eingesetzte AK 3027 ist gegen den
.Loop“ im C-terminalen PS1 Fragments gerichtet und prazipitiert unter den gewahlten
Lysisbedingungen kein N-terminales Fragment (1.3.2.3). Endogenes Nicastrin, kann an der
apikalen und basolateralen Plasmamembran zu ungefahr gleichen Mengen nachgewiesen
werden (Abbildung 51B).

Damit kann davon ausgegangen werden, dass der y-Sekretase Komplex nicht polarisiert

transportiert wird und in apikalen und basolateralen Kompartimenten aktiv ist.
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3.6 In vitro Charakterisierung von BACE

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Charakteristik von BACE bezlglich der enzymatischen
Aktivitat in vitro analysiert. Durch die in vitro Analyse von BACE werden komplexe Einflusse,
z.B. durch zellulare Transportvorgange oder durch die Entstehung von Mikrodomanen, auf die
BACE-Aktivitat eliminiert. Damit kann sichergestellt werden, dass die primaren
Enzymeigenschaften analysiert werden. Es wurde ein BACE in vitro Assay entwickelt um
weitere Aufschliisse Uber das pH-Optimum und die Enzymkinetik zu erhalten.

Generell ist ein BACE in vitro Assay von immenser pharmakologischer Bedeutung, da BACE
eins der beiden AP freisetzenden Enzyme ist und damit ein therapeutischer Hauptangriffspunkt
zur Behandlung der Alzheimer Krankheit. In einem BACE in vitro Assay kénnen
pharmakologisch Substanzen auf die Inhibition von BACE untersucht werden. Ferner kann der
Assay eingesetzt werden, um Regionen von BACE zu untersuchen, die fir die Struktur von

BACE oder fiir die Substratbindung und damit fir die Aktivitdt des Enzyms notwendig sind.

3.6.1 Entwicklung eines in vitro Assays fur BACE

Es wurde ein Fluoreszenz Assay entwickelt. Ein Peptidsubstrat konjugiert mit einer
fluoreszierenden und einer quenchenden Gruppe wurde synthetisiert, durch Inkubation mit dem
Enzym kommt es zum Schnitt des Substrats, und aufgrund der Trennung von quenchender und
fluoreszierender Gruppe zur Fluoreszenz (2.7.2). Vorteile sind, dass der Substratumsatz
kontinuierlich verfolgt werden kann und dass der Assay im ,high-throughput® System eingesetzt
werden kann (Osborn, 2002).

3.6.1.1 Enzymquelle und Enzymaufreinigung fir den BACE-Assay

In vivo konnte gezeigt werden, dass BACE-L enzymatische Aktivitat aufweist (Abbildung 30 /
Abbildung 31) und Uber das konjugierte 6fach-His lieRe sich BACE-L leicht aufreinigen.
Konditioniertes Medium von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen wurde als eine mdgliche
Enzymquelle untersucht. Konditioniertes, serumfreies Medium von BACE-L exprimierenden
HEK 293 Zellen oder untransfizierten Kontrollzellen wurde gesammelt. Da andere
Arbeitgruppen BACE-Aktivitat in einem Natrium-Acetat Puffer (pH 4-4,8) zeigen konnten (Lin et
al., 2000; Sinha et al., 1999) wurde dieser Puffer als Assay-Puffer eingesetzt (2.7.3). Zunachst
wurde ein Teil des konditionierten Mediums gegen den Natrium-Acetat Puffer dialysiert.
Aliquote des BACE-L enthaltenden Mediums, des Kontrollmediums und des dialysierten BACE-
L Mediums wurden in der SDS-PAGE getrennt und anschlieBend in der Silberfarbung und im
Western Blot mit AK 9E10 und AK GM190 analysiert (Abbildung 52A). Zur Aufreinigung von
BACE-L wurde das konditionierte Medium im ,batch-Verfahren“ mit Nickel-Agarose inkubiert
(2.7.1.1). Aliquote der Aufreinigungsschritte wurden in der SDS-PAGE getrennt und
anschlieRend in der Silberfarbung und im Western Blot mit AK 9E10 und AK GM190 analysiert
(Abbildung 52B).
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Abbildung 52 Partielle Aufreinigung von BACE-L liber Ni-Agarose

Es wurde 16 h konditioniertes, serumfreies Medium (Optimem) von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen oder
Kontrollzellen gesammelt. A: 125 pl des BACE-L Mediums, Kontrollmediums und des gegen Na-Acetat Puffer
dialysierte BACE-L Medium wurden TCA gefallt, in der 10%-SDS-PAGE aufgetrennt und zur Silberfarbung oder zum
Western Blot mit AK 9E10 und AK GM190 eingesetzt. B: 125 ul konditioniertem BACE-L Medium entsprechende
Aliquote der Aufreinigungsschritte mit Ni-Agarose wurden in der 10%-SDS-PAGE aufgetrennt, zur Silberfarbung oder
zum Western Blot mit AK 9E10 und AK GM190 eingesetzt. Die Fraktion der Ni-Agarose zeigt die Menge BACE-L, die
nicht eluiert werden konnte.

In der Silberfarbung des SDS-Gels sind zwischen den konditionierten Medien von BACE-L
exprimierenden Zellen und Kontrollzellen keine Unterschiede erkennbar, bei den kraftigen
Proteinbanden handelt es sich nicht um BACE-L, sondern vermutlich um Albumine. Die Dialyse
vermindert geringfligig den Proteingehalt. Im Westen Blot erkennen beide AK spezifisch
BACE-L, keine Reaktion ist mit konditionietem Medium von HEK 293 Zellen zu detektieren.
Aufgrund der kraftigen Reaktion im Western Blot mit AK GM190 ist davon auszugehen, dass

grol3e Mengen von sezerniertem BACE-L das Propeptid enthalten (Abbildung 52A).
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Die Aufreinigung von BACE-L aus konditioniertem Medium Uber Nickel-Agarose, zeigt, dass
BACE-L effizient an der Nickel-Agarose bindet und die meisten Proteine im Uberstand nach
Inkubation mit Nickel-Agarose verbleiben. In den Waschschritten werden noch unspezifisch
gebundene Proteine eliminiert, jedoch auch groRe Mengen BACE-L (Abbildung 52B, Spur 2,
vgl. Silberfarbung v.s. Western Blot). Die aufgereinigte Fraktion enthalt fast ausschliellich
BACE-L, in der Silberfarbung sind, neben der auch im Western Blot detektierten Bande, keine
weiteren Proteinbanden erkennbar (Abbildung 52B, Spur 3 / 4, vgl. Silberfarbung v. s. Western
Blot). Die Elution von BACE-L von der Nickel-Agarose ist nicht vollstandig, trotzdem sollte die

aufgereinigte BACE-L Menge ausreichend sein um Aktivitat im in vitro Assay zu zeigen.

3.6.1.2 Substrat fiir den BACE-Assay

Als Substrat wurde ein BAPP-Peptid gewahlt, dass die schwedische Mutation enthalt, da
gezeigt werden konnte, das BACE eine deutlich hdhere Affinitat zu BAPPsw als zu BAPPwt hat
(Citron et al., 1992; Citron et al., 1995; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999). Das Peptid
musste relativ kurz sein, damit die Fluoreszenz durch die quenchende Gruppe effektiv
unterdriickt werden kann. Dass kurze Peptide als BACE-Substrat ausreichend sind wurde
bereits gezeigt (Lin et al., 2000; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999).

Es wurden 3 Substrate synthetisiert, die in der Peptidsequenz P5-P4" der BAPPsw-Schnittstelle
identisch sind. Durch Einfiigen von weiteren Argeninresten wurde jedoch die Peptidlange der
Substrate verandert und der Abstand zwischen quenchender und fluoreszierender Gruppe
erhoht (Cy3, Cy3 R), oder die Umgebung der quenchenden Gruppe verandert (Cy3 RR). Zur
Kontrolle der Schnittspezifitdt wurde ein potentiell nicht durch BACE schneidbares Peptid
Substrat synthetisiert, ein AS Austausch an Position P1 von Leu zu Val verhindert die BAPP-
Prozessierung durch BACE (Citron et al., 1995; Vassar et al., 1999). Als Enzym wurde das
aufgereinigte BACE-L eingesetzt (3.6.1.1) und als Assay-Puffer wurde der beschriebene Na-
Acetat Puffer gewahlt (Sinha et al., 1999). Die Anderung der Fluoreszenz wurde in Abhangigkeit

von der Zeit gemessen (2.7.3).
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A
Name Peptidsequenz
Cy3 Cy3-S-E-V-N-L-D-A-E-F-K(Cy5Q)-NH2
Cy3R Cy3-R-S-E-V-N-L-D-A-E-F-K(Cy5Q)-R-OH
Cy3 RR Cy3-S-E-V-N-L-D-A-E-F-R-K(Cy5Q)-R-R-OH
Cy3 Kontrolle Cy3-S-E-V-K-V-D-A-E-F-K(Cy5Q)-NH2
B
0,200
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—4+—Cy3 R
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Abbildung 53: Optimierung der Substratkettenldnge

A: CyDye Peptid-Substrate fiir den BACE in vitro Assay. Die BAPP-Sequenz ist blau, die BAPPsw-Sequenz griin und
der AS-Austausch zum nicht schneidbaren Kontrollpeptid rot dargestellt. B: Aufgereinigtes BACE-L (2,5 pl, s. Abbildung
52) wurde mit den Substraten Cy3, Cy3 R und Cy3 RR (100 nM) und dem nicht schneidbaren Peptid Cy3 Kontrolle im
Na-Acetat Puffer (pH 4,5) bei RT inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Ansatzen.
Gemessen wurde die Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der Zeit.

Das aufgereinigte BACE-L ist enzymatisch aktiv, es kommt zu keiner zeitabhangigen Zunahme

der Fluoreszenz, und das Cy3 Kontrollpeptid wird nicht prozessiert. Das Substrat Cy3 zeigt,

verglichen mit den verlangerten Substraten Cy3R und Cy3RR, unter Enzymzugabe den gréften

Fluoreszenzanstieg in Abhangigkeit von der Inkubationszeit (Abbildung 53). Vermutlich wird es

am schnellsten katalytisch umgesetzt, damit ist dieses Substrat fir den in vitro Assay am

besten geeignet.

101



Ergebnisse

3.6.1.3 Konditioniertes Medium als Enzymquelle

Da es bei der Aufreinigung von BACE-L zu erheblichen Enzymverlusten kam, wurde untersucht
ob konditioniertes Medium direkt oder nach einer Aufkonzentrierung im in vitro Assay eingesetzt

werden kann.
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Abbildung 54: Aufbereitung des konditionierten Mediums BACE-L exprimierender Zellen

Konditioniertes Medium von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen wurde partiell aufgereinigt (5 pl, 100x), ca. 4fach
konzentriert (5 pl, 4x) oder direkt (10 pl, 1x) im Assay eingesetzt (Substrat Cy3, 100 nM). Als Kontrolle wurde
konzentriertes Medium von HEK 293 Zellen eingesetzt (5 pl, 4x). Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messpunkte aus
drei Ansatzen, gemessen wurde die Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der Zeit.

Uber Nickel-Agarose aufgereinigtes BACE-L zeigt die groRte Aktivitat, wobei die eingesetzte
Enzymmenge am groten war und das Enzym fir eine Reaktion aus 500 pl Medium
aufgereinigt wurde. Aber auch 4fach konzentriertes Medium (20 pl / Reaktion) und direkt
eingesetztes Medium (10 pl / Reaktion) zeigen im Vergleich zu Kontrollmedien, konditioniert auf
HEK 293 Zellen, deutliche BACE-Aktivitat. Die BACE-Aktivitat des konzentrierten Mediums
erhoht sich fast entsprechend des Konzentrationsfaktors, der Einsatz der doppelten
Enzymmenge fuhrt zu einer ca. 2fachen Aktivitatserhéhung (Abbildung 54). Die Konzentration
des Mediums erfolgte mittels Zentrifugation durch einen Membranfilter mit einem ,cut-off* von
10 kDa (2.7.1.3). Die geringen Verluste kénnen durch ein Haften bleiben der Proteine am Filter
erklart werden. Trotz dieser Verluste wurde fir die weiteren Assays uberwiegend
konzentriertes, konditioniertes Medium BACE-L exprimierender HEK 293 Zellen eingesetzt.
Eine Dialyse des Mediums mit dem Assay-Puffer veranderte die Enzymaktivitat nicht

(Ergebnisse nicht gezeigt).

102



Ergebnisse

Um Assays uber einen langeren Zeitraum mit einer Enzymquelle durchfuihren zu kénnen und so
eine bessere Vergleichbarkeit, der an verschiedenen Tagen durchgefiihrten Assays, zu erzielen
wurde die Stabilitat von BACE-L untersucht. Es wurden Studien zur Lagerung von BACE-L in

konditioniertem Medium durchgefiihrt.
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Abbildung 55: Stabilitdt von BACE-L im konditionierten Medium

Konditioniertes Medium von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen wurde gesammelt. Aliquote wurden auf Eis, bei
4°C, im flissigen Stickstoff oder bei -80°C gelagert. Nach 48 h wurden die unterschiedlich gelagerten, konditionierten
Medien im Assay eingesetzt (Medium 10 pl / Substrat Cy3 100 nM). Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messpunkte
aus drei Ansatzen, gemessen wurde die Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der Zeit

Die Aktivitdt von BACE-L andert sich durch Lagerung auf Eis kaum, auch eine langere
Lagerung auf Eis beeinflusst die BACE-Aktivitdt kaum (Daten nicht gezeigt). Einfrieren bei
- 80°C oder im flussigen Stickstoff reduziert die BACE-L-Aktivitat, ebenso wie eine Lagerung bei
4°C (Abbildung 55).

3.6.2 Charakterisierung der in vitro Aktivitat von BACE-L

3.6.2.1 Bestimmung des pH-Optimums der BACE-L-Aktivitat

Es wurde beschrieben, dass BACE die maximale Aktivitdt im sauren Milieu entwickelt (Lin et al.,
2000; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999). Endogen konnte BACE-Aktivitat Gberwiegend in
Endosomen und Lysosomen des endocytotischen Transportwegs nachgewiesen werden (Koo
und Squazzo, 1994; Perez et al., 1999; Thinakaran et al., 1996b; Vassar et al., 1999). Die
exogene Expression von BACE in HEK 293 Zellen fihrt zu einer BACE-Aktivitat im gesamten
sekretorischen Transportweg (3.3.2) (Benjannet et al., 2001; Haniu et al., 2000; Huse et al.,
2000) so ist eine Untersuchung des pH-Wert Optimums von BACE in BACE exogen

exprimierenden Zelllinien nicht mdglich.
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Der in vitro Assay ermdglicht die Untersuchung der BACE-L-Aktivitat in Abh&ngigkeit vom
pH-Wert. Der pH-Wert der konditionierten, konzentrierten Medien wurde dem jeweiligen Assay

pH-Wert entsprechend eingestellt.

A B
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Aktivitit [%]

204 ¥ .
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Abbildung 56: BACE-L-Aktivitidt in Abhingigkeit vom pH-Wert.

A: Konditioniertes Medium von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen wurde ca. 4fach konzentriert, 5 pl / Reaktion
wurden im Assay eingesetzt (Substrat Cy3, 250 nM). Der Assay Puffer wurde auf die angegebenen pH-Werte
eingestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messpunkte aus drei Ansatzen, gemessen wurde die
Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der Zeit. B: Die Reaktionsgeschwindigkeit von BACE-L wurde fur die
verschiedenen pH-Werte im Inkubationszeitraum von 60-70 min aus der Steigung der Fluoreszenz ermittelt. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit, bei einem pH-Wert von 4,4 wurde als 100 % gesetzt, die Reaktions-
geschwindigkeiten bei den anderen pH-Werten wurden dazu ins Verhdltnis gesetzt. Die relative
Reaktionsgeschwindigkeit ist in Abhangigkeit vom pH-Wert dargestellt.

Bei einem pH-Wert von 3,0 ist BACE-L kaum aktiv, ebenso bei pH-Werten von 6,0 und 7,0.
Interessant ist, dass bei niedrigen pH-Werten von 3,2-4,0 BACE-L anfanglich, in den ersten 10
Minuten, im Assay eine hohe Aktivitat zeigt, die bei langerer Inkubation (>10 min) im sauren
Milieu sehr stark zurlickgeht. Dieser Rickgang in der Enzymaktivitdt deutet auf eine
saureabhangige Denaturierung von BACE hin und kann nicht auf mangelnde Substratmenge
zurlickgefuihrt werden, da bei ahnlichem Substratverbrauch bei einem pH-Wert von 4,4 die
Fluoreszenzzunahme weiterhin linear ist. Lasst man die Anfangsaktivitdten von BACE-L auller
Acht und ermittelt die Geschwindigkeit des Substratumsatzes bei einer Inkubationszeit von
60-70 min, erreicht BACE-L sein Aktivitatsmaximum bei einem pH-Wert von 4,4, die Aktivitat
fallt sowohl zum niedrigeren pH-Wert 4,0 als auch zum hdéheren pH-Wert 5,0 deutlich ab
(Abbildung 56).
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3.6.2.2 Die BACE-L-Aktivitait in Abhangigkeit von der Substrat-
konzentration

Der in vitro Assay wurde zundchst mit einer Substratkonzentration von 100 nM durchgefihrt,
der Substratumsatz, gemessen als Zunahme der Fluoreszenz, war bis zu 2 Stunden
Inkubationszeit linear (Abbildung 54), eine Erhdhung der Enzymkonzentration fihrte zu einer
entsprechenden Erhéhung des Substratumsatzes (Abbildung 54). Eine Erhéhung der
Substratkonzentration, bei gleicher Enzymkonzentration, wie bei der Ermittlung des
pH-Optimums geschehen (Abbildung 54, pH-Wert 4,5 v. s. Abbildung 56, pH-Wert 4,4), von 100
nM auf 250 nM fihrte jedoch Uberraschender Weise zu einer Erhéhung der
Reaktionsgeschwindigkeit. Um weiteren Aufschluss Uber die BACE Substratinteraktion zu
bekommen, wurde die Kinetik der von BACE katalysierten Reaktion untersucht. Es wurden im

Assay bei gleicher Enzymkonzentration ansteigende Substratmengen eingesetzt.
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Abbildung 57: BACE-L-Kinetik

A: Konditioniertes Medium von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen wurde ca. 4fach konzentriert, 2,5 pl / Reaktion
wurden im Assay eingesetzt. Die fur die jeweilige Reaktion eingesetzte Substratmenge ist angegeben. Dargestellt sind
die Mittelwerte aller Messpunkte aus drei Ansatzen, gemessen wurde die Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der
Zeit. B: Das Substratpeptid wurde in der angegebenen Konzentration ohne Enzymzugabe im Assay Puffer inkubiert,
gemessen wurde die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Inkubationszeit. C: Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit
(5-15 min) wurde in Abhangigkeit von der eingesetzten Substratmenge dargestellt.
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Bei einer Substratkonzentration von 250 nM liegt unter den gewahlten Assay Bedingungen
keine Substratsattigung vor, die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion, gemessen als Anderung
der Fluoreszenz, nimmt noch bis zu einer Substratkonzentration von 500 nM zu. Erst bei
Substratkonzentrationen von 500 nM und 750 nM ist die anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit
gleich (Abbildung 57A). Bei diesen Konzentrationen kommt es zu einer von der Inkubationszeit
abhangigen Autofluoreszenz des Substrats (Abbildung 57B). Fur die weiteren, in dieser Arbeit
gezeigten, in vitro Assays wurde eine Substratkonzentration von 250 nM eingesetzt.

Zur Beurteilung der BACE-Kinetik wurde die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion in
Abhangigkeit von der Substratkonzentration dargestellt (Abbildung 57C). Der Kurvenverlauf
entspricht nicht dem Verlauf einer einfachen Substrat-Produkt-Umsetzung nach Michaelis-
Menten. Die bei niedrigen Substratkonzentrationen sehr langsame Zunahme der
Reaktionsgeschwindigkeit bei Anstieg der Substratkonzentration, weist auf Geschwindigkeit
begrenzende Faktoren hin. Der Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration ist unabhangig von der BACE-L Aufreinigung (Daten nicht gezeigt), damit
ist die Verzdgerung der Substratumsetzung durch weitere Kofaktoren unwahrscheinlich. Eine
weitere Moglichkeit ware die Geschwindigkeit begrenzende Entstehung von Intermediaten,
durch Enzymumfaltung oder durch Konformationsanderungen im Enzym-Substrat-Komplex
(4.2).

3.6.2.3 Spezifische Inhibitoren von BACE-L

Der BACE-Assay wurde neben der weiteren Charakterisierung von BACE auch zur
Identifikation von BACE-Inhibitoren entwickelt. In dem in vitro Assay kénnen pharmakologisch
Substanzen im ,high-throughput® Verfahren auf die Inhibition von BACE untersucht werden. Die
Analyse des Profils von BACE-Inhibitoren lasst weitere Aufschlisse Uber das katalytische
Zentrum von BACE zu.

Zunachst wurden zum Substrat homologe Peptide synthetisiert, die zur Erhdhung der Stabilitat
C-terminal mit einer Amidgruppe und N-terminal mit einer Acylgruppe konjugiert sind. Durch
Einfliigung eines Statins an der postulierten Schnittstelle sind die Peptide nicht schneidbar und
kompetitieren mit dem Substrat um das aktive Zentrum des Enzyms. Die Peptidinhibitoren
GL189 und GL190 (2.7.3.1) wurden entsprechend dem bereits beschriebenen Inhibitor (Sinha
et al., 1999) synthetisiert und im in vitro Assay in Konzentrationen von 5 nM bis 5 uyM eingesetzt
(Abbildung 58).

Die Inhibitoren GL189 und GL190 unterscheiden sich unwesentlich in ihrem Effekt auf BACE-L,
beide inhibieren BACE mit einem ICs,-Wert von ca. 100 nM. Die Inhibition von GL189 und
GL190 ist spezifisch, ein Proteaseinhibitor-Mix zeigt keinen Effekt auf die BACE-Aktivitat
(Abbildung 58).
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Abbildung 58: Hemmung von BACE-L durch Peptidinhibitoren

A/B: Konditioniertes Medium von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen wurde ca. 4fach konzentriert, 2,5 pul /
Reaktion wurden im Assay eingesetzt. Die fiir die jeweilige Reaktion eingesetzte Konzentration fir Inhibitor GL189 (A)
und Inhibitor GL190 (B) ist angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messpunkte aus drei Ansatzen, gemessen
wurde die Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der Zeit. C: Die BACE-Aktivitat in [%] bezogen auf die Aktivitat
ohne Inhibitor ([A; / Ag]x100) ist in Anhangigkeit von der Inhibitorkonzentration dargestellt, die Reaktionsgeschwindigkeit
wurde fir den Zeitraum 40-60 min berechnet. D: Der Assay wurde wie unter A durchgefiihrt. Neben der Kontrolle
wurden zum Reaktionsansatz der Inhibitor GL189 (5 uyM) oder ein Mix verschiedenen Proteaseinhibitoren zugesetzt
(2.7.3.1). Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messpunkte aus drei Ansatzen. Gemessen wurde die
Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der Zeit.

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Es wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
funktioneller BACE in vitro Assay entwickelt, der auch im ,highthrough-put* System eingesetzt
werden kann. BACE konnte mit Hilfe des Assays weiter charakterisiert werden, so konnte
gezeigt werden, dass die Membranbindung von BACE fiir die proteolytische Aktivitat nicht
BACE Abhangigkeit

Michaelis-Menten-Kinetik  entspricht.

notwendig ist und das Aktivitdtsverhalten von in von der

Substratkonzentration nicht der einfachen Das
pH-Optimum, liegt bei einem pH-Wert von ca. 4,5. Ferner sind kurze, 16sliche Peptide, von P5
bis P4°, als Substrat ausreichend und auf Statin basierende Peptidinhibitoren, gerichtet gegen
das aktive Zentrum von BACE, sind funktionell.

Der in vitro Assay kann neben Tests von méglichen BACE-Inhibitoren auch fiir die Uberpriifung

der enzymatischen Aktivitat von BACE-Konstrukten genutzt werden.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung von BACE im Zellkultursystem

In dieser Arbeit werden die Maturierung und der intrazelluldre Transport der Aspatyl-Protease
BACE untersucht. Post-translationale Modifikationen werden in Hinblick auf die Enzymaktivitat
und auf die subzellulare Lokalisierung analysiert. Ferner wird der Transport von BACE im
Vergleich zum Transport von BAPP in polarisierten Zellen untersucht (1.6). Es wird geklart
inwieweit die Amyloid-Entstehung durch den Transport von BAPP und der prozessierenden
Sekretase BACE beeinflusst werden kann.

4.1.1 Expression von BACE in HEK 293 und MDCK Zellen

Zur Charakterisierung von BACE wurden HEK 293 und MDCK Zellen eingesetzt (3.1.1). HEK
293 Zellen stellen bei der Untersuchung der BAPP-Prozessierung ein weit verbreitetes
Modellsystem dar. Es konnte bereits 1992 von Haass und Kollegen gezeigt werden, dass in
HEK 293 Zellen, wie auch in anderen eukaryotischen Zellen, neben der a-Prozessierung von
BAPP auch B-Prozessierung stattfindet und das AB-Peptid aus dem Vorlauferprotein freigesetzt
werden kann (Haass et al., 1992b). Damit wurde der indirekte Nachweis erbracht, dass neben
der o-Sekretase auch -Sekretase und y-Sekretase endogen in HEK 293 Zellen vorhanden
sind. Spater konnten die Komponenten des y-Sekretase-Komplex (Capell et al., 1998; Shirotani
et al., 2004; Steiner et al., 2002; Yu et al., 1998; Yu et al., 2000) und die a-Sekretase ADAM10
(Lammich et al., 1999) in HEK 293 Zellen nachgewiesen werden. BACE wurde unter anderem
in HEK 293 Zellen kloniert (Vassar et al., 1999), und erste Untersuchungen an transfiziertem
BACE wurden ebenfalls in HEK 293 Zellen durchgefiihrt (Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999;
Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999).

Die endogene BACE-Expression in peripheren Zellen, so auch in HEK 293 Zellen, ist niedrig.
Durch eine untranslatierte 5’-RNA-Region wird die Expression von BACE reguliert (Christensen
et al., 2004; Ge et al., 2004; Lammich et al., 2004; Sambamurti et al., 2004). In Northern Blots
konnte eine hohe mMRNA-Expression in verschiedenen Hirnregionen, wie Hippocampus, Cortex,
Cerebellum sowie in Pankreas und eine niedrige Expression im peripheren Gewebe
nachweisen (Lin et al., 2000; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Entsprechend konnte eine
hohe BACE-AKktivitat in neuronalen Kulturen und eine niedrige Aktivitat in anderen Zelllinien
gezeigt werden (Busciglio et al., 1993; Haass et al., 1992b; Sinha et al., 1999; Sinha und
Lieberburg, 1999).

In dieser Arbeit konnte im Western Blot mit keinem der drei verwendeten AK endogenes BACE
nachgewiesen werden (Abbildung 17). Um BACE und den Einfluss von BACE auf die BAPP-
Prozessierung untersuchen zu kénnen, wurde die Protease BACE und das Substrat BAPPgsgs5
exogen exprimiert. Alle Untersuchungen wurden an stabil transfizierten Zelllinien durchgefihrt

und um klonale Effekte ausschlielien zu kdnnen wurden alle Ergebnisse, an verschiedenen
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Einzelzellklonen verifiziert. Morphologische Veranderungen der Zellen und verandertes

Zellwachstum wurden nicht beobachtet.

4.1.2 Maturierung und Stabilitat von BACE

Aufgrund der Aminosauresequenz wurde fur BACE eine Membranverankerung postuliert, und
erste Arbeiten konnten zeigen, dass BACE membrangebunden (Vassar et al., 1999) und BACE-
Aktivitdt membranassoziiert ist (Sinha et al., 1999). Entsprechend wurde in dieser Arbeit
transfiziertes BACE in Gesamtzelllysaten und in Membranproteinlysaten nachgewiesen
(Abbildung 17 / Abbildung 18). BACE migriert im SDS-Gel als Doppelbande bei einem
Molekulargewicht von ca. 65 und 70 kDa, wobei die kleinere Form praferentiell von dem gegen
das Propeptid gerichteten Antikorper erkannt wird (Abbildung 18). Bisherige Arbeiten hatten
BACE als 70 kDa Protein beschrieben und vermutet, dass die Differenz des kalkulierten
Molekulargewichts von 51 kDa zu dem im SDS-Gel beobachteten Migrationsverhalten bei
70 kDa durch N-Glycosylierung hervorgerufen wird (Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar
etal., 1999).

Der Antikorper gegen den C-Terminus von BACE erkennt zusatzlich kleinere, BACE spezifische
Fragmente, mit einer prominenten Bande bei ca. 28 kDa (Abbildung 17). Diese Bande wurde
auch in der Arbeit von Vassar und Kollegen beschrieben (Vassar et al., 1999). Es kdnnte sich
um Abbauprodukte handeln, die Uberexpression kénnte zu einer Akkumulation von
Degradationsprodukten fiihren. Eine andere Maoglichkeit fiir die Entstehung der C-terminalen
Fragmente ware die beschriebene Ektodomanen-Abspaltung von BACE an der Zelloberflache
(Benjannet et al., 2001; Hussain et al., 2003). Da nur sehr geringe Mengen der BACE-
Ektodomane sezerniert werden (Benjannet et al.,, 2001; Hussain et al., 2003), und ein
Zusammenhang der Sezernierung und der Entstehung der C-terminalen Fragmente nicht
gezeigt werden konnte, ist es unwahrscheinlich, dass die C-terminalen Fragmente aus der
Ektodomanen-Abspaltung resultieren. Endogen konnte bisher keine Sezernierung von BACE

gezeigt werden.

Die in dieser Arbeit benutzten Antikdrper, gerichtet gegen das Propeptid, die Ektodomane und
die cytoplasmatische Domane, erkennen alle die 65 kDa und die 70 kDa BACE-Form, wenn
auch mit sehr unterschiedlicher Affinitédt (Abbildung 18). Dies ist ein Beleg daflr, dass die
kleinere 65 kDa BACE-Form nicht durch Proteolyse entsteht. Damit und aufgrund der vier
N-Glycosylierungsmotive in BACE ist es wahrscheinlich, dass die Molekulargewichtsdifferenz
von 5 kDa auf der Umwandlung mannosereicher Zucker in Zucker des komplexen Typs beruht,
was auch in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden konnte (4.1.3) (Capell et al.,
2000b).

Zunachst wurde mit Hilfe von ,pulse/chase“-Experimenten belegt, dass die 65 kDa BACE-Form
ein Vorlaufer der 70 kDa Form ist. Die 65 kDa Form nimmt mit der ,chase“-Zeit ab und die

70 kDa Form zu. Nach 60 min ,chase®-Zeit ist die 70 kDa Form erstmals zu detektieren und bei
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120 min migriert der Uberwiegende Teil von BACE bei 70 kDa. Diese Maturierung von BACE ist
im Prinzip unabhangig von der cytoplasmatischen Doméane und der Membranverankerung von
BACE (Abbildung 20). Die losliche Form von BACE (BACE-L) maturiert effizient und nur
matures BACE-L wird sezerniert. Nach 60 min ,chase“-Zeit wurden schon fast 50 % von
BACE-L sezerniert. Die Deletion der cytoplasmatischen Domane fiihrt zu einer deutlich
verlangsamten und ineffizienteren Maturierung im Vergleich zu BACE-wt, aber ebenso zu
einem verlangsamten Abbau (Abbildung 20 / Abbildung 21). Dies war ein erster Hinweis darauf,
dass der C-Terminus den Transport von membrangebundenem BACE reguliert und dadurch die
Maturierung und Degradation beeinflusst werden kann. Dass die Deletion des BACE
C-Terminus Missfaltung induziert und dadurch eine langsamere Maturierung verursacht wird, ist

weitestgehend auszuschlieen, da die I6sliche Form BACE-L effizient maturiert.

Spatere Arbeiten bestatigen die, in dieser Arbeit erstmalig gezeigte, Maturierung von BACE mit
einer Molekulargewichtszunahme von ca. 5 kDa (Capell et al, 2000b). Die
Molekulargewichtsangaben variieren, immatures BACE wird mit 58 kDa (Huse et al., 2000),
60 kDa (Hussain et al., 1999) oder 66 kDa (Benjannet et al., 2001) und matures BACE mit
65 kDa (Hussain et al., 1999), 66 kDa (Huse et al., 2000) oder 72 kDa (Benjannet et al., 2001)
angegeben. Die Differenzen sind mdoglicherweise auf unterschiedliche Gelsysteme oder
Molekulargewichtsmarker  zurlickzufihren, ferner  weisen  verschiedene  Zelllinien
unterschiedliche Glycosylierungsmuster auf (Albach et al., 2001; Ohl et al., 2003).

Die relativ langsame Maturierung von BACE, im ,pulse/chase- Experiment liegt BACE erst nach
120 min ,chase” Uberwiegend als mature Form vor, wurde bestéatigt (Benjannet et al., 2001;
Huse et al., 2000). Allerdings weist BACE mit einer Halbwertzeit von 16 h (Huse et al., 2000)
eine deutlich groRere Stabilitdt auf, als in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Matures
BACE-wt ist nach 3,5 h zur Halfte degradiert (Abbildung 21). Die Ursache fiir die erheblichen
Differenzen in der Stabilitat von BACE koénnte in der deutlich unterschiedlichen experimentellen
Durchfiihrung begriindet liegen. Huse und Kollegen transfizierten BACE-wt, konjugiert mit
einem Hamagglution-Sequenzabschnitt (HA-tag), transient und markierten BACE radioaktiv
wahrend einer 30-mindtigen ,pulse“-Zeit (Huse et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden
myc-His-konjugierte BACE-Konstrukte eingesetzt, Zelllinien mit stabiler Expression generiert,
und die radioaktive Markierung erfolgte in einem 10-mindtigen ,pulse®. Die unterschiedlichen
BACE-Konjugate kénnten die Degradation beeinflussen, ebenso kdnnte die hohe Expression
aufgrund der transienten Transfektion die Abbaumaschinerie der Zelle beeintrachtigen bzw.
absattigen, wodurch es zu einer langeren Halbwertzeit von BACE kommen wiirde. In der langen
~pulse“-Zeit von 30 min wird eine groRere Population markiert als im 10-mindtigen ,pulse®, die

Abbauzeit musste entsprechend langer sein.
Die Vermutung, dass der C-Terminus von BACE den Transport von BACE regulieren konnte

(Capell et al., 2000b), wurde durch weitere Arbeiten bestatigt (Huse et al., 2000; Pastorino et
al., 2002; Walter et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass BACE nach dem Transport zur
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Plasmamembran reinternalisiert wird und ein Di-Leucin-Motiv in der C-terminalen Doméane von
BACE den Transport zu endosomalen Kompartimenten reguliert (Huse et al., 2000; Pastorino et
al.,, 2002; Walter et al., 2001). Die Phosphorylierung am dem Di-Leucin-Motiv benachbarten
Serin an AS-Position 498 reguliert den Transport von frilhen Endosomen Uber spate
Endosomen zurtick zum TGN (Walter et al., 2001).

Die Deletion des Di-Leucin-Motivs und damit auch die Deletion des gesamten BACE
C-Terminus beeintrachtigt die Reinternalisierung (Pastorino et al., 2002). BACE akkumuliert an
der Plasmamembran und kann nicht mehr dem lysosomalen Abbau zugefiihrt werden, dadurch
kommt es vermutlich zu der in dieser Arbeit beobachteten erhéhten Stabilitdt von BACE-AC.
Fir Di-Leucin-Motive konnte generell gezeigt werden, dass sie mit der VHS-Doméane von
Clathrin bindenden Adaptorproteinen interagieren, die flir den endosomalen Transport und den
Edosomen/TGN-Transport eine wichtige Rolle spielen (Maxfield und McGraw, 2004). Fir BACE
konnte eine Interaktion mit den Adaptorproteinen GGA1 (Golgi-localizing, y-adaptin ear
homology domain, ARF-interacting) (He et al., 2002; Shiba et al., 2004) und GGA2 (He et al.,
2002) gezeigt werden. Die Phosphorylierung des Ser498 verstarkt die Interaktion mit GGA1
(Shiba et al., 2004; von Arnim et al., 2004). Eine Regulation des Di-Leucin-Motivs durch die
Phosphorylierung eines benachbarten Serins konnte ebenfalls flir andere Proteine gezeigt
werden (Bonifacino, 2004).

Ferner wurde gezeigt, dass der BACE C-Terminus eine Konsensussequenz fir Palmitoylierung
enthalt und die Palmitoylierung von BACE férderlich fir den Transport von BACE aus dem ER
ist (Benjannet et al., 2001). Die Deletion des BACE C-Terminus wirde damit den BACE
Transport aus dem ER inhibieren und damit die in dieser Arbeit beobachtete verlangsamte

Maturierung von BACE-AC erklaren.

4.1.3 Die Glycosylierung von BACE

Die Vermutung, dass die Differenz des berechneten und des tatsachlichen Molekulargewichts
von BACE auf Glycosylierung zurtuckzufuhren ist (Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999;
Vassar et al., 1999) konnte in dieser Arbeit erstmalig experimentell bestatigt werden (Capell et
al., 2000b). Deglycosylierung von BACE mit N-Glycosidase F zeigte, dass die mature und die
immature Form von BACE N-glycosyliert sind. Beide Formen migrieren nach N-Glycosidase F
Behandlung im SDS-Gel bei einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa (Abbildung 22), dies ist
auch ein Hinweis darauf, dass das unterschiedliche Migrationsverhalten der immaturen und der
maturen Form auf differentiellen Zuckeraufbau zurlickzufiihren ist. Wird die N-Glycosylierung
durch Behandlung mit dem Antibiotikum Tunicamycin unterbunden (3.2.2), migriert BACE wie
nach der Deglycosylierung ebenfalls bei einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa (Abbildung
23). Eine Behandlung mit der Endoglycosidase H zeigte, dass die mature Form von BACE
Endo H Resistenz erreicht und damit komplex glycosyliert sein muss (Abbildung 24). Endo H
spaltet ausschlief3lich mannosereiche und keine komplexen N-glycosylierten Zuckerketten. In

der Zelle findet der Umbau von mannosereichen in komplexe Zucker im spaten Golgi-Apparat
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statt (Helenius und Aebi, 2001; Roth, 2002), dass heif3t matures BACE hat auf dem
sekretorischen Transportweg auf jeden Fall den spaten Golgi-Apparat erreicht (Abbildung 59)
(Capell et al., 2000Db).

Andere Gruppen konnten diese Ergebnisse bestatigen (Benjannet et al., 2001; Charlwood et al.,
2001; Creemers et al., 2001; Haniu et al., 2000; Huse et al., 2000; Pinnix et al., 2001). Dariber
hinaus zeigen Huse und Kollegen durch sequenzielle Zuckerabspaltung, dass BACE an drei der
vier moglichen N-Glycosylierungsstellen glycosyliert ist (Huse et al., 2000). Ferner konnten sie
zeigen, dass aufgrund eines C-terminal konjugierten ER-Retentionssignals (-KKXX) im ER
zurlickgehaltenes BACE keine Endo H Resistenz erreicht (Huse et al., 2000). Kontrovers zu
den Ergebnissen von Huse et al. zeigen Charlwood et al. eine N-Glycosylierung von BACE an
allen vier moglichen Glycosylierungsstellen (Asn 153, Asn 172, Asn 223, Asn 354) (Charlwood
et al., 2001). In eukaryotischen Zellen werden alle Zucker in den Komplex-Typ mit zwei bis drei
Verzweigungsgraden modifiziert (Charlwood et al., 2001).

Die Glycosylierung von BACE beeinflusst die proteolytische BACE-Aktivitat. Mutation der
N-Glycosylierungsstellen oder Expression von BACE in einem nicht eukaryotischen Zellsystem,
in dem keine komplexe Glycosylierung stattfinden kann, reduzieren die BACE-Aktivitdt um
40-50 % (Charlwood et al., 2001). Ursache fir die verminderte Enzymaktivitat ist wahrscheinlich
eine veranderte Faltung von BACE (Charlwood et al., 2001).

Die Ergebnisse der N-Glycosidase F und der Tunicamycin Behandlung dieser Arbeit lassen
vermuten, dass keine O-Glycosylierung von BACE stattfindet. Die Deglycosylierung und die
Verhinderung der N-Glycosylierung von BACE resultieren in einer BACE-Spezies von ca.
50 kDa. Da die Blockierung der N-Glycosylierung auch den Transport von BACE aus dem ER
verhindert (4.1.4), wird auch eine mogliche O-Glycosylierung im Golgi-Apparat unterbunden.
Die Abspaltung der N-glycosidisch gebundenen Zucker fuhrt somit zum gleichen
Molekulargewicht, wie die Verhinderung der N- und O-Glycosylierung. Damit ist anzunehmen,
dass BACE nicht O-glycosyliert wird. Eine andere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls keine
O-Glycosylierung von BACE detektieren (Haniu et al., 2000).

4.1.4 Die Prozessierung des BACE-Propeptids

BACE enthéalt entsprechend von Sequenzanalysen eine Propeptiddomane von AS 22-45
(Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999) und mit dem Sequenzmotiv -RLPR- wird die minimale
Anforderung fir die Konsensussequenz von Furin oder furindhnlichen Propeptidkonvertasen
(PK) erfillt (3.2.3). Furin und furindhnliche PK erkennen die Konsensussequenz -RXXR-, der
Schnitt erfolgt C-terminal der Konsensussequenz, an Position P2 ist eine basische AS
ausreichend.

Fir BACE konnte bereits bei Beginn dieser Arbeit gezeigt werden, dass aufgereinigtes Enzym
zu 90 % mit der AS an Position 46 beginnt und nur zu 10 % mit AS 22 (Sinha et al., 1999), d.h.

bei dem Uberwiegenden Anteil von BACE erfolgte die Propeptidabtrennung, und bei einem
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geringen Anteil wurde nur das Signalpeptid abgetrennt. Proteinsequenzierungen bestéatigten
diese Angaben (Bennett et al., 2000a).

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe eines Antikérpers (AK), der spezifisch das Propeptid
erkennt, erstmalig gezeigt werden, dass fast nur immatures BACE das Propeptid enthalt
(Abbildung 25). Matures, komplex glycosyliertes BACE wird kaum von dem gegen das
Propeptid gerichteten AK erkannt. Die intrazellulare Lokalisierung bestatigt, dass Propeptid
enthaltendes BACE (Pro-BACE) nicht im Golgi-Apparat sondern (berwiegend an der
Zellkernhille sowie im ER lokalisiert ist. Ein AK, der alle BACE-Spezies detektiert, zeigt
hingegen deutliche BACE-Lokalisation im Golgi-Apparat. Bei dieser Spezies muss bereits das
Propeptid abgespalten sein.

Inhibition von zellularen Transportvorgangen durch BFA oder Monensin verhindert die
Abspaltung des Propeptids (Abbildung 26). BFA blockiert den Vorwartstransport vom ER zum
Golgi-Apparat (Dinter und Berger, 1998; Klausner et al., 1992) und fihrt vermutlich zur
Verschmelzung von ER- und Golgi-Kompartimenten (Alberts et al., 2002; Lippincott-Schwartz et
al., 1991). Bei BFA-Behandlung kommt es zu einer geringen Reduktion des Molekulargewichts
von BACE, die moglicherweise auf den Umbau der Zuckerketten im ER zurlckzuflhren ist
(Helenius und Aebi, 2001; Roth, 2002). Bei fehlgefalteten Proteinen werden zunachst einzelne
Mannosereste vom Oligosaccharid entfernt, bleibt das Protein falsch gefaltet kann es der ER-
assoziierten Degradation (ERAD) zugefiuihrt werden (Molinari et al., 2003; Tsai et al., 2002). So
ist auch die im Molekulargewicht reduzierte BACE-Form nicht stabil und nach 120 min ,chase®-
Zeit vollstandig abgebaut (Abbildung 26). Andere Gruppen konnten bestatigen, dass BFA die
Maturierung und die Abspaltung des Propeptids von BACE verhindern (Benjannet et al., 2001;
Bennett et al., 2000a; Haniu et al., 2000), ebenso wurde eine Reduzierung im Molekulargewicht
von Pro-BACE nach BFA-Behandlung beobachtet (Benjannet et al., 2001).

Monensin blockiert den Transport von cis- und medialen-Golgi-Zisternen zum trans-Golgi-
Apparat und TGN (Dinter und Berger, 1998) und verhindert die Propeptidabspaltung und
Maturierung von BACE. Eine Veranderung des Molekulargewichts wird nicht beobachtet und
die immature Form von BACE, vermutlich lokalisiert in friihen Golgi-Kompartimenten, scheint
stabil zu sein. Bennet et al. bestatigten die Inhibition der Propeptidabspaltung und der
komplexen Glycosylierung von BACE bei Monensin Behandlung (Bennett et al., 2000a). Wird
durch Tunicamycin die N-Glycosylierung von BACE verhindert, kommt es ebenfalls nicht zur
Abspaltung des Propeptids (Abbildung 23), vermutlich wird BACE aufgrund der falschen
Faltung im ER zurickgehalten.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass das Propeptid von BACE nicht im ER oder in
frihen Golgi-Kompartimenten abgespalten wird, aber dass die Propeptidabspaltung vor der
Maturierung stattfindet (3.2.3.1) (Capell et al., 2000b). Da die Maturierung, d.h. der Aufbau von
komplexen Zuckern im trans-Golgi-Apparat (Helenius und Aebi, 2001; Roth, 2002) lokalisiert ist,
muss die Abspaltung des Propeptids unmittelbar vor dem trans-Golgi-Apparat oder im trans-
Golgi-Apparat direkt vor dem Umbau der Zucker stattfinden (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Modell des BACE Transports und Lokalisierung der posttranslationalen Modifikationen

Dargestellt ist die Prozessierung von BACE durch die Kompartimente des sekretorischen Transportwegs zur
Zelloberflache und die Reinternalisierug von BACE. Die parallel stattfindenden sekundaren Modifikationen sind
gekennzeichnet. Die Angriffspunkte der zur Untersuchung der BACE Prozessierung eingesetzten Transport-Inhibitoren
bzw. Glycosylierungs-Inhibitoren sind angegeben.

Die BACE schneidende PK wurde in der vorliegenden Arbeit weiter charakterisiert. Wird das
Arginin an Position P1 der PK-Konsensussequenz zu Alanin mutiert, kann die Sequenz nicht
mehr von der PK erkannt werden (Krysan et al., 1999; Molloy et al., 1992). Wird in BACE die
Mutation R45A eingefligt, kommt es nicht mehr zur Propeptidabspaltung und Maturierung von
BACE (Abbildung 28). Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass es sich bei der PK von BACE
um Furin oder eine furindhnliche PK handelt. Im Gegensatz zu den hier gezeigten Daten
konnten andere Gruppen bei Einfihrung der Mutation R45A bzw. der Mutation R42A in BACE
keinen veranderten Transport von BACE detektieren (Benjannet et al., 2001; Creemers et al.,
2001). Es kam zur komplexen Glycosylierung von BACE R45A, allerdings enthielt komplex
glycosyliertes BACE zum Teil noch das Propeptid (s. unten). Mdglicherweise ist in der
vorliegenden Arbeit die Expression von BACE R45A zu niedrig, um komplex glycosyliertes
BACE detektieren zu kénnen. Es war jedoch nicht moglich Einzelzellklone zu finden deren
BACE-Expression der der anderen Konstrukte entsprach.

Ein weiterer Hinweis auf Furin oder eine furindhnliche PK als BACE-PK ist die

Calciumabhangigkeit der Propeptidabspaltung. Die Aktivierung von Pro-Furin st
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calciumabhangig (Vey et al., 1994). Wird Calcium-lonophor A23187 parallel mit calciumfreien
Medium eingesetzt, kommt es zur reduzierten intrazellularen Calciumkonzentration (3.4). Eine
Calcium-Depletion blockiert die Propeptidabspaltung und die Maturierung von BACE (Abbildung
35). Die erhebliche Reduktion der intrazellularen Calciumkonzentration blockiert nicht den
Transport vom ER zum Golgi-Apparat und die Maturierung der Zucker von Glycoproteinen sollte
nicht beeintrachtigt sein (Klenk et al., 1984; Oda, 1992). Die Retention von Pro-BACE im ER
oder frGhen Golgi-Apparat ist damit nicht direkt auf die Calcium-Depletion zurtickzuflihren,
sondern andere Retentionsmechanismen, z.B. Qualitatskontrollmechanismen scheinen den
Transport und die Maturierung von Pro-BACE zu verhinden.

Eine andere Arbeitsgruppe hat als Folge der intrazellularen Calcium-Depletion ebenfalls eine
Inhibition der Propeptidabspaltung festgestellt, im Gegensatz zu den hier gezeigten
Ergebnissen kommt es jedoch zur komplexen Glycosylierung von BACE, und der Transport
wird nicht behindert (Bennett et al., 2000a). Es gab jedoch erhebliche Unterschiede in der
Versuchsdurchfuhrung. In der in dieser Arbeit beschriebenen Calcium-lonophor Behandlung
wurden die Zellen fir 10 h in calciumfreien Medium vorinkubiert und die Calcium-lonophor-
Behandlung wurde ebenfalls in calciumfreien Medium durchgefuhrt. Bennet et al. beschreiben
nicht, dass sie calciumfreies Medium eingesetzt haben, und setzen Calcium-lonophor
ausschlieRlich wahren der 5 h ,chase“-Zeit ein (Bennett et al., 2000a). Die Calciumreduktion
war moglicherweise nicht vollstandig.

Furin und furinahnliche PK kdénnen durch, der Konsensussequenz homologen Peptide, wie dem
Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-chloromethylketon inhibiert werden (3.4) (Garten et al., 1994
Hallenberger et al., 1992; Jean et al., 1995). Der Einsatz des Inhibitors verhindert nicht die
BACE-Maturierung, es entsteht jedoch matures BACE, dass noch das Propeptid enthalt. Damit
wurde gezeigt, dass die Abspaltung des Propeptids nicht Bedingung fiir eine komplexe
Glycosylierung und fur den Transport zum TGN ist. Der Peptidinhibitor ist nicht furinspezifisch,
sondern inhibiert auch furinahnliche PK mit nanomolaren Ki-Werten. Aufgrund der Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit kann festgestellt werden, dass Furin oder furindhnliche PK das BACE
Propeptid abspalten.

Auch die Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen kénnen nicht eindeutig klaren, ob es sich bei
der BACE-PK um Furin oder eine furindhnliche PK handelt (Baek et al., 2002; Benjannet et al.,
2001; Bennett et al., 2000a; Creemers et al., 2001; Pinnix et al., 2001). Transiente Transfektion
von cDNAs verschiedener PK Inhibitoren, wie z.B. a4-PDX (a1-Anti-trypsin Portland) ein relativ
spezifischer Furin-Inhibitor (Jean et al., 1998), den Prosegmenten verschiedener PK (Pro-Furin,
-PC7, -PC5, -SKL-1), die als Inhibitoren der jeweiligen PK fungieren und a,-M
(a-Macroglobulin) sowie der Furin inhibierenden Mutante (a,-M-F) gaben weitere Hinweise
Uber die BACE-PK. Eine Inhibition der Propeptidabspaltung wurden bei Furin- und
PC5-Inhibitoren (a4-PDX, Pro-Furin, Pro-PC5, a,-M-F) beobachtet nicht jedoch bei PC7 und
SKL-1 Inhibitoren (Pro-PC7, Pro-SKL-1) (Benjannet et al., 2001; Bennett et al., 2000a). Eine
Inhibition der Propeptidabspaltung verhindert nicht die komplexe Glycosylierung von BACE

(Benjannet et al., 2001; Bennett et al., 2000a). Dieses Phanomen wurde auch in der
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vorliegenden Arbeit bei dem Einsatz des Peptidinhibitors beobachtet. Eine humane Kolon-
Karzinom-Zelllinie  (LoVo), die kein funktionelles Furin exprimiert zeigt keine
Propeptidabspaltung von BACE, jedoch eine komplexe Glycosylierung von Pro-BACE (Bennett
et al., 2000a).

Eine furindefiziente CHO (Chinese hamster ovary) Zelllinie zeigt ebenfalls eine stark reduzierte
Abspaltung des BACE-Propeptids und eine komplexe Glycosylierung von Pro-BACE (Creemers
et al.,, 2001; Pinnix et al., 2001). Durch Transfektion der Furin cDNA, aber auch durch
Transfektion anderer PK cDNA (PACE4, PC4/6, PC7), kann die Propeptidabspaltung von BACE
in der furindefizienten CHO Zelllinie wieder eingeleitet werden (Creemers et al., 2001; Pinnix et
al., 2001). Ferner kann in der furindefizienten CHO Zelllinie durch Einsatz eines PK
Peptidinhibitors eine weitere Reduktion der Propeptidabspaltung erreicht werden (s. oben)
(Pinnix et al., 2001). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Furin nicht die einzige BACE-PK
ist, sondern andere furindhnliche PK bei der Konvertierung von Pro-BACE zu BACE eine Rolle
spielen.

In vitro Assays hingegen ergaben, dass Furin besonders effizient Pro-BACE spalten kann
(Benjannet et al., 2001; Bennett et al., 2000a).

Zusammenfassend kann aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit und den Daten anderer
Gruppen festgestellt werden, dass BACE als Proenzym exprimiert wird. Die Abspaltung des
Propeptids erfolgt nicht autokatalytisch (Benjannet et al., 2001; Bennett et al., 2000a; Creemers
et al., 2001). Furin und furindhnliche PK erkennen die BACE-Konsensussequenz -RLPR- und
kdnnen das Propeptid von BACE schneiden (Benjannet et al., 2001; Bennett et al., 2000a;
Capell et al., 2000b; Pinnix et al., 2001). In Vertebraten umfasst die PK-Familie der
calciumabhangigen Serin-Proteasen sieben Mitglieder: Furin, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE4,
PC5/PC6 und PC7 (Thomas, 2002). Furin und PC7 sind wie BACE ubiquitar exprimiert und im
sekretorischen sowie endocytotischen Transportweg lokalisiert und aktiv (Molloy et al., 1999;
Seidah und Chretien, 1997). Das Expressionsprofil, Experimente mit Furin-Inhibitoren und in
furindefizienten Zelllinien weisen auf Furin als Hauptkandidat der BACE-PK hin (Benjannet et
al., 2001; Bennett et al., 2000a; Creemers et al., 2001; Shi et al., 2001). Es gibt jedoch auch
Arbeiten, die die Bedeutung furindhnlicher PK fir die Konvertierung von Pro-BACE betonen
(Ermolieff et al., 2000; Pinnix et al., 2001). Abschliellend kann nicht eindeutig geklart werden
welche PK Pro-BACE in vivo prozessiert, moglicherweise sind auch in vivo verschiedene Furin
und furindhnliche PK an der Propeptidabspaltung von BACE beteiligt.

Eine typische Funktion der N-terminalen Prodoméane in Aspartylproteasen ist die Regulation der
katalytischen Enzymaktivitat (Tang und Wong, 1987). Prodomanen haben oft zymogen-ahnliche
Eigenschaften und inhibieren die Aktivitat des Proenzyms. Die Prodomane von BACE inhibiert
jedoch nur geringfiigig die Aktivitdt von BACE (Ermolieff et al., 2000; Shi et al., 2001). Pro-
BACE und auch im ER zuriickgehaltenes BACE ist enzymatisch aktiv (Benjannet et al., 2001;
Creemers et al., 2001). Die Prodomane von BACE spielt aber eine Rolle fir die Faltung von
BACE (Chou und Howe, 2002; Shi et al., 2001) und mdglicherweise auch flr den intrazellularen
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Transport (Benjannet et al.,, 2001; Creemers et al., 2001). Es bleibt zu untersuchen ob die
Prodomane von BACE zymogene Eigenschaften fir andere Substrate als BAPP zeigt. Die
Inhibition des Propeptidschnitts von BACE hat daher als therapeutisches Ziel fir die Alzheimer

Krankheit keine Relevanz.

4.1.5 Die BAPP-Prozessierung durch BACE und BACE-Varianten

BACE erflllt nicht nur alle fiir eine B-Sekretase geforderten Kriterien (vgl. Einleitung), sondern
scheint auch die einzige AB generierende Sekretase im Hirn zu sein, zeigen doch BACE
defiziente Mause keine AB-Bildung (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001).
Aufgrund der in peripheren Zellen niedrigen endogenen BACE-Expression wird BAPP
Uberwiegend durch die a-Sekretasen prozessiert (Haass et al., 1993b).

a-Sekretasen und BACE konkurrieren um das gleiche Substrat BAPP (Haass et al., 1993a;
Hung et al., 1993; Lin et al., 2000; Sinha und Lieberburg, 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al.,
1999). Eine Uberexpression von BACE fiihrt in BAPPsw oder BAPPwt exprimierenden Zelllinien
zu einer erhdhten B-Sekretase und einer verminderten a-Sekretase Prozessierung von BAPP.
Die AB-Sezernierung wird verdoppelt (Huse et al., 2000; Vassar et al., 1999) und es entstehen
AB-Spezies, die an den Positionen Asp1 und Glu11 der AB-Sequenz beginnen (Vassar et al.,
1999).

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass BACE-wt und die Varianten BACE-AC sowie
BACE-L enzymatisch aktiv sind. In HEK 293 Zellen stabil transfiziert mit BACE-wt, BACE-AC
oder BACE-L ist die a-Sekretase Prozessierung von BAPPwt ist stark reduziert und die
Prozessierung durch BACE entsprechend erhéht (Abbildung 31). Ein offensichtlicher
Unterschied in der enzymatischen Aktivitdt der BACE-Varianten besteht nicht. Die C-terminale
Domane oder eine Membranverankerung von BACE ist fur die Aktivitdt nicht notwendig. Eine
genauere Betrachtung der entstehenden AB-Spezies zeigt, dass alle BACE-Varianten sowohl
ABasp1 als auch ABgy11 generieren. Allerdings zeigt die BACE-L exprimierende Zelllinie am
wenigsten der ABgu11-Spezies und die BACE-AC exprimierende Zelllinie am meisten (Abbildung
30 / Abbildung 32). Da sowohl BACE-L als auch BACE-AC nicht endocytiert werden kénnen,
kann die Amyloid-Entstehung in Recycling-Kompartimenten keine Rolle fur die
unterschiedlichen Verhéltnisse von ABgy11 und ABasp1 spielen. In ,pulse/chase-Experimenten
war aufgefallen, dass BACE-L schneller und BACE-AC langsamer als BACE-wt maturiert
(Abbildung 20). Es scheint ein Zusammenhang zwischen der Maturierungsgeschwindigkeit und
der Entstehung der ABgu11-Spezies zu bestehen: Je langsamer die Maturierung, desto mehr
ABeiu11 entstent. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass ABguy11 in frihen und ABaspt in
spaten Kompartimenten des sekretorischen Transportweges entsteht.

Andere Arbeitsgruppen bestatigen, dass l|6sliche BACE-Varianten enzymatisch aktiv sind,
schnell maturieren bzw. schnell in Plasmamembran nahe Kompartimente transportiert werden
und lberwiegend die ABasp1-Spezies generieren (Benjannet et al., 2001; Creemers et al., 2001;

Vassar et al., 1999). Ferner wurde festgestellt, dass ABgu11 in Abhangigkeit von der BACE-
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Expression entsteht (Creemers et al., 2001; Liu et al., 2002; Vassar et al., 1999). Eine hohe
BACE-wt Expression filhrt neben der ABgui1-Bildung auch zur Akkumulation von BACE
prozessierten BAPP-CTF (Benjannet et al., 2001). Bei einer Uberexpression schneidet BACE
verstarkt in friihen zellularen Kompartimenten wie dem ER (Benjannet et al., 2001; Creemers et
al., 2001). Da in diesen Kompartimenten y-Sekretase nicht aktiv ist (Annaert und De Strooper,
1999; Annaert et al., 1999; Cupers et al., 2001; Herreman et al., 2003), kommt es zur
Akkumulation von BAPP-CTF (Benjannet et al., 2001). Zunachst entstehen BAPP-CTF durch
den Asp1-Schnitt, diese Fragmente kdnnen an der Glu11-Position nachgeschnitten werden
(Creemers et al., 2001; Fluhrer et al., 2002; Liu et al., 2002). Méglicherweise sind die mit Glu11
beginnenden BAPP-CTF der direkte Vorlaufer flr ABgu11’

Wird BACE aber durch ein ER-Retentionssignal (-KKXX) oder durch Transportinhibitoren (BFA,
Monensin) im ER oder in frihen sekretorischen Kompartimenten zurlickgehalten, kommt es
Uberwiegend zum Asp1 Schnitt des BAPP (Fluhrer et al., 2002; Huse et al., 2002). Im ER wird
ABcu11 demnach nicht generiert. Eine BACE-Chimare, bei der der C-Terminus von BACE durch
den C-Terminus von Furin ersetzt wurde, wodurch Uberwiegend eine TGN Lokalisierung
erreicht wurde (Huse et al., 2002), fiihrt zu einer Erhéhung des Glu11 Schnitts von BAPP (Huse
et al.,, 2002). Wurde hingegen das Reinternalisierungssignal von BACE deletiert, entstehen
geringere Mengen von ABgui1 (Huse et al., 2002). Da die BACE-Furin-Chimare zwischen
Endosomen und TGN recycelt (Jones et al., 1995; Molloy et al., 1998), ware es auch mdglich,
dass ABgu11 hicht nur im TGN, sondern auch im endocytotischen Transportweg entstehen kann.
Ein Einfluss des pH-Wertes oder der Glycosylierung von BACE auf die Entstehung von ABagp+
und ABgu11 konnte nicht festgestellt werden (Huse et al., 2002).

Die Ursache dafiir, dass losliche BACE-Varianten kaum ABg11 produzieren, bleibt unklar, da
BACE-L schnell in spate Kompartimente transportiert wird und in diesen Uberwiegend der
Glu11-Schnitt erfolgen soll (Fluhrer et al., 2002; Huse et al., 2002). Der Asp1-Schnitt kann
wahrscheinlich im gesamten sekretorischen Transportweg stattfinden, wie die Prozessierung
von BAPPsw im sekretorischen Transportweg zeigt (Citron et al., 1995; Haass et al., 1995a3;
Haass et al., 1995b; Steinhilb et al., 2002). Hingegen findet der Glu11-Schnitt erst in spateren
Kompartimenten statt, wenn die Bedingungen fur die BACE-Aktivitdt besser sind, weil ein
niedriger pH-Wert als im ER vorliegt (Alberts et al., 2002; Machen et al., 2003) und die
sekundaren Modifikationen des Proteins, wie die Abspaltung der Prodomane und die
Glycosylierung abgeschlossen sind. Entsteht jedoch ABgu11, liegen auch immer akkumulierte
BAPP-CTF vor, d.h. in dem Kompartiment der BACE Prozessierung ist die y-Sekretase in
diesem Fall nicht aktiv. Bei der Uberexpression von BACE-L kommt es nicht zur Akkumulation
von BAPP-CTF. Mdglicherweise ist die spezifische Aktivitdt von BACE-L geringer als die
anderer BACE-Varianten, oder aber aufgrund seinen schnellen Transports zur Plasmamembran
schneidet es sein Substrat in spateren Kompartimenten des sekretorischen Transportwegs, in
denen auch die y-Sekretase aktiv ist. Dadurch generieren BACE-L exprimierende Zellen mehr

AP als Zellen, die andere BACE-Varianten exprimieren. Mdglich ware auch, dass BACE-L nicht
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in der Lage ist den Glu11-Schnitt zu katalysieren, da diese Schnittstelle ndher an der Membran
liegt und evtl. fir die I6sliche BACE-Form nicht zuganglich ist (Vassar et al., 1999).

Vermutlich hat die Asp1-Schnittstelle die gréRere Affinitat zu BACE. In HEK 293 Zellen entsteht
ABc11 erst nach exogener Expression von BACE. Ist jedoch aufgrund einer veranderten
AS-Sequenz die Affinitat dieser Schnittstelle zu BACE verschlechtert, wie z.B. in der Maus-
bzw. Ratten-Sequenz (De Strooper et al., 1995b) findet die BAPP-Prozessierung durch BACE
Uberwiegend an der Glu11-Schnittstelle statt. Die Maus und Ratten Glu11-Schnittstelle
entspricht den Anforderungen von BACE mit Phenylalanin, einer polaren AS mit sterisch
groBem Rest, an Position P1 und Glutamat, eine AS mit kleinen, negativ geladenen
Seitenketten, an Position P1' (Lin et al.,, 2000; Sauder et al., 2000). Folglich ist die
ABg11-Spezies die dominante Amyloid-Form in neuronalen Primarkulturen der Ratte und der
Maus (Cai et al., 2001; Gouras et al., 1998; Wang et al., 1996). In humanen neuronalen Zellen
entstehen sowohl endogen als auch nach Uberexpression von BACE die ABaspt- und die
ABcu11-Spezies (Lee et al., 2003). Ferner konnte ABgy11 in Amyloid-Ablagerungen im Gehirn
nachgewiesen werden (Huse et al., 2002; Masters et al., 1985a; Naslund et al., 1994; Wang et
al., 1999). In vitro konnte eine starkere Fibrillenbildung und eine gréRere Neurotoxizitat fur die
N-terminal verkiirzte Spezies festgestellt werden (Pike et al., 1995). Einige FAD-Mutationen in
BAPP erhéhen im Zellkulturmodell ebenfalls die Bildung der ABgu11-Spezies (Haass et al.,
1994b; Nilsberth et al., 2001).

4.1.6 Polarisierter Transport von BACE

Zunachst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass BACE auch in einer polarisierten Epithel-
Zelllinie, der MDCK Zelllinie, durch Propeptid Abspaltung und dem Aufbau Endo H resistenter
komplexer Zucker maturiert (Abbildung 36 / Abbildung 37) (Capell et al., 2002). Die Maturierung
von BACE in MDCK Zellen unterscheidet sich damit nicht von der Maturierung in anderen
Zellen (3.2) (Capell et al., 2000b; Creemers et al., 2001; Haniu et al., 2000; Huse et al., 2000).
Im Vergleich zu HEK 293 Zellen maturiert BACE in MDCK Zellen schneller, schon nach 30 min
.chase“-Zeit liegt Uberwiegend und nach 60 min ausschlieRlich die mature Spezies vor
(Abbildung 36). In HEK 293 Zellen Uberwiegt die mature Form erst nach 120 min (Abbildung
20). Ferner konnte im in vitro Assay gezeigt werden, dass stabil in MDCK Zellen exprimiertes
BACE enzymatisch aktiv ist (Abbildung 38) (Capell et al., 2002). Damit waren die
Grundvoraussetzungen fir die Analyse des Transports von BACE in einer polarisierten Zelllinie
gegeben. In der Immunofluoreszenz konnte BACE mit Hilfe eines konfokalen Laser-Mikroskops
sowohl an der apikalen als auch an der basolateralen Plasmamembran nachgewiesen werden
(Abbildung 39). Durch Oberflachenbiotinylierung wurde die Verteilung von BACE an der
apikalen und basolateralen Plasmamembran quantifiziert (3.5.3.2). Es zeigte sich, dass BACE
Uberwiegend apikal lokalisiert ist. In Klonen mit hoher BACE-Expression war 60-70 % des an
der Oberflache befindlichen BACE apikal lokalisiert, in Klonen mit niedriger Expression konnten

Uber 80 % an der apikalen Plasmamembran nachgewiesen werden (Abbildung 40) (Capell et
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al., 2002). Dass niedrig exprimierende Klone eine akkuratere Sortierung zeigen als hoch
exprimierende Klone, wird haufig beobachtet, da die Sortierungsmaschinerie durch die
Uberexpression abgeséttigt werden kann. Dariiber hinaus sind apikale Sortierungssignale
selten stringent, so dass eine basolaterale Fehlsortierung von 20-30 % im Ublichen Rahmen
liegt.

Im Gegensatz zu basolateralen Transportsignalen, oft bestehend aus hydrophoben
cytoplasmatischen Sequenzmotiven, sind Signale fir die apikale Sortierung meistens N- oder
O-Glycosylierungen und GPI-Anke (Rodriguez-Boulan und Gonzalez, 1999). GPI-verankerte
Proteine sind oft ,lipid raft“ assoziiert und lipid rafts“ werden Uberwiegend apikal transportiert
(Benting et al., 1999; Brown und London, 1998; Simons und lkonen, 2000). Bei ,lipid rafts"
handelt es sich um Mikrodomanen der Membran, in denen bestimmte Lipide, wie
Phospholipide, Sphingolipide und Cholesterin, angereichert vorliegen. Ferner sind ,lipid rafts®
durch eine Unldslichkeit in Nicht-lonischen-Detergenzien bei 4°C gekennzeichnet (Simons und
Toomre, 2000). Selten sind luminale oder Membran assoziierte Sequenzmotive die Ursache fur
eine apikale Proteinsortierung (Benting et al., 1999; Mostov et al., 2003). Es ist wahrscheinlich,
dass die N-Glycosylierung von BACE flr die apikale Sortierung verantwortlich ist. BACE kann
an vier Stellen N-glycosyliert werden. Auf Deletion der Glycosylierungsstellen wurde jedoch
verzichtet, da eine Inhibition der Glycosylierung durch Tunicamycin den Transport von BACE
blockiert (Abbildung 23). Eine Verhinderung der Glycosylierung kann die Gesamtstruktur der
Ektodomane derart verandern, dass der Transport und die Stabilitdt des Proteins erheblich
beeinflusst werden (Helenius, 1994; Helenius und Aebi, 2001; Roth, 2002). In MDCK Zellen
kénnen apikal sortierte Proteine sowohl direkt als auch Uber Transcytose zur apikalen
Plasmamembran transportiert werden. Bei der Transcytose erfolgt zunachst ein Transport zur
basolateralen Membran, meist in eine laterale Membranregion unterhalb der ,tight junctions®,
dort werden die Proteine Uber Endocytose aufgenommen und zur apikalen Plasmamembran
transportiert (Mostov et al.,, 2003; Polishchuk et al.,, 2004). Da fir den apikalen
Sortierungsmechanismus der Transcytose eine Proteinaufnahme von der lateralen
Plasmamembran erfolgen muss, wurde untersucht, ob das Di-Leucin-Motiv im BACE
C-Terminus eine Rolle bei dem apikalen Transport von BACE spielt (4.1). Eine BACE-Variante
(BACE STOP,q4), bei der die letzten acht AS inklusive des Di-Leucin-Motivs deletiert sind, wird
immer noch apikal transportiert (Abbildung 41). Damit ist gezeigt, dass das Di-Leucin-Motiv
keine Rolle fiir den apikalen Transport von BACE spielt.

Andere Gruppen konnten eine Anreicherung von BACE in lipid rafts“ nachweisen (Ehehalt et
al., 2003; Marlow et al., 2003; Riddell et al., 2001), so konnte der apikale Transport von BACE
seine Ursache auch in der ,lipid raft‘-Assoziation von BACE haben.

Wichtig fir die Beurteilung der Relevanz der in MDCK Zellen erzielten Ergebnisse fur die
Alzheimer Krankheit ware eine Verifizierung in Neuronen. Die apikale Lokalisierung von BACE
in MDCK Zellen wirde einer axonalen Lokalisierung in Neuronen entsprechen (Dotti und
Simons, 1990). Die Sortierungsmechanismen in MDCK Zellen und Neuronen sind dhnlich. Es

wurden zunehmend aber auch Ausnahmen gefunden, bei denen eine apikale Sortierung in
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MDCK Zellen keiner axonalen Sortierung in Neuronen entsprach (Winckler und Mellman, 1999).
Fir BACE konnte in Ubereinstimmung mit der apikalen Lokalisierung in MDCK Zellen eine
axonale Lokalisierung in neuronalen Primarkulturen (Capell et al., 2002) und im Hirn (Sheng et

al., 2003) gezeigt werden.

4.1.6.1 Auswirkungen des polarisierten Transports von BACE auf die
BAPP-Prozessierung

Das Holoprotein BAPP wird in MDCK Zellen zu >80 % basolateral sortiert und die
Prozessierungsprodukte AB-, p3-Peptid und I-BAPP werden basolateral sezerniert (De Strooper
et al., 1995a; Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994). Das basolaterale Sortierungssignal wurde in
der cytoplasmatischen Domane identifiziert (1.5.2) (Haass et al., 1995c).

Zur Untersuchung des Einflusses von BACE auf die Prozessierung von BAPP wurde eine stabil
BACE und BAPP exogen exprimierende MDCK Zelllinie generiert. Die BACE-Uberexpression
fuhrt zu einer Akkumulation von BACE geschnittenem BAPP-CTF und einer Reduktion der
intrazellularen, maturen BAPP-Spezies, wohingegen die immature BAPP-Spezies nicht
beeinflusst wird (Abbildung 42). Die Reduktion der maturen BAPP-Form ist vermutlich auf eine
verstarkte Prozessierung durch BACE und damit verbunden auf eine erhdhte Sezernierung von
[-BAPP@ zuriickzuflihren. Die Abnahme der maturen BAPP-Spezies wurde auch in anderen
BACE transfizierten Zelllinien beobachtet (Creemers et al., 2001; Yan et al., 1999).

Die Untersuchung der polarisierten Sezernierung von I-BAPP in BACE transfizierten MDCK
Zellen zeigt, dass fast ausschliellich I-BAPP( entsteht. a-Prozessierung von BAPP findet kaum
noch statt (Abbildung 43A). Da kein epitopspezifischer AK fir die Detektion von I-BAPP{ zur
Verfigung stand, wurde die von BACE generierte I-BAPPB-Spezies aus der Differenz der
I-BAPP,-Spezies und der durch a-Sekretase generierten I-BAPPa-Spezies berechnet. Diese
Berechnung kann Anhaltspunkte liefern, jedoch keine absoluten Werte, da zwei verschiedene
AK mit unterschiedlichen Affinitditen zu ihren Antigenen eingesetzt wurden. So ist die
Kalkulation fur I-BAPP nur als Abschatzung zu verstehen. Trotzdem kann festgestellt werden,
das |I-BAPP gleichmalig apikal und basolateral sezerniert wird (Abbildung 43B), obwohl das
BACE-Substrat BAPP fast vollstandig basolateral transportiert wird. Auch eine Deletion des
BAPP Sortierungssignals (BAPPAC) (1.5.2) und damit verbunden eine gleichmaRige apikale
und basolaterale Oberflachenlokalisation von BAPPAC andert die Sezernierung von [-BAPPJ
nicht (Abbildung 49). Das bedeutet, dass in BACE transfizierten Zellen die Sortierung von BAPP
keine Rolle fiir die Prozessierung spielt. Aufgrund der Uberexpression von BACE wird BAPP
fast ausschlieRlich durch BACE prozessiert und wie bereits fur andere Zelllinien beobachtet
wurde (Benjannet et al.,, 2001; Creemers et al, 2001; Vassar et al.,, 1999), ist exogen
exprimiertes BACE bereits in frihen Kompartimenten des sekretorischen Transportweges aktiv.
Dadurch schneidet BACE sein Substrat BAPP bevor es zur Trennung des apikalen und

basolateralen Transports kommt.
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Aufgrund der hohen BACE-Expression wird ausschlieBlich die verkirzte ABgu11-Spezies
generiert (Abbildung 45, 4.1.5) und ABgui1 wird weiterhin basolateral sezerniert. Fir die
basolaterale Sezernierung von ABgu11 gibt es mehrere mogliche Erklarungen, so kdnnte die AR
C-terminal generierende y-Sekretase nur basolateral aktiv sein (4.1.6.2), oder aber das direkte
Substrat fur den vy-Sekretase-Schnitt wird basolateral sortiert. Die in Folge der BACE-
Prozessierung von BAPP entstehenden BAPP-CTF(B enthalten noch das cytoplasmatische
Sortierungssignal fir den basolateralen Transport von BAPP (Haass et al., 1995c). Es konnte
BAPP-CTF an der basolateralen Plasmamembran nachgewiesen werden (Abbildung 47).
Dieser Nachweis konnte nur in BAPP transfizierten und nicht in zuséatzlich mit BACE
transfizierten Zellen erbracht werden. In BACE transfizierten Zellen kommt es aufgrund der
hohen BACE-Aktivitat in frihen sekretorischen Kompartimenten zu einer BAPP-Prozessierung
und zu einer Akkumulation von BAPP-CTFf. Aufgrund der Akkumulation der BAPP-CTF( wird
vermutlich der Transport zur Oberflache behindert, so konnte fir BAPPsw und BACE
exprimierende Zellen eine Akkumulation von BAPP-CTFB und im Vergleich zu BAPPwt
exprimierende Zellen eine niedrigere Sezernierung von AR nachgewiesen werden (Sinha et al.,
1999; Sinha und Lieberburg, 1999; Vassar et al., 1999).

Da die Uberexpression von BACE eine frilhe Prozessierung von BAPP verursacht, wurde die
Prozessierung von BAPP nochmals mit endogener BACE-Expression unter Bertcksichtigung
des apikalen BACE Transports analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass [-APPa fast
ausschlieBlich basolateral sezerniert wird (Abbildung 43). Auch, wenn das basolaterale
Sortierungssignal von BAPP deletiert ist (BAPPAC) und das Volllangenprotein gleichmalig
apikal und basolateral sortiert wird (Haass et al., 1995c), konnte [-BAPPa nur basolateral
nachgewiesen werden (Abbildung 49). Eine basolaterale Sezernierung von I-BAPPa wurde
bereits von anderen Arbeitgruppen gezeigt (De Strooper et al., 1995a; Haass et al., 1994a; Lo
et al.,, 1994). Fur BAPPAC wurde seiner Zeit nur die Sezernierung der |-BAPPa-Spezies
untersucht (Haass et al., 1995c¢) und die weiterhin basolaterale Sezernierung lie® vermuten,
dass sich in der Ektodoméane von BAPP ein weiteres basolaterales Sortierungssignal befindet
(De Strooper et al., 1995a). Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen jedoch daraufhin, dass auch
die a-Sekretase Aktivitat basolateral lokalisiert ist. Basolateral transportiertes BAPP-Holoprotein
wird fast ausschlieBlich von der a-Sekretase prozessiert und die Prozessierungsprodukte
I-BAPPa und das p3-Peptid werden basolateral sezerniert. Apikal transportiertes BAPPAC oder
fehlsortiertes BAPP wird von BACE prozessiert und I-BAPPB wird apikal sezerniert (Abbildung
43 / Abbildung 49). Zur Verdeutlichung wird nochmals die Prozessierung von BAPP und
BAPPAC vergleichend dargestellt (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Sezernierung von I-8APPa und I-BAPP., in BAPP und BAPPAC transfizierten MDCK Zellen

Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abbildung 43 und Abbildung 49. I-BAPPa wird basolateral sezerniert. Bei der
apikal sezernierten Spezies, detektiert mit dem AK 5313 gerichtet gegen I-BAPP,y,, muss es sich um I-APPB handeln.
Diese I-BAPPB-Spezies ist deutlich erhéht, wenn BAPP, wie die BAPPAC Variante, auch apikal sortiert wird.

Die aus dem apikalen Fehltransport von BAPP resultierenden BAPP-CTFB werden vermutlich
reinternalisiert und aufgrund des Sortierungsignals in basolaterale Kompartimente transportiert,
dort durch die y-Sekretase prozessiert und das AB-Peptid wird basolateral sezerniert (Abbildung
45). Die hier postulierte Transcytose fir BAPP-CTF konnte fir das BAPP-Holoprotein gezeigt
werden. L-BAPP, resultierend aus apikal markiertem Holoprotein, konnte im basolateral
konditionierten Medium nachgewiesen werden (Abbildung 48). Es konnte jedoch nicht geklart
werden, ob neben I-BAPPa auch [-BAPPB auf dem Transportweg der Transcytose entsteht.
Andere Gruppen konnten nach Reinternalisierung ausschlieRlich die Entstehung von I-BAPPa
zeigen (Haass et al., 1994a; Lo et al., 1994).

Ist das C-terminale Sortierungssignal jedoch deletiert, wie im Falle von BAPPAC, wird eine
verkiirzte AB-Spezies auch apikal sezerniert (Abbildung 50) (Haass et al., 1995c). Eine andere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die verkiirzte, apikal sezernierte AB-Spezies in Abhangikeit
von Cholesterin entsteht und eine Cholesterin Depletion fiihrt zu einer ,normalen® apikal
sezernierten AB-Spezies (Mizuno et al., 1998). Da apikale Membranen einen hoheren
Cholesteringehalt aufweisen als  basolaterale, ware es moglich, dass die

Membranzusammensetzung einen Einfluss auf den BACE-Schnitt von BAPP hat.

4.1.6.2 BAPP prozessierende Sekretase Aktivitaten in MDCK Zellen

Die Produkte der y-Sekretase Prozessierung von BAPP-CTF werden Uberwiegend im
basolateralen Medium nachgewiesen (Abbildung 45). Wird das Volllangenprotein jedoch auch
apikal sortiert wie BAPPAC, kann AB auch im apikalen Medium nachgewiesen werden
(Abbildung 50). Neben den apikalen und basolateralen Aktivitdten konnten auch zwei
Komponenten (Presenilin 1 und Nicastrin) des y-Sekretase Komplex apikal und basolateral
nachgewiesen werden (Abbildung 51). Im Gegensatz zeigte jedoch eine andere Gruppe eine
ausschlielliche basolaterale Lokalisierung von Presenilin in MDCK Zellen (Georgakopoulos et

al.,, 1999). Eine basolaterale Lokalisierung von Presenilin kann aber nicht die Moglichkeit der
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apikalen AB-Sezernierung erklaren. Es ist auch unwahrscheinlich, dass die Vielzahl der
y-Sekretase Substrate basolateral sortiert werden. Ferner wurde eine ,lipid raft® Assoziation
(Vetrivel et al., 2004) und in Neuronen ein axonaler Transport von Presenilin 1 beschrieben
(Sheng et al.,, 2003). Axone wirden dem apikalen Kompartiment von MDCK Zellen
entsprechen. Mit apikal lokalisierter BACE-Aktivitdt und a-Sekretase Aktivitdt im basolateralen
Kompartiment ergibt sich fur BAPP die in Abbildung 61 dargestellte Prozessierung in
polarisierten MDCK Zellen.

I-APPB apikales Medium
I-APPB AB
BAPPAC apikale Plasmamembran

A A A 4

E a-Sekretase
BAPP BAPPAC  Aitivitat BACE v-Sekrefase

l \4 l v v
BAPP, CTFa/f  BAPPAC basolaterale Plasmamembran
I-APPa, I-APPa basolaterales Medium
p3 p3
Ap (AB)

Abbildung 61: Polarisierte Sortierung von BAPP und den prozessierenden Proteasen

Dargestellt ist die Oberflachenverteilung von BAPP und BAPPAC (schwarz), BACE (blau), a-Sekretase Aktivitat (rot)
und y-Sektetase (grau). Die resultierenden Prozessierungsprodukte sind in den Farben der prozessierenden Protease
dargestellt.

4.2 Charakterisierung von BACE - in vitro

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit ein spezifischer, sensitiver BACE-Assay entwickelt, der zur
Identifikation von BACE-Inhibitoren im ,high-throughput® System eingesetzt werden kann.
Anderen Gruppen haben fir die Analyse von BACE-Inhibitoren ahnliche Assays entwickelt und
bestdtigen die Funktionalitit des in dieser Arbeit beschriebenen quenchenden
Fluoreszenzassays (Andrau et al., 2003; Marcinkeviciene et al., 2001; Toulokhonova et al.,
2003).

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird (3.3.2) (Capell et al., 2000b) und andere Arbeiten
gezeigt haben, sind l6sliche BACE-Varianten aktiv (Benjannet et al., 2001; Creemers et al.,
2001; Vassar et al., 1999), und Peptidsubstrate, die die BAPPwt- oder die BAPPsw-Sequenz
enthalten, werden von BACE prozessiert (Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar et al.,
1999). Da die Affinitdt von BACE zur BAPPsw-Sequenz deutlich gréRer ist als zur BAPPwt-
Sequenz (Lin et al., 2000; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999), wurden fir die in vitro

Untersuchungen Peptide mit der BAPPsw-Sequenz als Substrat eingesetzt. Fur den
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Fluoreszenz Assay wurden Peptide unterschiedlicher L&nge, Kkonjugiert mit einer
fluoreszierenden und einer quenchenden Gruppe, eingesetzt (2.7.2). Das kiirzeste Peptid mit
der P5-P4’ Sequenz der BACE-Schnittstelle war fir den Fluoreszenz Assay das am besten
geeignete Substrat. Andere Gruppen haben unterschiedlich lange Peptidsubstrate eingesetzt:
P3-P3’ (Andrau et al., 2003), P4-P4’ (Lin et al., 2000), P5-P5' (Yan et al.,, 1999), P21-P9’
(Vassar et al., 1999). Als Kontrolle der BACE-Spezifitdit des Peptidumsatzes wurde ein
Substratpeptid mit einer AS-Substitution von Leucin zu Valin an Position P1 generiert. Dieser
AS-Austausch verhindert die Prozessierung durch BACE-L nahezu vollstandig (Abbildung 53)
(Citron et al., 1995; Vassar et al., 1999). Ferner wird die Spezifitdt des Assays nochmals
dadurch bestatigt, dass Inhibitoren gegen bekannte Proteasegruppen, wie Serin-, Cystein-,
Metallo- und andere Aspartyl-Proteasen, die BACE-Aktivitat nicht inhibieren (Abbildung 58)
(Mallender et al., 2001; Sinha et al., 1999).

Als Enzymquelle wurde konditioniertes Medium von BACE-L exprimierenden HEK 293 Zellen
eingesetzt. BACE-L-Aktivitdt konnte direkt im konditionierten Medium nachgewiesen werden,
durch Konzentration des Mediums konnte die BACE-L-Aktivitat entsprechend verstarkt werden
(Abbildung 54). Sezerniertes BACE-L ist komplex glycosyliert, enthalt jedoch vermutlich zum
Grolteil noch das Propeptid (Abbildung 52A) (Bennett et al., 2000a; Haniu et al., 2000). Da der
Nachweis der Propeptid enthaltenden BACE-L-Form mit einem anderen AK erfolgte als der der
Gesamtpopulation, ist aufgrund der unterschiedlichen AK-Affinitdten ein direkter quantitativer
Vergleich nicht méglich. Eine Ursache fir die ineffiziente Abspaltung des Propeptids von
BACE-L kdénnte der schnelle Transport zur Plasmamembran sein. Im in vitro Assay wird
demzufolge ein Gemisch aus BACE-L mit und ohne Propeptid eingesetzt. Obwohl gezeigt
wurde, dass das Propeptid nur geringen Einfluss auf die BACE-Aktivitat hat (Benjannet et al.,
2001; Creemers et al., 2001; Ermolieff et al., 2000; Shi et al., 2001), muss bei der Beurteilung
der Ergebnisse beriicksichtigt werden, dass eine heterogene BACE-L-Spezies eingesetzt
wurde. Hat das Propeptid Einfluss auf die Faltung von BACE, wie vermutet wird (Shi et al.,
2001), so kdnnte auch ein Einfluss auf die in vitro Eigenschaften des Enzyms bestehen.
BACE-L konnte Uber das konjugierte sechsfache Histidin mit Hilfe von Nickel-Agarose
aufgereinigt werden (Abbildung 52B). Die aufgereinigte, in der Silberfarbung ausschliel3lich
BACE-L enthaltende, Fraktion war enzymatisch aktiv (Abbildung 54). Konditioniertes
Kontrollmedium zeigte keine enzymatische Aktivitat. Da die Prozessierung des Substratpeptids
spezifisch war (s. oben) und die Aktivitat des konzentrierten, konditionierten BACE-L Mediums
ausreichend war, wurde dieses Medium fiur die weiteren Experimente eingesetzt. Eine

Optimierung der Aufreinigung von BACE-L war fiir die Ziele dieser Arbeit nicht notwendig.

BACE-L hat im in vitro Assay bei einem pH-Wert von 4,4 die maximale Aktivitat, die Aktivitat
nimmt aulBerhalb des engen pH-Bereichs von 4,2-4,8 schnell ab, bei einem pH-Wert von 5,0
liegen nur noch 20 % der maximalen Aktivitdt vor (3.6.2.1). Andere Arbeitsgruppen haben
in vitro fir BACE ebenfalls eine maximale Aktivitat im sauren Milieu mit pH-Werten von 4,0-4,5
festgestellt (Andrau et al., 2003; Gruninger-Leitch et al., 2002; Lin et al., 2000; Vassar et al.,
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1999). Das pH-Maximun der BACE-Aktivitat ist unabhangig vom Substrat (Gruninger-Leitch et
al., 2002; Lin et al., 2000).

Uberraschend ist, dass BACE in vivo, d.h. in Zellkultur, eine deutlich gréRere pH-Wert Toleranz
aufweist. So ist BACE zwar Uberwiegend in leicht sauren Kompartimenten (Haass und Selkoe,
1993; Knops et al., 1995) wie dem Golgi-Apparat, dem TGN (Haass et al., 1995a; Haass et al.,
1995b; Hussain et al.,, 1999; Steinhilb et al., 2002; Vassar et al, 1999) und dem
endosomalen/lysosomalen System (Huse et al., 2002; Huse et al., 2000; Koo und Squazzo,
1994; Perez et al., 1999; Thinakaran et al., 1996a; Vassar et al., 1999; Walter et al., 2001; Yan
et al., 2001b) lokalisiert und aktiv. Es wurde jedoch auch BACE-Aktivitat im ER (Benjannet et
al., 2001; Chyung et al., 1997; Cook et al.,, 1997; Haniu et al., 2000; Hartmann et al., 1997;
Huse et al., 2000; Wild-Bode et al., 1997) und an der Zelloberflache (Chyung und Selkoe, 2003;
Kinoshita et al., 2003) gezeigt. Die BACE-Aktivitat und die Entstehung von A ist damit nicht auf
ein zelluldares Kompartiment begrenzt, AB kann an verschiedenen Orten in der Zelle entstehen.
Entweder ermdglichen lokale saure pH-Werte auch in nicht sauren Kompartimenten die BACE-
Aktivitat, oder in vivo ist BACE in einem breiteren pH-Bereich aktiv und auflerhalb des
pH-Optimums ist die BACE-Aktivitat reduziert.

Erste Untersuchungen der Enzymkinetik zeigen, dass keine hyperbole Abhangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration besteht, sondern eine fast sigmoidale
Beziehung vorliegt (Abbildung 57). Bei der Substraterhbhung im Bereich niedriger
Substratkonzentrationen (< 400 nM) steigt die Reaktionsgeschwindigkeit nur sehr langsam an,
geschwindigkeitsbegrenzende Enzymumfaltungen oder die Entstehung von Enzym-Substrat-
Intermediaten kdénnten eine mdgliche Ursache sein. Sehr haufig bestehen Enzyme mit einer
sigmoidalen Kinetik aus mehreren Untereinheiten, die verschiedene Konformationen mit
unterschiedlicher Fahigkeit zur Substratbindung und Enzymkatalyse eingehen kdénnen. Bei
Erhdhung der Substratkonzentration kommt es zu einer Stabilisierung der enzymatisch
aktiveren Form (Lo6ffler und Petrides, 2003). Fir BACE konnten zwei kinetische Phasen in der
Substratumsetzung festgestellt werden, maoglicherweise verursacht durch einen zwei-stufigen
Substrat-Bindungsmechanismus. Durch die strukturelle Anderung, vermutlich in der ,flap“-
Region, entsteht ein Enzym-Substrat-Komplex, der die Katalyse erhoht, die enzymatische
Reaktion zeigt dann eine hyperbole Abhangigkeit von der Substratkonzentration

(Marcinkeviciene et al., 2001; Toulokhonova et al., 2003).

Der Einsatz von Inhibitoren zeigt, dass der Enzymassay geeignet ist, BACE-Inhibitoren aus
pharmakologischen Komponenten-Banken zu detektieren. Es wurden zwei auf der BAPPsw-
Sequenz basierende Peptidinhibitoren GL189 P4-P4’ und GL190 P8-P4’generiert. Bei beiden
Inhibitoren ersetzt Statin die AS an Position P1 (Leucin), und die AS an Position P1’ (Aspartat)
wurde durch Valin substituiert (2.7.3.1). Beide Inhibitoren zeigen ein ahnliches BACE-
Inhibitionsprofil mit einem ICso-Wert von ca. 100 nM. Die N-terminale Verlangerung von GL190
hat keinen Einfluss auf die Inhibition der BACE-Aktivitat (Abbildung 58).
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Andere Arbeitsgruppen haben flr substratanaloge Peptidinhibitoren, die auf Statin-Substitution
basieren, ICso-Werte von 30 nM bis 40 uM ermittelt (Andrau et al., 2003; Gruninger-Leitch et al.,
2002; Mallender et al., 2001; Sinha et al., 1999). Fur einen Inhibitor P10-P4’, der den
Substitutionen von GL189 und GL190 entspricht wurden IC5-Werte von 30 nM (Sinha et al.,
1999) und 200 nM (Gruninger-Leitch et al., 2002) ermittelt. Eine Inhibitorklasse, die auch bei der
Kristallisation von BACE eingesetzt wurde (Hong et al., 2000), zeigt deutlich niedrigere
ICso-Werte im Bereich von 1 nM (Ermolieff et al., 2000; Ghosh et al., 2001). Bei den OM-99
Inhibitoren wurden die AS der Schnittstelle P1-P1’ durch ein Hydroxylethylen-Dipeptid-lsoster
ersetzt und das Aspartat an Position P1’ durch Alanin ersetzt. Aufgrund der genauen
Strukturkenntnis von BACE war es moglich, Inhibitoren mit einer groReren Affinitat zu
generieren. Genaue Bindungsanalysen ergaben, dass nur P1-P4 sowie P1-P2’ an der
Enzymbindung beteiligt sind (Ghosh et al., 2001; Hong et al., 2000). Damit ist erklart warum
eine N-terminale Verlangerung des Inhibitors keinen Einfluss auf die Inhibition hat (s. oben).
Genaue Sequenzanalysen von BACE-Inhibitoren und -Substraten ergaben, dass BACE sehr
niedrige Kinetik-Konstanten zum Substrat BAPP hat (Gruninger-Leitch et al., 2002; Lin et al.,
2000), und bei weitem nicht so sequenzspezifisch ist wie vermutet wurde (Ghosh et al., 2001;
Hong et al., 2002).

4.3 Relevanz der Ergebnisse beziiglich der Alzheimer
Krankheit

Die Behandlung der Alzheimer Krankheit ist aufgrund der weiten Verbreitung, des langen
Krankheitsverlaufs und der gesellschaftlichen Belastung ein herausragendes Ziel der
neurologischen Forschung (1.1). Bisher werden ausschlieBlich die Symptome der Alzheimer
Krankheit behandelt, wodurch der Krankheitsverlauf verlangsamt und die Symptome zeitweilig
vermindert werden (Citron, 2004a). Ziel der Erforschung der Alzheimer Krankheit ist es die
Entstehungsmechanismen aufzudecken und mdgliche therapeutische Angriffspunkte zur
Ursachenbekampfung offen zu legen. Eine Schlisselrolle in der Entstehung der Alzheimer
Krankheit spielt die Entstehung und Akkumulation des AB-Peptids, insbesondere der um zwei
AS verlangerten AB4,-Spezies (1.3). Es konnte gezeigt werden, dass durch die Reduktion von
AB im Hirn transgener Alzheimer Mause deren kognitive Funktion verbessert wurde (Dodart et
al., 2002; Morgan et al., 2000).

BACE schneidet BAPP N-terminal der AB-Sequenz und durch den folgenden C-terminalen
y-Sekretase-Schnitt wird AB freigesetzt (1.3.2). Die Inhibition von BACE wirde zu einer
Verminderung der Amyloid-Produktion fihren. Da BACE ,knock-out* Mause keinen bzw. nur
einen minimalen Phanotyp zeigen (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001) ist
die BACE-Inhibition vermutlich unproblematisch. Im Gegensatz dazu sind ,knock-out” Mause
einzelner y-Sekretase Komplex Komponenten pranatal letal (De Strooper et al., 1998; Herreman
et al., 1999; Shen et al., 1997; Wong et al., 1997). Die Ursache hierfir liegt in der Vielzahl der
v-Sekretase Substrate begriindet (1.3.2.3) (Kopan und llagan, 2004; Xia und Wolfe, 2003), so

127



Diskussion

spielt z.B. die y-Sekretase Prozessierung von Notch eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung (De Strooper et al., 1999; Mumm et al., 2000; Selkoe und Kopan, 2003).
Damit ist die BACE-Inhibition der primare Ansatzpunkt um die Entstehung von Amyloid zu
reduzieren (Citron, 2004b; Dingwall, 2001; Dodart et al., 2002; Ghosh et al., 2002; Hong et al.,
2002). Eine Inhibition von BACE fuhrt nicht zur Akkumulation von toxischen BAPP-Fragmenten
sondern zu einer erhdhten nicht amyloidogenen Prozessierung durch die a-Sekretase. Die
Inhibition von BACE wiirde den initialen Schritt in der Entstehung der Alzheimer Krankheit
unterbinden. Kirzlich konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass BACE-Inhibitoren, kovalent
an einen Peptidcarrier gebunden, die Blut-Hirn-Schranke passieren und zur reduzierten AB-
Produktion fihren (Chang et al., 2004). Durch diese Ergebnisse wird der Therapieansatz der
BACE-Inhibition weiter unterstutzt.

In dieser Arbeit wurde ein sensitiver in vitro Assay aufgebaut, mit dessen Hilfe BACE-Inhibitoren
analysiert werden kdnnen.

Um neben der BACE-Inhibition weitere mogliche Eingriffspunkte fir die Modulation der BACE-
Aktivitdt aufzudecken, wurden die Maturierung und der Transport von BACE analysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass BACE auch in frithen Kompartimenten des sekretorischen
Transportwegs aktiv sein kann und dass die BACE-Aktivitat unabhangig von der
cytoplasmatischen Domane und der Transmembrandomane ist. Die Experimente in MDCK
Zellen zeigen jedoch, dass der Transport von BACE erheblichen Einfluss auf die AB-Entstehung
hat. In MDCK Zellen werden BACE und BAPP differenziell transportiert, BACE apikal und BAPP
basolateral, dadurch wird die a-Sekretase Prozessierung von BAPP begunstigt. Wird jedoch
BAPP, durch Deletion des basolateralen Sortierungssignals, in apikale Kompartimente
transportiert findet verstarkt BACE-Prozessierung von BAPP statt. Damit ist eindeutig gezeigt
das der Transport des BAPP bzw. der BAPP prozessierenden Proteasen die Amyloid-
Entstehung beeinflusst. Es wére also méglich, dass geringe, evtl. altersabhangige, Anderungen
in Transportmechanismen die Entstehung der Alzheimer Krankheit beglnstigen kdnnten.
Andere Gruppen konnten ebenfalls den Transport bzw. die Lokalisierung von BAPP und BACE
als den, die AB-Entstehung begrenzenden Faktor ausmachen. BACE wurde Uberwiegend in
Jlipid rafts” lokalisiert (Marlow et al., 2003; Riddell et al., 2001) und eine Erhéhung der BAPP-
Fraktion (Marlow et al., 2003) oder der BACE- und BAPP-Fraktion (Ehehalt et al., 2003) in ,lipid

rafts” verstarkt die amyloidogene Prozessierung von SAPP.
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Abkurzungsverzeichnis

AB

AB1-40; AB1-421 AB401 AB42

ABAsp1 ’ ABG|U11
BAPP, BAPPwt

BAPPsw

BAPPggs, BAPP751, BAPP770
BAPP-CTFa, BAPP-CTFB

ADAM
AICD
AK
APH-1
ap

APLP-1, APLP-2

Apo E
APS
AS
ATP
BACE
bl

BFA
BSA
AC
cpm
C-Terminus
CTF
DABCO
DMEM
DMSO
DNA
DTT
ECL
EDTA
Endo H
ER
FAD
FKS

Amyloid B-Peptid

Spezifizierung von AB: Angabe der beginnenden und endenden Aminosaure
oder nur der endenden Aminosaure, wobei Asp597 bezogen auf BAPPggs als
Aminosaure 1 (Asp1) gesetzt ist.

Spezifizierung von AB: Angabe der ersten Aminosaure

B-Amyloid precursor protein

BAPPsgs mit der FAD-Doppelmutation K595N/M596L, gefunden in einer
schwedischen Familie

Spleilkvarianten von BAPP

C-terminales BAPP Fragment, entstanden durch a- oder B-Sekretase-
Schnitt

A disintegrin and metalloprotease
BAPP intracellular domain
Antikorper

Anterior pharynx-defective-1

Apikal

BAPP-like protein-1, -2
Apolipoprotein E

Amoniumpersulfat

Aminosédure

Adenosintriphosphat

B-site APP cleaving enzyme
Basolateral

Brefeldin A

Bovine serum albumin

Deletion einer carboxy-terminalen Proteindomane
Counts per minute
Carboxy-Terminus eines Proteins oder Peptids
C-terminales Fragment
Diazabicyclooctan

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid

Dithiothreitol

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat
Endoglycosidase H
Endoplasmatisches Reticulum
Familial Alzheimer’s Disease

Fotales Kalberserum
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HEK
HRP

KLH

L, I

LB
LTP
MDCK
MEM
NICD
NP-40
N-Terminus
PAGE
PBS
PCR
PDBu
PEN-2
Pp

PS
PVDF
RNA
SDS
Sp
SPP
TACE
TBE
TCA
TEMED
TGN
™
Tris
UpM
WB

wt
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Erdbeschleunigung, g= 9,81 m/s®
Human Embryonic Kidney
Horseradish Peroxidase
Immunofluoreszenz
Immunoglobulin G
Immunoprazipitation

Keyhole limpet hemocyanin

Loslich (bezeichnet die I6sliche Proteindoméne, ohne Membrandomane)
Luria-Bertani (-Medium)

Long term potentiation
Madin-Darby canine kidney
Modified Eagle’s medium

Notch intracellular domain

Nonidet P-40

Amino-Terminus eines Proteins oder Peptids
Poly-Acrylamid-Gelelektophorese
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
Phorboldibutyrat

Presenilin enhancer 2

Propeptid

Presenilin

Polyvinylidendifluorid

Ribonucleic acid
Sodiumdodecylsulfat

Signalpeptid
Signalpeptid-Peptidase

Tumor necrosis factor-a (TNF-a)-converting enzyme
Tris-Borat-EDTA

Trichloroacetic acid
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Trans-Golgi-Netzwerk
Transmembrandomane
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehungen pro Minute

Western Blot

Wildtyp-Form eines Proteins



Bezeichnung
Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamin
Glutamat
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin
Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin
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Arg
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Asp
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Gly
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Met
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Pro
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Trp
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