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Ich erkläre des Weiteren, dass die hier vorliegende Dissertation nicht in gleicher oder
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Alzheimer-Erkrankung ist die häufigste Form der Demenz, von der bis zu 10% der

über 65-Jährigen betroffen sind. Aufgrund der weltweit steigenden Lebenserwartung so-

wie dem Fehlen effektiver Therapiemöglichkeiten stellt sie eine der größten medizinischen

Herausforderungen der Zukunft dar.

Eine bedeutende Rolle in der Pathogenese spielt das Amyloid-β (Aβ)-Peptid, das

über neurotoxische, lösliche Vorstufen zu extrazellulären Amyloidplaques, dem neuropa-

thologischen Charakteristikum der Erkrankung, aggregiert. Aβ entsteht durch sequenti-

elle Proteolyse aus dem Amyloidvorläuferprotein (APP, engl. amyloid precursor protein).

Im sogenannten amyloidogenen Weg wird, nach Abspaltung der APP-Ektodomäne durch

die β-Sekretase, das verbleibende C-terminale Fragment (CTF) von der γ-Sekretase

innerhalb der Membran prozessiert. Dabei wird die APP-intrazelluläre Domäne (AICD,

engl. APP intracellular domain) ins Cytosol und das 37-43 Aminosäuren lange Aβ-

Peptid ins Lumen entlassen. Physiologisch bildet Aβ40 mit 80-85% die Hauptspezies, die

längeren Aβ42/43-Spezies, die deutlich stärker zur Aggregation neigen, werden dagegen

nur in sehr geringen Mengen gebildet. Bei der genetisch bedingten Alzheimer-Erkrankung

(FAD, engl. familial Alzheimer’s disease) beruht der frühe Krankheitsbeginn meistens

auf einer relativen Erhöhung von Aβ42/43.

Die zentrale pathogenetische Stellung von Aβ macht sowohl die β- als auch die

γ-Sekretase zu prädestinierten therapeutischen Angriffspunkten. Im Gegensatz zu β-Se-

kretaseinhibitoren ist die klinische Erprobung von einigen γ-Sekretaseinhibitoren (GSIs)

bereits so weit fortgeschritten, dass Ergebnisse von klinischen Phase-III-Studien vor-

liegen. Enttäuschenderweise erwies sich die klinische Anwendung von GSIs jedoch auf-

grund des breiten Substratspektrums der γ-Sekretase als äußerst problematisch. Neben

APP ist Notch1 das bedeutendste γ-Sekretasesubstrat, dessen ICD wichtige Gene der

Zelldifferenzierung reguliert. Insbesondere Hemmung des Notch-Signalwegs ist mit ern-

sten Nebenwirkungen assoziiert. Als mögliche therapeutische Alternative gelten APP-

selektive GSIs, die bereits klinisch getestet werden. Um Einblick in den Mechanismus der

APP-Selektivität dieser so genannten Notch sparing GSIs zu erhalten, ist ein detailliertes

Verständnis der Substratselektion der γ-Sekretase von entscheidender Bedeutung.

Bei der γ-Sekretase handelt es sich um einen Proteinkomplex, bestehend aus vier

essentiellen Untereinheiten: Presenilin (PS) 1 oder 2, Nicastrin, APH-1a oder b und

PEN-2. Mutationen in PS, der katalytischen Untereinheit, sind für die meisten der FAD-

Fälle verantwortlich. PS besitzt ein konserviertes GxGD-Motiv im aktiven Zentrum, das

mit dem Andocken von Substraten in Verbindung gebracht wurde. Während die beiden

hochkonservierten Glycine in erster Linie essentiell für die katalytische Aktivität sind,

wurde die weniger gut charakterisierte Position x, L383 in PS1, mit der Differenzierung
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Zusammenfassung

der Substrate APP/Notch1 in Verbindung gebracht.

Um die Funktion von L383 besser zu verstehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit

eine intensive Mutagenesestudie durchgeführt. Erstaunlicherweise wurde die APP-Pro-

zessierung durch Veränderung an dieser Stelle nur wenig beeinträchtigt, während die

Schnittspezifität der γ-Sekretase z.T. erheblich beeinflusst wurde. Mit einer Ausnahme

produzierten alle Mutanten sehr niedrige Spiegel der kurzen Aβ37−39-Spezies, wobei

einige zusätzlich die pathogenen Aβ42/43-Spezies erhöhten. Interessanterweise führte ein

Teil der pathogenen Mutanten zu einer starken Reduktion der Prozessierung von Notch1

und CD44, die ansonsten von den anderen Mutanten relativ gut prozessiert wurden.

L383 ist also weniger kritisch für die katalytische Aktivität der γ-Sekretase als die

beiden benachbarten Glycine, sondern scheint stärker Einfluss auf die Substratdifferen-

zierung zu nehmen. Zusammen mit den beiden benachbarten Glycinen gewährleistet

L383 wahrscheinlich die räumliche Struktur für eine optimale Bindung und/oder Pro-

zessierung von Substraten.

γ-Sekretasemodulatoren (GSMs) werden im Vergleich zu GSIs als deutlich sichere-

re Alternative angesehen, da sie lediglich das Verhältnis der Aβ-Peptide zugunsten der

weniger toxischen, kurzen Aβ37/38 verschieben, ohne die Freisetzung der AICD zu beein-

flussen. Auch die Freisetzung der ICDs anderer γ-Sekretasesubstrate, insbesondere der

Notch1-ICD, wird durch GSMs nicht beeinträchtigt. Allerdings waren die ersten GSMs,

nicht-steroidale Entzündungshemmer (NSAIDs, engl. non-steroidal anti-inflammatory

drugs), nicht in der Lage, die Aβ42-Spiegel von aggressiven PS-FAD-Mutationen abzu-

senken. Die neueren GSMs der zweiten Generation sind jedoch deutlich potenter als die

klassischen NSAIDs. Doch konnte der NSAID-ähnliche GSM-1 die Aβ42-Spiegel zweier

aggressiver PS-Mutationen ebenfalls nicht absenken. Zu Beginn dieser Arbeit war un-

klar, ob dieser Befund auch für andere aggressive PS-Mutationen gilt. Für GSMs der

zweiten Generation gab es im Gegensatz zu den NSAIDs zum damaligen Zeitpunkt keine

systematischen Untersuchungen, ob Erstere Aβ42 bei aggressiven PS-Mutanten absenken

können.

Zur Klärung dieser Fragestellung wurde im zweiten Teil dieser Arbeit die Aβ42-

Antwort einer Reihe über das gesamte Molekül verteilter PS-Mutationen auf Behand-

lung mit GSM-1 untersucht. Dabei wurde die überraschende Beobachtung gemacht, dass

GSM-1 im Gegensatz zu dem weniger potenten NSAID Sulindac Sulfid die Aβ42-Spiegel

der meisten untersuchten PS-Mutationen deutlich absenken kann. Die aggressive FAD-

Mutante L166P war eine der wenigen PS1-Mutationen, deren Aβ42-Spiegel sich nicht

durch GSM-1 absenken ließen. Position L166 erwies sich als besonders kritisch für die

Reduktion von Aβ42 durch GSMs. Um ein besseres Verständnis für den Wirkmecha-

nismus sowie die potentielle GSM-Bindungsstelle zu erhalten, wurde im Anschluss das
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Zusammenfassung

Verhalten von PS1 und 2 auf GSM-1-Behandlung verglichen. Interessanterweise reagier-

ten sowohl PS1/2 Wildtyp (WT) als auch homologe PS1/2 Mutationen unterschiedlich

auf Behandlung mit GSM-1, was eine nicht exakt konservierte Bindungsstelle nahe-

legt. Schließlich wurden noch zwei weitere hochpotente neuere GSMs untersucht, die

mit GSM-1 keine chemische Verwandtschaft aufweisen. Diese zeigten ein sehr ähnliches

Profil wie GSM-1, was eine(n) ähnliche(n) Wirkungsmechanismus bzw. Bindungsstelle

vermuten lässt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass von der Entwicklung neuer potenter GSMs mit günsti-

gen pharmakologischen Eigenschaften nicht nur Patienten mit sporadischer Alzheimer-

Erkrankung, sondern auch solche mit PS-FAD-Mutationen profitieren könnten. Für diese

Patientengruppe müsste allerdings individuell für jede PS-Mutation ein passender GSM

ausgewählt werden, da eine positive Aβ42-Antwort sowohl von der jeweiligen Mutation

als auch vom verwendeten GSM abhängt.

Summary

Alzheimer’s disease (AD) is the most frequent form of dementia worldwide affecting

about 10% of the population over 65 years. Due to the rising life expectancy and the

lack of an effective disease modifying therapy, AD belongs already today to the most

urgent medical problems.

An invariant pathological hallmark of AD is the accumulation of extracellular neuritic

plaques, which are mainly composed of the amyloid β-peptide (Aβ). Before aggre-

gating to insoluble plaques, Aβ-species form soluble oligomers, which are believed to be

neurotoxic thus playing a major role in AD pathogenesis. Aβ is generated by stepwise

proteolysis of the β-amyloid precursor protein (APP), a type I transmembrane protein.

In the amyloidogenic pathway, APP is first cleaved by β-secretase, which removes the

APP ectodomain. The remaining C-terminal fragment (CTF) is subsequently cleaved

by γ-secretase within the membrane resulting in the release of the APP-intracellular

domain (AICD) to the cytosol and the secretion of 37-43 amino acid long Aβ-species.

Under physiological conditions Aβ40 is the predominant species, whereas the minor but

slightly longer Aβ42/43-species are more prone to aggregation. Most early-onset forms

of familial Alzheimer’s disease (FAD) shift the cleavage specificity towards an increased

production of Aβ42/43.

Lowering Aβ production by inhibiting β- or γ-secretase seems to be a promising

therapeutic approach. Unlike β-secretase inhibitors, some γ-secretase inhibitors (GSIs)

have already advanced to clinical phase III studies. However, due to the broad spectrum

of γ-secretase substrates, the clinical use of GSIs turned out to be critical. Besides

APP, γ-secretase cleaves a wide range of type I membrane proteins of which Notch1
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is the most important one. The Notch1-ICD released by γ-secretase has an important

signaling function for cell differentiation. To avoid the severe side effects associated with

Notch-inhibition by GSIs, so-called Notch-sparing GSIs represent a valuable alternative,

whose development demands a detailed knowledge about the substrate selection of γ-

secretase.

γ-Secretase is a protein complex consisting of four essential subunits, presenilin (PS)

1 or 2, nicastrin, APH-1a or b and PEN-2. PS represents the catalytic subunit harboring

a highly conserved GxGD active site motif and PS mutations account for most FAD

cases. Mutagenesis studies have shown that both glycine residues of the GxGD motif

are mostly essential for catalytic activity, whereas the less well characterised position

x, L383 in PS1, was found to affect APP/Notch1 substrate selectivity. To gain further

insight into the function of L383 an extensive mutagenesis study was performed revealing

that processing of APP was relatively well tolerated over a wide range of hydrophobic

and hydrophilic mutations, whereas all mutations changed the cleavage specificity. All

except one of the mutations produced reduced levels of the short Aβ37−39-species, and

several increased the pathogenic Aβ42/43-species. Intriguingly, some of the Aβ42/43-

increasing mutants also strongly reduced the processing of Notch1 and CD44, which were

well processed by the other L383 mutations. In conclusion, L383 is less critical for the

catalytic activity than the neighboring glycine residues and permits substrate selectivity.

The data suggest that the GLGD motif in PS1 constitutes the spatial arrangement that

is critical for cleavage and/or docking of different γ-secretase substrates.

γ-Secretase modulators (GSMs) selectively lower Aβ42 without affecting the gener-

ation of the AICD as well as the ICDs of other substrates including Notch1. GSMs are

thus considered to be therapeutically much safer drugs than GSIs. However, aggressive

PS FAD mutations were shown to be resistant toward the Aβ42-lowering effect of first

generation GSMs, mainly non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). Meanwhile,

second generation GSMs have been developed, which are considerably more potent than

the classical NSAID-type GSMs. Nevertheless, the NSAID-like GSM-1 was also not able

lower the Aβ42-levels of two aggressive PS mutations, but it was not clear yet, if this

result can be generalized for other aggressive PS mutations. In contrast to NSAIDs,

systematic studies with second generation GSMs were lacking at the beginning of this

study.

To address this question, a wide range of PS mutations covering the whole molecule

were treated with GSMs in the second part of this study. Surprisingly, in contrast to the

NSAID sulindac sulfide, the more potent GSM-1 efficiently lowered Aβ42-levels of most

investigated mutations. Among the few mutations which did not respond with reduction

of Aβ42 upon GSM treatment was the aggressive L166P FAD mutation, and residue L166
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turned out to be particularly critical with regard to the Aβ42-lowering effect of GSM-

1 treatment. To get further insight into the mode of action and the potential GSM

binding site in PS, the behavior of PS1 and 2 upon GSM-1 treatment was compared.

Intriguingly, wild type (WT) PS1/2 as well as some mutations at homologous positions

in PS1/2 displayed a differential Aβ42 response to GSM-1 treatment suggesting that the

spatial environment in γ-secretase is crucial for a positive GSM-1 response. Moreover,

the binding site of GSMs is probably not fully conserved between the two PS homologues.

Finally, treatment of PS1 mutations with two highly potent GSMs with distinct chemical

structure from GSM-1 lead to very similar Aβ42-responses compared to GSM-1.

As highly potent second generation GSMs can overcome the Aβ42 resistance of most

PS mutations to first generation GSMs, they appear to be promising therapeutics, not

only for sporadic AD but in particular for FAD patients. Since the Aβ42-responsiveness

depends on the particular PS mutation, the GSMs must be carefully chosen for those

patients.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Der Morbus Alzheimer [2, 3] ist mit ca. 60% die häufigste Form der Demenz. Aktuell

wird die Zahl der Betroffenen weltweit auf über 30 Millionen geschätzt, ca. eine Milli-

on davon in Deutschland [4, 5]. Bei etwa 4,6 Millionen Neuerkrankungen pro Jahr geht

man von einer Verdopplung der Prävalenz alle 20 Jahre aus [4]. Die hieraus erwachsende

finanzielle Belastung stellt eine enorme Herausforderung für die globalen Gesundheits-

systeme dar [6–8], insbesondere für Entwicklungsländer, in denen aufgrund steigender

Lebenserwartung nach WHO-Angaben 2050 etwa 70% der Demenzpatienten leben wer-

den [9, 10]. Das klinische Krankheitsbild wurde erstmals 1901 von Alois Alzheimer be-

schrieben und ist durch langsam progrediente Gedächtnisstörungen sowie im weiteren

Verlauf den zunehmenden Verlust höherer kognitiver Funktionen gekennzeichnet [11].

In seinen Post-mortem-Analysen beobachtete Alzheimer eine ausgeprägte Hirnatrophie

sowie die pathognomonischen extrazellulären Amyloidplaques und die intraneuronalen

neurofibrillären Bündel [12, 13] (siehe Abb.1). Es wurden diverse Subtypen von Amy-

loidplaques beschrieben (eine gute Übersicht bietet [14]), die teilweise auch bei kogni-

tiv unauffälligen Personen vorkommen [15]. Spezifisch mit der Alzheimer-Erkrankung

assoziiert sind die sogenannten neuritischen Plaques [16], die aus einem dichten Kern

von Amyloidfibrillen bestehen, in dessen Umgebung dystrophe Neuriten sowie reaktive

Gliazellen zu finden sind [17, 18](siehe Abb.1). Hauptkomponente der Amyloidplaques

sind die 37-43 Aminosäuren (AS) langen Amyloid-β (Aβ)-Peptide, Spaltprodukte des

Amyloidvorläuferproteins (APP, engl. amyloid precursor protein) [19–22], wobei dem

Abbildung 1: Histopathologische Hauptmerkmale der Alzheimer-Erkrankung. Links
Neurofibrilläre Bündel kommen in der Silberfärbung schwarz zur Darstellung und füllen
Zellkörper und Fortsätze pyramidaler Neurone aus. Rechts In der Bildmitte ist ein silbergefärb-
ter Amyloidplaque zu sehen, der aus dicht gepackten Aβ-Fibrillen besteht. Er ist umgeben von
dystrophen Neuriten, die mit neurofibrillären Bündeln angefüllt sind. Entnommen aus [1].
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Aβ42-Peptid essentielle Bedeutung für die Entstehung von Amyloidplaques zukommt

[23, 24]. Die physiologische Bedeutung der Aβ-Peptide ist unklar (siehe 1.4.3). Auf die

Bedeutung der Plaques und ihrer oligomeren Vorstufen wird ausführlich im Kapitel über

die Amyloidkaskaden-Hypothese eingegangen (siehe 1.2.). Die neurofibrillären Bündel

(NFTs, engl. neurofibrillary tangles) bestehen aus phosphorylierten Formen des Mikro-

tubuli-assoziierten Tau-Proteins [25,26]. Physiologisch dient das Tau-Protein der Assem-

blierung und der Stabilisierung von Mikrotubuli [27], welche bei axonalen Transportpro-

zessen eine wichtige Rolle spielen [28]. NFTs sind nicht spezifisch für die Alzheimer-

Erkrankung, sondern pathologisches Hauptmerkmal einiger weiterer neurodegenerativer

Erkrankungen, wie z.B. der frontotemporalen Demenz (eine gute Übersicht bietet [29]).

Im Gegensatz zu den Amyloidplaques folgt die Ausbreitung der NFTs einem relativ ste-

reotypen Muster und korreliert besser mit der klinischen Symptomatik [30,31]. Die NFTs

entwickeln sich in subklinischen Stadien zunächst im Hippocampus sowie entorhinalen

Cortex [32] und sind bei Auftreten im Neocortex meist mit klinischen Symptomen asso-

ziiert [33].

Trotz intensiver Bemühungen sind die derzeitigen Therapiemöglichkeiten sehr be-

grenzt. Die zugelassenen Arzneimittel, Cholinesteraseinhibitoren und NMDA-Rezeptor-

Antagonisten, führen lediglich zu einer Verzögerung des Krankheitsverlaufs um einige

Monate [34, 35]. Aufgrund der enormen sozioökonomischen Herausforderungen kommt

der Entwicklung wirksamer Therapiestrategien besondere Bedeutung zu.

1.1.1 Genetik der Alzheimer-Erkrankung

Bei der Alzheimer-Erkrankung wird die sporadische von der familiären Form unterschie-

den, wobei letztere lediglich für ca. 1-5% der Erkrankungsfälle verantwortlich ist [36].

Die Varianten der familiären Alzheimer-Erkrankung (FAD, engl. familial Alzheimer’s

disease) werden meist zwischen dem 30. und dem 60. Lebensjahr klinisch manifest

(early-onset) und weisen einen autosomal-dominanten Erbgang auf, dem Mutationen

in APP [37], Presenilin 1 (PS1) [38] oder Presenilin 2 (PS2) [39, 40] zugrunde liegen.

PS1/2 bildet die katalytische Untereinheit der γ-Sekretase, eines Proteinkomplexes, der

den letzten Schritt der Aβ-Bildung vermittelt (für detailliertere Informationen zu APP

und PS siehe 1.3 bzw. 1.5.1.1) Eine umfassende Liste aller bekannten Mutationen ist

in der von Marc Cruts betreuten Datenbank1 zu finden. Allgemein begünstigen diese

Mutationen die Aβ-Aggregation, indem sie entweder Gesamt-Aβ [41] oder den relativen

Anteil von Aβ42 [42, 43], selten auch von Aβ43 [44] erhöhen. Einige APP-Mutationen

verändern die physikochemischen Eigenschaften des Aβ-Peptids im Sinne einer erhöhten

1www.molgen.ua.ac.be/ADmutations
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Aggregationsneigung und/oder Toxizität (eine gute Übersicht bietet [45]). Ferner ist

auch eine erhöhte Gendosis mit einer frühzeitigen Alzheimer-Demenz assoziiert, so etwa

bei Duplikation des APP-Genlocus auf Chromosom 21 [46,47] oder bei der Trisomie des

Chromosoms 21 (Down Syndrom) [48], auf dem das APP-Gen liegt [19–22].

Obwohl die meisten PS-FAD-Mutanten vergleichbare Mengen an Gesamt-Aβ pro-

duzieren, gibt es wenige Fälle wie z.B. PS1 L435F [49], die mit einem dramatischen

Aktivitätsverlust einhergehen. Weiterhin zeigen einige PS-FAD-Mutationen einen Akti-

vitätsverlust bezüglich anderer γ-Sekretasesubstrate, insbesondere Notch1 [50–53], was

gemäß der sogenannten
”
loss of function“-Theorie in entscheidendem Maße zur Patho-

genese der familiären Alzheimer-Krankheit beitragen soll [54]. Allerdings gehen nicht

alle PS-Mutationen mit einer Reduktion der γ-Sekretaseaktivität einher [51,55–58]. Des

Weiteren wurden Mutationen in PS1, PEN-2 sowie NCT beschrieben, die mit einem

Aktivitätsverlust der γ-Sekretase jedoch nicht mit einer Demenz assoziiert sind [59,60].

Außerdem können familiäre Erkrankungsfälle, denen APP-Mutationen zugrunde liegen,

mit der loss of function-Hypothese nicht erklärt werden.

Die sporadische Alzheimer-Erkrankung tritt meist nach dem 60. Lebensjahr auf (late-

onset) und hat eine multikausale Genese, bei der sich Umwelt- und genetische Faktoren

über einen langen Zeitraum addieren. Der bedeutsamste Risikofaktor ist das Alter. So

verdoppelt sich die Inzidenz ab dem 65. Lebensjahr alle 5 Jahre, so dass im Alter von

85 Jahren ca. jeder dritte Mensch von Alzheimer betroffen ist [61].

Der bedeutsamste genetische Risikofaktor ist das ε4-Allel des Apolipoprotein E

(ApoE)-Gens [62, 63]. ApoE ist in Amyloidplaques nachweisbar [64, 65] und für den ce-

rebralen Lipidstoffwechsel von Bedeutung (gute Übersichten bieten [66,67]) und scheint

eine Rolle im Aβ-Metabolismus zu spielen. So wird sein Einfluss auf die Fibrillogene-

se [68, 69], den Abbau [70] sowie den Abtransport von Aβ über die Bluthirnschran-

ke [71, 72] diskutiert. Relativ zum vorherrschenden ε3-Allel weisen heterozygote Träger

des ε4-Allels ein dreifach erhöhtes, homozygote ein bis zu zwölffach erhöhtes Erkran-

kungsrisiko auf [73]. Des Weiteren geht das Apoε4-Allel mit einem früheren Auftreten

und einer stärkeren Ausprägung der Plaquepathologie einher [74,75]. Im Gegensatz dazu

weisen Träger des ε2-Allels ein reduziertes Erkrankungsrisiko auf [76].

In den letzten Jahren wurden einige weitere genetische Risikofaktoren identifiziert,

darunter SORL1 (kodiert für den Sortilin verwandten Rezeptor1) [77], CLU (kodiert für

Clusterin) [78, 79], PICALM (kodiert für das Phosphatidylinositol-bindende Clathrin-

Assemblierungsprotein) [78], CR 1 (kodiert für den Komplementrezeptor 1, engl. comple-

ment receptor 1) [79, 80], EPHA1 (kodiert für den Ephrin-Rezeptor A1) [81, 82] und

TREM2 (kodiert für den triggering-receptor expressed on myeloid cells 2) [83,84]. Diese

Proteine übernehmen wichtige Aufgaben im Immunsystem und bei der Entzündungs-
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antwort (CLU, CR1, EPHA1, TREM2), im Lipidmetabolismus (CLU) und bei der En-

docytose (SORL1, PICALM) [85, 86]. Im Vergleich zu ApoE erhöhen diese Gene das

Erkrankungsrisiko nur minimal, und es bleibt abzuwarten, inwieweit sie zur Pathogene-

se beitragen.

1.2 Die Amyloidkaskaden-Hypothese

Amyloidplaques sowie deren oligomere Vorstufen stehen im Zentrum der Amyloidkaska-

den-Hypothese [87]. Sie ist das vorherrschende Modell zur Pathogenese der Alzheimer-

Erkrankung, auf deren Basis die meisten therapeutischen Strategien der letzten Jah-

re beruhen [18, 88]. Demnach steht die Aβ-Aggregation am Beginn der Pathogenese

und löst die weiteren pathologischen Prozesse, wie Tau-Hyperphosphorylierung, NFT-

Bildung, synaptische Dysfunktion und neuronalen Zelltod aus [17, 87]. Grundlage der

Amyloidkaskaden-Hypothese war die Entdeckung, dass fast allen genetisch determi-

nierten Alzheimer-Fällen eine Erhöhung entweder der Aβ-Gesamtproduktion [41] oder

des Verhältnisses von Aβ42/Aβ40 bzw. Aβ42/Gesamt-Aβ [42, 43] zugrunde liegt. Dabei

begünstigt der relative Aβ42/Aβ40-Anstieg die Aggregation stärker als der Anstieg der

absoluten Konzentration [89]. Das stark hydrophobe Aβ42 zeichnet sich im Vergleich zu

Aβ40 durch eine deutliche stärkere Aggregationsneigung aus [23,90] und ist bei Mäusen

essentiell für die Ausbildung der Amyloidplaques [24]. Kürzlich wurde für das Aβ43

eine mindestens ähnlich starke Toxizität nachgewiesen [44]. Wurden ursprünglich die

Amyloidplaques als neurotoxisches Korrelat aufgefasst, rückten aufgrund ihrer besseren

klinischen Korrelation zunehmend Aβ-Oligomere [91,92], insbesondere Di- und Trimere,

in den Fokus (eine gute Übersicht bietet [93]). Es wurde gezeigt, dass die Aβ-Oligomere

neurotoxische Eigenschaften aufweisen, wie Inhibition der hippocampalen Langzeitpo-

tenzierung (LTP) [94], Beeinträchtigung der synaptischen Plastizität [95] sowie Induktion

der Tau-Hyperphosphorylierung [96, 97]. Die Neurotoxizität der Oligomere scheint von

Tau abhängig zu sein [98–100]. Ob darüber hinaus weitere Effekte zur Toxizität bei-

tragen, ist trotz intensiver Forschung noch unklar (eine gute Übersicht bietet [93]). Es

wurde eine direkte Schädigung der Zellmembran [101] oder Bindung einer Reihe von

Rezeptoren, unter anderem NMDA-Rezeptoren [102,103], vorgeschlagen.

Trotz starker Evidenz ist die Amyloidkaskaden-Hypothese keineswegs unumstrit-

ten [104], insbesondere ihre Rolle bei der sporadischen Erkrankung wird kontrovers

diskutiert. Jüngst erhielt sie jedoch ein weiteres gewichtiges Argument mit der Identifi-

zierung der APP-Mutation A673T, die durch Absenkung der Aβ-Level neuroprotektive

Wirkung entfalten soll [105]. APP 673T korrelierte in einer großangelegten genetischen

Assoziationsstudie bei über 85-jährigen mit einem normalen kognitiven Status [105].
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1.3 Das Amyloid-Vorläuferprotein

APP gehört zu einer Familie konservierter Typ-I-Transmembranproteine [106], die in

Säugetieren die drei Homologe APP [19–22], APLP1 [107] und APLP2 [108] umfasst.

Diese stimmen in großen Bereichen konservierter Sequenz überein, insbesondere in den

Domänen E1 und E2 der Ektodomäne sowie der Transmembrandomäne (TMD) und in-

trazellulären Domäne, wohingegen der juxtamembranöse Bereich des Aβ-Sequenzbereichs

eine deutlich geringere Übereinstimmung aufweist [106]. APP und APLP2 werden ubi-

quitär, aber besonders stark im Gehirn exprimiert, während die Expression von APLP1

auf das Gehirn beschränkt ist [109]. Von APP werden verschiedene Spleißvarianten ge-

bildet, wobei die drei häufigsten von 695, 751 und 770 AS Länge den Aβ-Sequenzbereich

enthalten [110, 111]. APP770 und 751 werden vor allem in nicht-neuronalem Gewe-

be exprimiert und besitzen eine Domäne, die Serinproteasen vom Kunitztyp inhibiert

[110,112]. Diese fehlt in APP695, der vorherrschenden Isoform in Neuronen [113]. APP

unterliegt während seines sekretorischen Transportwegs mehreren posttranslationalen

Modifizierungen, darunter N- und O- Glykosylierungen sowie Phosphorylierungen [114].

Die physiologische Funktion des Volllängenproteins ist ungeachtet intensiver For-

schung nach wie vor unklar (eine Übersicht möglicher Funktionen bietet [115]). APP

wurde mit Zelladhäsion [116], Synaptogenese [117] sowie neuronaler Migration [118] in

Verbindung gebracht. Die möglichen Funktionen der Spaltprodukte werden in Abschnitt

1.4 über die APP-Prozessierung abgehandelt.

Untersuchungen an Mausmodellen lassen auf funktionelle Überschneidungen von

APP, APLP1 und APLP2 schließen. So führen Einzeldeletionen lediglich zu milden

Verhaltens- und neuronalen Defiziten [119–122]. Interessanterweise sind kombinierte De-

letionen nur dann letal, wenn sie APLP2 einschließen, dessen Fehlen offenbar nicht kom-

pensiert werden kann. So sterben APLP2- und APP-defiziente Mäuse kurz nach der

Geburt und zeigen Störungen in der Entwicklung neuromuskulärer Synapsen [123]. Der

Phänotyp dreifach deletierter Mäuse weist zusätzlich eine kortikale Dysplasie, ähnlich

der Lissencephalie beim Menschen, auf, die vermutlich auf einer gestörten neuronalen

Migration beruht [124].

1.4 Die APP Prozessierung

APP wird während seines sekretorischen Transportwegs posttransalational modifiziert

und unterliegt dabei einer sequentiellen Proteolyse. Dabei kann entweder der nicht-

amyloidogene oder der amyloidogene Weg eingeschlagen werden, wobei nur der Letz-

tere zur Sekretion von Aβ führt (siehe Abb. 2). Im nicht-amyloidogenen Weg wird das

Volllängenprotein zuerst durch die α-Secretase in ein lösliches APPα (sAPPα, engl.
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Abbildung 2: Schematische Übersicht der proteolytischen APP-Prozessierung. Die
Aβ-Domäne ist rot hervorgehoben. α, β sowie γ kennzeichnen die jeweiligen Schnittstellen der
entsprechenden Sekretasen. Nicht-amyloidogener und amyloidogener Weg sind durch Pfeile an-
gedeutet.

soluble APPα) und das in der Membran verbleibende APP-αC-terminale Fragment

(APP-αCTF) gespalten. Die α-Schnittstelle liegt innerhalb der Aβ-Domäne und schließt

dadurch die Bildung von Aβ aus [125, 126] (siehe Abb. 2 und 3). Das APP-αCTF wird

anschließend von der γ-Sekretase geschnitten, was in der Freisetzung der intrazellulären

Domäne des APP (AICD, engl. APP intracellular domain) in das Cytosol [127] sowie der

Sekretion des p3-Fragments in den extrazellulären Raum resultiert [128, 129]. Im amy-

loidogenen Weg dagegen wird APP von der β-Sekretase in das lösliche sAPPβ (sAPPβ,

engl. soluble APPβ) [114, 130] und das APP-βCTF [111] gespalten. Das APP-βCTF

wird ebenfalls durch die γ-Sekretase gespalten, was wiederum zur Bildung der AICD

sowie der Sekretion des Aβ-Peptids führt.

1.4.1 Die α-Sekretase

Die Prozessierung von APP durch die α-Sekretase findet konstitutiv an der Zellmembran

statt [125,126]. Lange Zeit war die genaue Identität der α-Sekretase unbekannt, für meh-

rere Proteasen aus der ADAM-Familie (engl. A disintegrin and metalloproteinase) insbe-

sondere ADAM9 [131], ADAM10 [132] und ADAM17 (auch TACE, engl. Tumor necro-

sis factor-α convertase) [133] wurde α-Sekretaseaktivität nachgewiesen. Kürzlich konnte

gezeigt werden, dass für die konstitutive α-Sekretaseaktivität in Neuronen ADAM10 ver-

antwortlich ist [134,135]. Die zur Familie der Zink-Metalloproteasen gehörenden ADAMs

besitzen ein großes Substratspektrum, darunter Wachstumsfaktoren wie Notch und Ephri-
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Abbildung 3: Lokalisation der β-, α- und γ-Schnittstellen. Die TMD ist grün unterlegt.
Die Nummerierung orientiert sich an der Aβ-Sequenz. Die Pfeile kennzeichnen die Schnittstellen
der jeweiligen Sekretase. Die γ-Sekretase scheidet sequentiell an mehreren Schnittstellen (siehe
1.4.3 für eine detaillierte Beschreibung).

ne, Zelladhäsionsmoleküle wie N- und E-Cadherin sowie Entzündungsmediatoren wie

TNFα [136, 137]. In Mäusen, die eine APP-FAD-Mutante überexprimieren, führt die

zusätzliche Überexpression von ADAM10 zur Reduktion von Aβ sowie Amyloidplaques

[138]. Daher wird die pharmakologische Stimulation der α-Sekretase als therapeutische

Option diskutiert [139]. Aufgrund des breiten Substratspektrums ist dieser Ansatz je-

doch kritisch zu sehen, insbesondere im Hinblick auf mögliche onkogene Nebenwirkungen

durch verstärkte Aktivierung von Wachstumsfaktoren [140].

Dem bei der α-Spaltung freigesetzten sAPPα werden neuroprotektive Eigenschaften

zugeschrieben [141–144]. So soll es unter anderem stimulierende Wirkung auf Neuri-

tenwachstum [145–147] und Synaptogenese [148, 149] haben (eine gute Übersicht bie-

tet [150]). Expression des sAPPα kann den milden Phänotyp APP-defizienter Mäuse

kompensieren [151] sowie die Letalität zusätzlicher APLP2-Defizienz aufheben [152]. In-

teressanterweise werden dem 16 AS kürzeren sAPPβ deutlich geringere neuroprotektive

Eigenschaften zugeschrieben [143] (siehe 1.4.2). So kann die APP/APLP2-Defizienz nicht

durch das sAPPβ kompensiert werden [153].

1.4.2 Die β-Sekretase

BACE1 (engl. β-site APP cleaving enzyme) ist eine Aspartylprotease mit einem klas-

sischen D(T/S)G(T/S)-Motiv im aktiven Zentrum [154–158]. Aufgrund des sauren pH-

Optimums wird β-Sekretaseaktivität vor allem in Endosomen und späten Golgi-Kompar-

timenten beobachtet [159–161]. BACE1 wird in vielen Geweben exprimiert, besonders

stark jedoch im Gehirn [156, 158, 162], wobei sich die cerebrale Expression unter phy-

siologischen Bedingungen weitgehend auf Neuronen beschränkt [154]. BACE1 spaltet

humanes APP nicht nur vor AS 1 der Aβ-Sequenz, sondern auch vor AS 11 [156, 163]

(siehe Abb.3). Die an der β-Schnittstelle lokalisierte schwedische APP-FAD-Mutation

(APPsw) K670M671/N670L671 (APP770 Nummerierung) [41,164] bewirkt eine effiziente-
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re Spaltung durch die β-Sekretase [41]. Das homologe BACE2 besitzt ebenfalls schwache

β-Sekretaseaktivität, spaltet jedoch hauptsächlich vor den AS-Positionen 20 und 21 nahe

der α-Schnittstelle [165] und wird im Gehirn nur schwach exprimiert [165,166].

Entgegen früherer Ansicht prozessiert BACE1 eine große Anzahl verschiedener Sub-

strate [167, 168], neben APP unter anderem auch APLP1 und 2 [169, 170], Neuregulin-

1 [171–173] und -3 [173] sowie den Interleukinrezeptor-1 Typ 2 [174]. Überraschender-

weise zeigten BACE1-defiziente Mäuse in ersten Untersuchungen keinen ausgeprägten

Phänotyp [175–177]. Erst in weiteren Studien wurden leichte Verhaltensauffälligkei-

ten [178], eine erniedrigte Krampfschwelle [179] sowie eine Schädigung der retinalen

Photorezeptoren [180] beschrieben. Überdies zeigen diese Mäuse eine stark gestörte

Myelinisierung im peripheren Nervensystem [171], jedoch nicht im ZNS [172]. Dieser

Phänotyp ist höchstwahrscheinlich auf die fehlende Prozessierung von Neuregulin-1 [171],

das bei der Myelinisierung peripherer Nerven von besonderer funktioneller Bedeutung

ist [181], zurückzuführen. BACE1-defiziente Mäuse bilden kein Aβ [175–177] und Deleti-

on von BACE1 in Mäusen, die eine APP-FAD- oder zusätzlich eine PS1-FAD-Mutation

überexprimieren, verhindert Ausbildung der typischen Plaquepathologie [182, 183]. Die

Entwicklung von β-Sekretaseinhibitoren scheint daher eine attraktive therapeutische

Strategie zu sein (eine gute Übersicht bietet [184]). Bei der wachsenden Anzahl be-

kannter Substrate [168, 185] bleibt aber abzuwarten, ob sich der therapeutische Einsatz

von BACE1-Inhibitoren beim Menschen als unbedenklich erweisen wird. So entwickelten

Ratten, denen ein BACE1-Inhibitor oral verabreicht wurde, Schädigungen der retinalen

Photorezeptoren [186]. Darüber hinaus ist die Entwicklung spezifischer β-Sekretasein-

hibitoren, die gute pharmakologische Eigenschaften aufweisen, mit einigen Problemen

behaftet. Zum einen ist die Struktur des aktiven Zentrums ungewöhnlich groß [187], was

die Entwicklung spezifischer Inhibitoren erschwert, zum anderen konnten erst wenige In-

hibitoren mit guten pharmakokinetischen Eigenschaften, wie z.B. eine gute Penetration

der Blut-Hirn-Schranke, entwickelt werden [184,186].

Die physiologische Funktion von sAPPβ ist derzeit umstritten. So wurde einerseits

eine stimulierende Wirkung auf das Wachstum von Axonen beschrieben [188], jedoch

wird die neuroprotektive Potenz von sAPPβ deutlich schwächer als die des sAPPα ein-

gestuft [143].

1.4.3 Die sequentielle Prozessierung durch die γ-Sekretase

Bei der proteolytischen Spaltung der APP-CTFs durch die γ-Sekretase handelt es sich

um einen sequentiellen Prozess (siehe Abb. 4) [189]. Zunächst wird durch den sogenann-

ten ε-Schnitt an der luminalen Seite der TMD die 50 oder 51 AS lange AICD ins Cytosol

freigesetzt [190–193].
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Abbildung 4: Sequentielle Spaltung des APP-βCTFs durch die γ-Sekretase. Die TMD
ist grün unterlegt. Links ist die Nebenproduktlinie ausgehend von AICDε48 dargestellt, rechts
die deutlich häufiger genutzte Hauptproduktlinie von AICDε49. In geringen Mengen wird aus
Aβ40 durch Abspaltung eines weiteren Tripeptids Aβ37 gebildet (nicht gezeigt).

Die verbleibenden Fragmente werden anschließend weiter durch die γ-Sekretase pro-

zessiert, bis sie aus der Membran entweichen können. Prozessierung des αCTF führt

dabei zur Sekretion des p3 Peptids [129, 159], für das bisher noch keine Funktion be-

schrieben wurde; es scheint weder neurotoxische Eigenschaften zu besitzen noch zu

Oligomeren zu aggregieren [194]. Von den βCTFs werden an der sogenannten ζ- und

schließlich der γ-Schnittstelle sukzessive Tripeptide abgespalten [195–197] (siehe Abb.

4). Beginnend mit der ε-Spaltung nach AS 48 oder AS 49 existieren zwei Produktlinien,

wobei ε49 die Hauptschnittstelle darstellt [198]. Aus Aβ49 entsteht primär Aβ40 und

aus Aβ48 primär Aβ42, aus dem durch Abspaltung eines Tetrapeptids Aβ38 gebildet

werden kann [189,195]. Dabei ist zu beachten, dass dies die Situation für WT-γ-Sekreta-

se reflektiert. Bei FAD-Mutationen in PS [199–201], der katalytischen Untereinheit des

γ-Sekretasekomplexes (siehe 1.5.1), und auch in APP [202] ist eine Erhöhung von Aβ42

nicht zwingend mit einer Absenkung von Aβ38 verbunden. Erwähnenswert ist, dass der

bei vielen PS-Mutanten beobachtete Aktivitätsverlust nicht zwangsläufig im Sinne einer

verlangsamten Prozessivität an die Produktion von längeren Aβ-Spezies gekoppelt sein

muss [51, 203]. Physiologisch ist Aβ40 mit einem Anteil von 75-85% die Hauptspezies,

Aβ38 und Aβ42 stellen jeweils ca. 5-10%, während Aβ37 und Aβ43 nur in sehr geringen
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Mengen gebildet werden [42,199,204].

Die funktionelle Bedeutung der AICD wird nach wie vor kontrovers diskutiert; un-

ter anderem wurden regulatorische Funktionen bei der Genexpression, Apoptose sowie

Cytoskelettdynamik postuliert (eine gute Übersicht bietet [205]). Ob die AICD direkt die

Transkription von Zielgenen im Zellkern reguliert [206,207], ist jedoch umstritten [208].

Insbesondere der rasche Abbau der AICD durch das IDE (Insulin-abbauendes Enzym,

engl. insulin degrading enzyme) erschwert seine funktionelle Analyse [209, 210]. Ob die

Aβ-Peptide physiologische Funktionen besitzen, ist ebenfalls umstritten. So sollen Aβ-

Monomere neuroprotektive Eigenschaften besitzen [211], indem sie Neurone vor exzessi-

ver synaptischer Übertragung schützen [212] und die neuronale Differenzierung beeinflus-

sen [213,214]. Entgegen der früheren Auffassung ist die Bildung von Aβ per se kein patho-

logisches Ereignis, sondern ein physiologischer Prozess. So kann Aβ sowohl im Medium

kultivierter Zellen [159,215–217] als auch im Liquor cerebrospinalis (CSF, engl. cerebral

spinal fluid) von kognitiv unauffälligen Probanden nachgewiesen werden [215,216].

1.5 Die γ-Sekretase

Die γ-Sekretase katalysiert den letzten Schritt der APP-Prozessierung, der in der Sekreti-

on von Aβ resultiert. Bei der γ-Sekretase handelt es sich um einen Proteinkomplex, beste-

hend aus vier Untereinheiten: PS1 oder 2, APH-1aS, 1aL oder 1b (engl. anterior pharynx

defective phenotype 1), PEN-2 (engl. presenilin enhancer-2) und Nicastrin (NCT), die

vermutlich in einer 1:1:1:1 Stöchiometrie im Komplex vorliegen [220] (siehe Abb. 5).

Die vier Untereinheiten sind integrale Membranproteine und essentiell sowie ausrei-

chend für die γ-Sekretaseaktivität [221–224]. Das addierte Molekulargewicht der vier

Untereinheiten entspricht etwa 200-250 kDa, allerdings läuft der γ-Sekretasekomplex

auf nativen Gelen bei ca. 500 kDa [220, 225–228]. Dies könnte auf dimere Komple-

xe [229] oder zusätzliche Kofaktoren zurückzuführen sein. Untersuchungen mit Raster-

Transmissionselektronenmikroskopie (STEM, engl. scanning transmission electron micro-

scopy) schätzen die Masse des Komplexes allerdings auf 230 kDa [230]. Da die γ-Sekretase

noch nicht für eine Röntgenstrukturanalyse kristallisiert werden konnte, stützen sich

Strukturmodelle der γ-Sekretase derzeit auf diverse Elektronenmikroskopie-Techniken

[230–232]. Diese Modelle schlagen eine sphärische Struktur für den Komplex mit einem

Durchmesser von etwa 100 Å mit einer [232] oder mehreren [230,231] membranspannen-

den, wasserzugänglichen Pore(n) vor. Das aktive Zentrum soll in einer dieser Kavitäten

liegen [232]. Dies steht in Einklang mit Studien, die biochemisch zeigen konnten, dass

die zum aktiven Zentrum gehörenden TMDs 6, 7 und 9 wasserzugänglich sind [233–235].
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Abbildung 5: Schematische Übersicht des γ-Sekretasekomplexes. Gezeigt ist der Kom-
plex bestehend aus den vier essentiellen Komponenten Presenilin (PS), Nicastrin (NCT), PEN-2
und APH-1. Der mature Komplex ist durch die glykosylierte Ektodomäne von NCT sowie das
(auto)endoproteolytisch in das N-terminale (NTF) und das C-terminale Fragment (CTF) ge-
spaltene Presenilin 1 bzw. 2 (PS1/PS2) gekennzeichnet. Die beiden katalytischen Aspartate (D)
befinden sich in den TMDs 6 und 7 von PS, die hellgrün hervorgehoben sind. Die konservier-
ten Motive in den TMDs 6, 7 und 9 von PS bilden das aktive Zentrum der Protease. NCT,
APH-1 und PEN-2 sind weniger für die katalytische Aktivität, sondern vielmehr für Reifung und
Stabilität des Komplexes von Bedeutung [218]. Modifiziert nach [219].

1.5.1 Komponenten des γ-Sekretasekomplexes

1.5.1.1 Presenilin

Die Preseniline wurden im Rahmen von genetischen Kopplungsanalysen von familiären

Alzheimer-Fällen entdeckt und stellen die katalytische Untereinheit der γ-Sekretase dar.

Die beiden Homologe PS1 und PS2 weisen etwa 63% Sequenzidentität auf [40] und

kommen nicht innerhalb desselben γ-Sekretasekomplexes vor [236–238]. Sie besitzen eine

9-TMD-Topologie, wobei der N-Terminus ins Cytosol, der C-Terminus ins Lumen ragt

[239–244] (siehe Abb. 5).

PS ist eine ungewöhnliche Aspartylprotease [245, 246], deren katalytische Aspartate

sich in den TMDs 6 und 7 innerhalb der Membran befinden [247–249]. Die γ-Sekretase-

aktivität lässt sich durch Inhibitoren gegen Aspartatproteasen hemmen [245, 246] und

die katalytischen Aspartate können direkt mit Übergangszustandsanaloga [250,251] und

allosterischen Inhibitoren [252] photoaffinitätsmarkiert werden. Wie bereits erwähnt,

erhöhen FAD-Mutationen in PS1 und 2 das Verhältnis von Aβ42/Aβ40 [42,43,253–255].
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Aufgrund der entscheidenden Bedeutung von PS1 im Notch-Signalweg [256,257] sterben

PS1-defiziente Mäuse bereits während der Embryonalentwicklung [258]. PS2-Defizienz

dagegen führt lediglich zu einem mildem Phänotyp [248,259]. Interessanterweise wird der

Phänotyp der PS1-Defizienz durch zusätzliche Ausschaltung eines oder beider PS2-Gene

deutlich verstärkt [259, 260], was neben überlappenden auch für distinkte Funktionen

von PS1 und PS2 spricht, wobei nur PS1 den Verlust von PS2 weitgehend kompensieren

kann.

Während der Reifung der γ-Sekretase unterliegt PS einer endoproteolytischen Spal-

tung in ein ca. 30 kDa großes NTF und ein ca. 20 kDa großes CTF [261], die als

Heterodimer Bestandteil des maturen γ-Sekretasekomplexes sind [236, 262–264]. Frei-

es PS-Holoprotein wird rasch abgebaut [265, 266]. Bei der Endoproteolyse handelt es

sich höchstwahrscheinlich um einen autokatalytischen Prozess [221]. Kürzlich wurde ge-

zeigt, dass die Endoproteolyse ähnlich wie die sequentielle Spaltung von APP schrittweise

und jeweils im Abstand von drei AS erfolgt [267]. Allerdings ist die PS-Endoproteolyse

keine unabdingbare Voraussetzung der γ-Sekretaseaktivität, da es proteolytische aktive

PS1-Mutanten mit gestörter Endoproteolyse gibt [268, 269]. Des Weiteren wurden PS1-

Mutanten mit ungestörter Endoproteolyse, aber stark reduzierter Substratumsetzung

beschrieben [267,270].

Die Preseniline gehören zu einer Familie ungewöhnlicher Aspartatproteasen, die an-

statt des klassischen D(T/S)G(S/T)-Motivs durch ein GxGD-Motiv im aktiven Zentrum

charakterisiert sind (GLGD-Motiv in PS TMD 7, siehe Abb. 5) [270]. Die beiden Gly-

cine des GxGD-Motivs sind hochkonserviert und kritisch für die katalytische Aktivität.

Beide Positionen erfordern kurze Seitenketten, so dass lediglich Mutationen zu Alanin

toleriert werden, die jedoch die Schnittspezifität in Richtung der langen Spezies Aβ42/43

verschieben [270,271]. Tatsächlich handelt es sich bei PS1 G384A um eine FAD-Mutation

mit sehr frühem Krankheitsbeginn [272]. Position x, L383 in PS, scheint flexibler zu sein

und ist möglicherweise bei der Selektion von Substraten von Bedeutung [273]. Daneben

existiert noch ein konserviertes PxL-Motiv in TMD 9 (PAL-Motiv in PS1), das kritisch

für die γ-Sekretaseaktivität ist [269, 274, 275]. Es wurde gezeigt, dass das aktive Zen-

trum von PS in einer wasserzugänglichen Pore liegt, an deren Bildung sowohl die beiden

katalytischen Aspartate in den TMDs 6 und 7 als auch Teile von TMD 9 um das PAL-

Motiv involviert sind [235,276]. Weiterhin wurde gezeigt, dass auch TMD 1 Einfluss auf

die katalytische Aktivität hat [277] und sich räumlich sehr nahe am aktiven Zentrum

befindet. So konnten bestimmte AS aus der TMD 1 mit L383 des GxGD- und L435 des

PAL-Motivs quervernetzt werden [278].

Den Presenilinen werden weitere γ-Sekretase-unabhängige Funktionen zugeschrieben

(eine gute Übersicht bietet [279]). Unter anderem sollen sie am intrazellulären Transport
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von Proteinen [280], wie beispielsweise β-Catenin, einer wichtigen Komponente des Wnt-

Signalwegs [281,282], beteiligt sein. Darüber hinaus wurde PS als passiver Ca2+-Kanal im

endoplasmatischen Retikulum (ER) beschrieben [283] sowie mit dem Prozess der Auto-

phagie in Zusammenhang gebracht [284, 285]. Die beiden letzteren Funktionen wurden

aber in jüngsten Studien angezweifelt [286–288].

1.5.1.2 Nicastrin (NCT), APH-1 und PEN-2

NCT ist ein Typ-I-Glykoprotein und mit etwa 110 kDa die größte Untereinheit des γ-

Sekretasekomplexes. Es wurde in Koimmunpräzipitationstudien als Interaktionspartner

von PS1 und PS2 identifiziert [289] und erwies sich wie PS als essentielle Komponente

des Notch-Signalwegs in verschiedenen Modellorganismen [290–293]. NCT zeichnet sich

durch eine große thermostabile Ektodomäne aus [294], die während des sekretorischen

Transportwegs komplex glykosyliert wird [210,295,296] (siehe Abb. 5). Neben der Endo-

proteolyse von PS ist komplex glykosyliertes NCT Indikator des maturen γ-Sekretase-

komplexes [297]. NCT soll als Rezeptor für γ-Sekretasesubstrate fungieren, indem seine

Ektodomäne an die zuvor durch α- oder β-Spaltung verkürzten N-Termini bindet [298].

Diese Funktion ist allerdings sehr umstritten [299] und wird im Detail in Kapitel 1.6.3

über die Substratselektion der γ-Sekretase besprochen.

APH-1 ist ein zirka 20 kDa großes Protein mit 7 TMDs und aufgrund seiner kur-

zen extramembranösen Bereiche stark hydrophob [300] (siehe Abb.5). Es scheint vor

allem der Stabilisierung des Komplexes zu dienen [301–303], wobei ein GxxxG-Motiv in

TMD 4 [304–306] sowie zwei konservierte Histidinreste in TMD 5 und 6 von essentieller

Bedeutung sind [306, 307]. Im Menschen existieren die beiden Homologe APH-1a und

1b, die zirka 59% Sequenzidentität aufweisen [308]. Von APH-1a werden zusätzlich zwei

Spleißvarianten APH-1aS und APH-1aL (von engl. short und long) gebildet [308, 309].

Die APH-1 Varianten treten nicht zusammen in einem γ-Sekretasekomplex auf [238,310],

so dass in Kombination mit PS1 und 2 sechs verschiedene γ-Sekretasekomplexe vorkom-

men, wobei Komplexe mit PS1 eine gut doppelt so hohe proteolytische Aktivität aufwei-

sen wie Komplexe mit PS2 [311]. Allerdings produzieren alle Komplexe unabhängig von

der APH-1-Variante pathologische Aβ42-Spezies bei Expression einer PS1- oder PS2-

FAD-Mutation [238].

PEN-2 ist mit einem Molekulargewicht von 12 kDa die kleinste Untereinheit des γ-Se-

kretasekomplexes und besitzt eine Haarnadeltopologie [312] (siehe Abb.5). Funktionell ist

PEN-2 für die Reifung und Stabilisierung des γ-Sekretasekomplexes von Bedeutung, in-

dem es die Endoproteolyse von PS einleitet [222] und die Stabilität des entstandenen PS-

NTF/CTF-Heterodimers vermittelt [313–315]. Überdies reguliert PEN-2 den Transport

des assemblierten γ-Sekretasekomplexes aus dem ER durch ein ER-Retentionssignal,
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das im distalen Bereich seiner TMD 1 lokalisiert ist [316]. PEN-2-Defizienz entspricht

dem Phänotyp Notch-defizienter Mäuse, was die essentielle Bedeutung von PEN-2 im

γ-Sekretasekomplex unterstreicht [317].

1.6 Substrate der γ-Sekretase

Bisher sind über 88 Proteine als γ-Sekretase-Substrate identifiziert worden (gute Über-

sichten bieten [318, 319]), deren gemeinsames Merkmal die Typ-I-Topologie ist. Un-

bestätigte Ausnahmen dieser Regel sind das Typ-II-Protein β1,6-Acetylglukosamintrans-

ferase [320] und die polytope Glutamatrezeptoruntereinheit 3 [321]. Ein funktionell be-

sonders bedeutsames Substrat ist Notch [322](siehe 1.6.1), das für die Zelldifferenzierung

und Zellerneuerung von eminenter Bedeutung ist [323].

Die γ-Sekretase kann nur Substrate mit kurzen N-Termini effizient spalten [324].

Daher müssen Substrate mit großen Ektodomänen erst durch so genannte Sheddasen

verkürzt werden, bevor sie von der γ-Sekretase prozessiert werden können. Die Prozes-

sierung durch die γ-Sekretase scheint meist ähnlich wie bei APP nahe der cytoplas-

matischen Grenze innerhalb der TMD zu beginnen und sequentiell zu verlaufen. Da die

γ-Sekretase Substrate nur dann spalten kann, nachdem die N-Termini durch Ectodomain

Shedding verkürzt wurden, wird dieser Prozess als
”
Regulierte Intramembranproteolyse“

bezeichnet.

Da die γ-Sekretase keine spezifische Erkennungssequenz hat, ist es noch weitge-

hend unklar, was Substrate von Nicht-Substrat-Typ-I-Membranproteinen unterschei-

det [318, 325]. Einige Studien zeigten, dass die TMD und juxtamembran-Bereiche von

Substraten Einfluss auf die γ-Sekretaseaktivität nehmen können [325–327]; allerdings wa-

ren in anderen Untersuchungen sowohl der C- [328,329] als auch der N-Terminus [330] für

die Prozessierung entbehrlich. Wieder eine andere Studie postulierte, dass die luminalen

polaren Seitenketten S26 und K28 essentiell für die γ-Spaltung seien [327]. Dies konnte

jedoch nicht bestätigt werden [202,329,331]. Wahrscheinlich ist die γ-Sekretaseaktivität

weniger an bestimmte Sequenzbedingungen geknüpft, sondern vielmehr an die Konfor-

mation der TMD.

Aufgrund ihres breiten Spektrums an Substraten ist die γ-Sekretase auch als
”
Pro-

teasom der Membran“ bezeichnet worden [332]. Dieses Konzept erwies sich allerdings als

zu kurz gegriffen, nachdem immer mehr Substrate entdeckt worden waren, deren ICDs

sowohl bei der Signaltransduktion als auch der Genregulation mitwirken. Für viele Sub-

strate ist allerdings nicht bekannt, ob der ICD oder den Aβ-entsprechenden sekretierten

Peptiden funktionelle Bedeutung zukommt, so dass der Abbau von TMDs durchaus eine

der Hauptfunktionen der γ-Sekretase sein könnte.

Weitere wichtige Substrate neben APP und Notch sind die Zelladhäsionsmoleküle
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Abbildung 6: Schematische Übersicht der proteolytischen Notch-Prozessierung. Die
Notch-β (Nβ)-Domäne ist blau hervorgehoben. Die S1-Spaltung findet während der Reifung
im Golgi-Apparat statt. Der mature Notch-Rezeptor erreicht die Plasmamembran und nach
Bindung eines Liganden (hier nicht gezeigt) wird die Ektodomäne an S2 abgespalten. NEXT
wird daraufhin von der γ-Sekretase an S3 und S4 prozessiert, was zur Freisetzung der NICD
ins Cytosol und des Nβ-Peptids in den extrazellulären Raum führt. Die NICD transloziert in
den Zellkern und aktiviert dort die Transkription von Zielgenen, die große Bedeutung für die
Differenzierung von Zellen und Geweben haben.

CD44 [333] und N- und E-Cadherin [334,335] sowie eine Reihe von Wachstumsfaktoren

wie z.B. Erb-B4 [336], die Zellproliferation und Differenzierung regulieren. Auf Notch

und CD44 wird in den folgenden beiden Kapiteln näher eingegangen.

1.6.1 Notch

Notch, ein etwa 300 kDa großes Typ-I-Membranrezeptorprotein, ist eines der wichtigsten

und neben APP am besten untersuchten Substrate der γ-Sekretase (eine gute Über-

sicht bietet [323]). Physiologisch ist Notch für Prozesse der Zelldifferenzierung vor allem

während der Embryonalentwicklung, aber auch im adulten Organismus von essentiel-

ler Bedeutung [337, 338]. Im Menschen existieren vier Homologe, Notch 1-4, die alle

ähnlich prozessiert werden [339] (siehe Abb. 6). Auf seinem Weg durch den sekreto-

rischen Transportweg wird Notch durch Furin an der S1-Stelle in zwei Fragmente ge-

spalten. Diese bleiben zunächst als Heterodimer assoziiert und erreichen als maturer

Rezeptor die Plasmamembran [340, 341]. Der mature Notch-Rezeptor wird durch Bin-

dung der Liganden aus der DSL Familie (Delta, Serrate und Lag-2) aktiviert [342], de-

ren Bindung die Abspaltung der Ektodomäne durch ADAM10 [343,344] oder ADAM17

(auch TACE) [345,346] an der S2-Schnittstelle auslöst, wobei ADAM10 dabei von größe-
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rer physiologischer Bedeutung zu sein scheint [347, 348]. Der verbleibende N-Terminus

(NEXT, engl. notch extracellular truncation), wird im Anschluss von der γ-Sekretase

innerhalb der TMD prozessiert [322, 349, 350]. Analog zur ε- und γ-Spaltung bei APP

wird zunächst durch die S3-Spaltung der C-Terminus (NICD, engl. Notch intracellular

domain) ins Zellinnere entlassen. Nach Translokation in den Zellkern reguliert die NICD

als Transkriptionsfaktor die Genexpression [322,351]. Anschließend spaltet die γ-Sekre-

tase an der S4-Schnittstelle das Notchβ (Nβ)-Peptid, für das bisher noch keine Funktion

beschrieben wurde, ab [352, 353]. Wie bei der Prozessierung von APP sind sowohl S3-

als auch S4-Spaltung nicht präzise, daher resultieren NICD-Fragmente bzw. Nβ-Peptide

unterschiedlicher Länge [323].

Störungen im Notch-Signalweg können diverse pathologische Prozesse, wie Entwick-

lungsstörungen und Tumore, zur Folge haben (eine gute Übersicht bietet [354]). Auf-

grund der Bedeutung des Notch-Signalwegs bei der Genese von Tumoren sind γ-Sekre-

taseinhibitoren als Cytostatika in klinischer Erprobung [355]. Darüber hinaus verursa-

chen Mutationen im Notch3-Gen die cerebrale autosomal-dominante Arteriopathie mit

subkortikalen Infarkten und Leukencephalopathie (CADASIL) [356].

1.6.2 CD44

CD44 ist ein stark glykosyliertes Typ-I-Membranprotein, das als Adhäsionsmolekül der

Plasmamembran Zellkontakte mit der extrazellulären Matrix (EZM) vermittelt [357]

(eine gute Übersicht bietet [358]). Es wird ubiquitär exprimiert und bindet an verschie-

denste Komponenten der EZM, insbesondere Hyaluronsäure [359]. CD44 ist in viele

zellbiologische Prozesse wie Zellmigration, Proliferation und Apoptose involviert, was

seine Bedeutung für die Wundheilung, die Immunregulation sowie die Metastasierung

von Tumoren erklärt [360–363].

Die Prozessierung von CD44 beginnt mit der Abspaltung der Ektodomäne durch

ADAM10, ADAM17 oder Matrix-Metalloproteasen [364–366]. Es wird vermutet, dass

die sekretierte Form sCD44 (engl. soluble CD44 ) die Interaktion mit der EZM während

der Zellmigration reguliert [367]; zudem ist sCD44 bei einigen Tumoren erhöht [368]. Das

verbleibende CD44-CTF wird von der γ-Sekretase innerhalb der Membran prozessiert,

was zur Freisetzung der CD44-ICD in das Cytosol und zur Sekretion des CD44β-Peptids

in den extrazellulären Raum führt [333]. Die ICD fungiert nach Translokation in den

Zellkern als Transkriptionsfaktor [369, 370]. Dadurch ist CD44 unter anderem an der

Regulation der Genexpression glykolytischer Enzyme [370], der Matrix-Metalloprotease-

9 [370] sowie von CD44 selbst [369] beteiligt.
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1.6.3 Substratselektion der γ-Sekretase

Der Mechanismus der Substratbindung durch den γ-Sekretasekomplex ist noch weitge-

hend unverstanden. Wie bereits erwähnt, wurde NCT als potentieller Substratrezeptor

vorgeschlagen [298]. Demnach soll ein konservierter Glutamatrest in AS-Position 333

(E333) innerhalb der Ektodomäne mit seiner Carboxygruppe mit der Aminogruppe am

freien N-Terminus von γ-Sekretasesubstraten interagieren [298, 330]. Allerdings könnte

E333 auch lediglich kritisch für die Reifung des Komplexes sein und weniger für die Sub-

straterkennung [299,371]. Weiterhin spricht gegen eine Funktion als Substratrezeptor die

Beobachtung, dass ein sehr instabiler trimerer γ-Sekretasekomplex in Abwesenheit von

NCT geringe proteolytische Aktivität aufweist [372]. Es ist jedoch schwer zu trennen, ob

die reduzierte Aktivität nur auf der Instabilität des Komplexes beruht oder auch auf einer

gestörten Substraterkennung. Antikörper-vermittelte Blockade der NCT-Ektodomäne

beeinträchtigt jedoch die γ-Sekretaseaktivität bei ungestörter Maturierung [372, 373];

dies könnte auf eine gestörte NCT-Substrat-Interaktion hinweisen.

Kürzlich wurde auch APH-1 mit der Bindung von Substraten in Verbindung gebracht

[374]. Ob es sich dabei um spezifische Interaktionen handelt, ist jedoch äußerst fraglich,

da einerseits stark hydrophobe Proteine wie APH-1 zu unspezifischen Wechselwirkungen

neigen und andererseits auch eine Interaktion von APH-1 mit dem APP-Volllängenpro-

tein, das kein direktes γ-Sekretasesubstrat darstellt, beschrieben wurde [374].

Unabhängig von einer potentiell initialen Bindung an NCT wurde eine weitere, di-

stinkte Bindungsstelle innerhalb des PS-Moleküls postuliert [375, 376]. Erste Hinwei-

se auf diese sogenannte Docking Site lieferten Studien mit Übergangszustandsanaloga-

Inhibitoren, die direkt an das aktive Zentrum der γ-Sekretase binden [250,251]. Studien

zur Enzymkinetik zeigten, dass die Hemmung der γ-Sekretase durch Übergangszustands-

analoga der charakteristischen Kinetik nicht-kompetitiver Inhibitoren folgt [376, 377].

Dies deutet darauf hin, dass Substrate trotz Blockade des aktiven Zentrums an den

Komplex binden können. Würden nämlich γ-Sekretasesubstrate mit Übergangszustands-

analoga um die Bindung am aktiven Zentrum konkurrieren, wäre die typische Kinetik

kompetitiver Hemmstoffe zu erwarten [376]. Dies steht in Einklang mit dem Befund, dass

γ-Sekretasekomplexe, die mit Hilfe solcher Inhibitoren isoliert wurden, mit APP-CTFs -

also Substraten - assoziiert waren [375,378]. Mittels Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie

(FLIM, engl. fluorescence lifetime imaging microscopy), die auf der quantitativen Mes-

sung von FRET (Förster-Resonanzenergietransfer)-Signalen beruht [379], wurde zudem

eine enge Assoziation von PS1 mit APP-CTFs sowie mit NEXT1, beides direkte γ-Se-

kretasesubstrate, in Anwesenheit von Übergangszustandsanaloga beobachtet [379, 380].

Des Weiteren wurde gezeigt, dass kurze 6-10 AS lange helikale Inhibitoren, die der APP-

TMD nachempfunden sind, mit der Docking Site interagieren und um die Bindung von
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Übergangszustandsanaloga nicht kompetitieren können [381, 382]. Mit Hilfe von Kom-

petitionsexperimenten mit Übergangszustandsanaloga und helikalen Peptidinhibitoren

unterschiedlicher Länge konnte die Lokalisation der Docking Site, an deren Bildung auch

die TMDs 2, 6 und 9 beteiligt sein sollen [276, 383, 384], auf wenige AS-Reste vom ak-

tiven Zentrum entfernt eingegrenzt werden [385]. Helikale Peptidinhibitoren mit einer

Länge von 13 AS sind im Gegensatz zu solchen mit einer Länge von 10 AS in der Lage,

die Bindung von Übergangszustandsanaloga zu verhindern, was darauf hinweist, dass sie

sowohl mit der Docking Site als auch mit dem aktiven Zentrum interagieren [385].

Die essentielle Bedeutung des hochkonservierten GxGD-Motivs in TMD 7 sowohl

für die katalytische Aktivität als auch für die Diskriminierung von Substraten [270,271,

273,386] steht in Einklang mit der unmittelbaren Nähe von katalytischem Zentrum und

Docking Site. Die beiden Glycine sind kritisch für die katalytische Aktivität [270, 271],

lediglich bei Mutationen zu Alanin bleibt die Aktivität erhalten, jedoch nicht für alle

Substrate [271]. Position x, L383 in PS1, ist für die Substratselektivität von Bedeutung

und könnte daher direkt an der Bildung der Docking Site beteiligt sein [273]. So wird

durch Mutation des GLGD-Motivs in PS1 zu einem GFGD-Motiv, wie es in der Natur

bei SPE-4 [387], einem PS-Homolog in C. elegans, vorkommt, die katalytische Aktivität

bezüglich Notch1 stark reduziert, die Prozessierung von APP wird dagegen nur we-

nig beeinträchtigt [273]. Ähnlich kritisch für die Aktivität sind auch die AS-Positionen

des konservierten PAL-Motivs [269, 274, 275], das sich räumlich sehr nahe am aktiven

Zentrum befindet [235, 276]. Die strengen Sequenzbedingungen sprechen für einen ent-

scheidenden Einfluss der konservierten GxGD- und PAL-Motive auf die für eine korrekte

Interaktion mit Substraten notwendige räumliche Struktur des aktiven Zentrums.

1.7 Die γ-Sekretase als therapeutischer Angriffspunkt

1.7.1 γ-Sekretaseinhibitoren (GSIs)

Gemäß der Amyloidkaskaden-Hypothese ist die Unterbindung der Aβ-Produktion die ef-

fektivste Therapiestrategie zur Prävention der Alzheimer-Erkrankung. Mittlerweile sind

sowohl eine Reihe von β-Sekretaseinhibitoren (siehe 1.4.2) als auch GSIs mit guten phar-

makokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften entwickelt worden, wobei die

klinische Erprobung der GSIs weiter fortgeschritten ist (eine gute Übersicht bietet [388]).

Die unselektive Inhibition der γ-Sekretase ist allerdings aufgrund der großen Anzahl

physiologischer Substrate höchst problematisch. Insbesondere die Hemmung des Notch-

Signalwegs ist mit ernsten gastrointestinalen [389–391] und immunmodulatorischen [392]

Nebenwirkungen verbunden sowie mit einem erhöhten Hautkrebsrisiko assoziiert [393].

Eine Phase-III-Studie mit dem GSI Semagacestat wurde trotz guter Ergebnisse in Phase-
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I/II-Studien [394,395] abgebrochen. Patienten, die mit Semagacestat behandelt wurden,

zeigten eine signifikante Verschlechterung ihrer Leistung in kognitiven Tests im Vergleich

zur Kontrollgruppe [388, 396], was ebenfalls mit der Notch-Inhibition zusammenhängen

könnte [397, 398]. Zudem wurde bei nachlassender Wirkung aufgrund der Akkumula-

tion von βCTFs, welche dann vermehrt von der γ-Sekretase prozessiert werden, eine

überschießende Aβ-Produktion beobachtet (Rebound -Effekt) [388,399].

Um Notch-bezogene Nebenwirkungen zu vermeiden, wurden Notch sparing GSIs ent-

wickelt, die APP deutlich stärker hemmen als Notch [388]. Potentiell problematisch ist

dabei, dass meist die NICD- mit der Aβ-Produktion verglichen wurde, die zudem mit

unterschiedlichen Assays bestimmt wurden [400]. Kürzlich wurde die Entwicklung des

Notch sparing GSIs Avagacestat [401, 402], dessen APP-Selektivität allerdings in Frage

gestellt wurde [58,403], aufgrund der Ergebnisse einer klinischen Phase-II-Studie einge-

stellt2. Generell ist auch bei diesen Substanzen nicht geklärt, inwieweit die Inhibition

der Spaltung anderer Substrate bzw. die Akkumulation ungeschnittener Substrate zur

Toxizität beitragen [404,405].

In einer Studie zeigten Mäuse, die APPsw überexprimieren, weder nach Behand-

lung mit Semagacestat noch mit Avagacestat Verbesserungen in kognitiven Tests [404].

Dies könnte sowohl auf der Akkumulation von APP-βCTFs als auch auf der Hemmung

weiterer Substrate beruhen; jedoch wurde bei der verwendeten Dosierung zumindest

der Notch-Signalweg nicht wesentlich beeinträchtigt [404]. Zudem verringerte chronische

GSI-Behandlung bei Mäusen die Dichte an dendritischen Dornen (engl. spines) [406].

Dieser Effekt wurde jedoch nicht bei APP-defizienten Mäusen beobachtet [406]. Diese

APP-Abhängigkeit könnte auf der Akkumulation der APP-CTFs beruhen. Insgesamt

lassen diese Befunde daran zweifeln, ob GSIs zur Therapie der Alzheimer-Erkrankung

Eingang in die klinische Praxis finden werden.

1.7.2 γ-Sekretasemodulatoren (GSMs)

Die GSMs stellen eine elegante Alternative zu GSIs dar und sind seit ihrer Entdeckung

Gegenstand intensiver Forschung [400]. GSMs senken die Spiegel der langen Aβ-Spezies

Aβ42/43, z.T. auch Aβ40 bei gleichzeitiger Erhöhung der kurzen Aβ38-Spezies, z.T. auch

Aβ37, ohne die Gesamtmenge der Aβ-Peptide zu verändern. Entscheidender Vorteil ist,

dass die ε-Spaltung, d.h. die ICD-Produktion, nicht beeinflusst wird [407,408], so dass der

Notch-Signalweg nicht beeinträchtigt wird. GSMs führen auch nicht zur Akkumulation

von APP-CTFs und daher auch nicht zu Rebound -Effekten [409], so dass im Vergleich

zu GSIs deutlich weniger Nebenwirkungen zu erwarten sind. Interessanterweise wurden

2http://www.bms.com/news/features/2012/Pages/AvagacestatDevelopmentStatus.aspx
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Abbildung 7: Strukturformeln ausgewählter GSMs. Sulindac Sulfid ist als klassisches
NSAID ein GSM der ersten Generation. Der deutlich potentere GSM-1 gehört aufgrund seines aci-
dischen Charakters bei fehlender COX-Inhibition zur Gruppe der NSAID-ähnlichen GSMs [199].
Die beiden GSMs von Eisai und TorreyPines sind Vertreter der verbrückten Aromaten und weisen
eine etwas stärkere Potenz als GSM-1 auf [412].

auch inverse GSMs entdeckt, die die Spiegel der langen Aβ42/43-Spezies erhöhen und die

kurzen senken [410,411].

GSMs der ersten Generation sind bestimmte nicht-steroidale Entzündungshemmer

(NSAIDs, engl., non-steroidal anti-inflammatory drugs) wie Ibuprofen oder Sulindac

Sulfid (Strukturformel siehe Abb. 7), nicht jedoch Aspirin oder Naproxen [407,413]. Die-

ser Entdeckung war die Beobachtung epidemiologischer Studien vorausgegangen, dass

die chronische Einnahme von NSAIDs mit einer geringeren Prävalenz der Alzheimer-

Erkrankung einhergeht [414–418]. Dies wurde zunächst auf die entzündungshemmenden

Eigenschaften der NSAIDs zurückgeführt, die auf der Inhibition der Cyclooxygenase

(COX) beruhen [419]. Die modulatorische Aktivität ist jedoch unabhängig von der inhi-

bitorischen Wirkung der NSAIDs auf die COX [407], vielmehr ist eine Carboxygruppe

im Molekül essentiell für die Modulation [420, 421]. Tarenflurbil, das R-Enantiomer des

NSAIDs Flurbiprofen, zeigte allerdings in einer Phase-III-Studie mit Alzheimerpatienten

keine positiven Effekte auf den Krankheitsverlauf [422]. Angesichts der geringen modu-

latorischen Potenz sowie der schlechten Gehirngängigkeit dieser Substanz ist dieser Be-
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fund jedoch nicht überraschend [388]. Außerdem befanden sich die Probanden bereits in

fortgeschrittenen Stadien der Demenz, die bereits mit irreversiblen Neuronenverlusten

assoziiert sind.

Mittlerweile wurden viele GSMs der zweiten Generation entwickelt, die über eine

deutlich stärkere modulatorische Potenz verfügen (eine gute Übersicht bietet [412]).

Zur Gruppe der NSAID-ähnlichen GSMs werden Substanzen gezählt, die bei fehlen-

der COX-Inhibition noch die Carboxygruppe der NSAIDs enthalten, aber strukturell

keine Verwandtschaft mit den konventionellen NSAIDs mehr aufweisen. Ein Vertreter

ist GSM-1 aus der Klasse der acidischen Piperidine von Merck (Strukturformel siehe

Abb. 7) [199]. In großangelegten Screenings wurde auch nach GSMs ohne Carboxy-

gruppe gesucht, die aufgrund ihrer Ladung die Passage durch die Blut-Hirn-Schranke

ungünstig beeinflusst. Interessanterweise kamen unterschiedliche Pharmaunternehmen

zu einer ähnlichen Grundstruktur, bestehend aus vier (heteroaromatischen) Ringen, die

direkt oder über sekundäre Amine miteinander verbunden sind und daher als verbrück-

te Aromaten bezeichnet werden. Abb. 7 zeigt die Strukturformeln von zwei Vertretern

dieser Substanzklasse, die auch in dieser Dissertation verwendet wurden. Anders als z.B.

GSM-1 senken diese auch Aβ40 und erhöhen Aβ37 [423,424].

Der Wirkmechanismus der GSMs ist noch nicht abschließend geklärt. Es wurde ge-

zeigt, dass GSMs als nicht-kompetitive Inhibitoren für Aβ42 wirken, was einen allosteri-

schen Mechanismus nahelegt [425,426]. Zudem induzieren sowohl das NSAID Ibuprofen

als auch der inverse Modulator Fenofibrat [427, 428] eine Konformationsänderung des

γ-Sekretase-komplexes. Dabei vergrößert sich der Abstand zwischen PS1-NTF und PS1-

CTF in Anwesenheit von Ibuprofen [427], während er sich in Anwesenheit von Fenofibrat

verringert [428], ähnlich wie es auch bei PS1-FAD-Mutationen der Fall ist [428,429]. Ei-

nige PS1-FAD-Mutationen erwiesen sich als resistent gegen die Aβ42-Absenkung durch

Sulindac Sulfid, während die Modulation von Aβ38 interessanterweise nicht beeinflusst

wurde [199, 200, 430]. Diese Resistenz wurde auch bei PS1 L166P sowie PS2 N141I,

zwei FAD-Mutationen, die Aβ42 besonders stark erhöhen, nach Behandlung mit dem

deutlich potenteren GSM-1 beobachtet [199]. Obwohl diese Befunde für eine Interaktion

zwischen GSMs und der γ-Sekretase sprechen, wurde für die NSAIDs Sulindac Sul-

fid und Flurbiprofen als spezifisches molekulares Zielprotein das APP-CTF vorgeschla-

gen [431–433]. In Einklang damit steht, dass die modulatorische Wirkung dieser GSMs

vom NSAID-Typ spezifisch für APP sein soll, ohne dass die β-Peptide anderer Substrate

wie Notch1 [434,435] und CD44 [434] betroffen sind. Manipulation eines Enzyms durch

Bindung einer Substanz an dessen Substrat würde einen völlig neuen Wirkmechanismus

darstellen und hätte weitreichende Konsequenzen für die Entwicklung hochspezifischer

Inhibitoren.
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Möglicherweise handelt es sich jedoch bei der beobachteten GSM-Substrat-Bindung

um unspezifische Interaktionen [436,437]. Gegen die Hypothese der Substratbindung der

GSMs vom NSAID-Typ sprechen zudem einige weitere biochemische Befunde. So wurde

in einer früheren Studie mittels SDS-PAGE gezeigt, dass die GSMs vom NSAID-Typ

Sulindac Sulfid und Indometacin sowie ein NSAID-ähnlicher GSM durch Modulation der

S4-Spaltung von Notch1 (siehe Abb. 6), die der γ-Spaltung von APP entspricht (siehe

Abb. 2), die Zusammensetzung der Nβ-Peptide verändern können [353]. Dies wurde in

der Folge auch bei GSMs der zweiten Generation beobachtet [435]. Allerdings konnte

die Modulation der Nβ-Peptide durch Sulindac Sulfid, wie bereits erwähnt, in späteren

Untersuchungen nicht bestätigt werden, wobei diese Daten auf der Quantifizierung von

Massenspektren beruhen [435] oder aber als data not shown lediglich erwähnt werden

[434]. Diese Diskrepanzen könnten auf der schwachen Wirkstärke von Sulindac Sulfid

beruhen, die den Nachweis der Nβ-Modulation erschwert. Zumal für deutlich potentere

GSMs der zweiten Generation die Modulation der Nβ-Peptide eindeutig gezeigt werden

konnte [435]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch die Signalpeptid-Peptidase (SPP),

eine mit PS verwandte GxGD-Protease, auf die Behandlung mit Sulindac Sulfid und

Indometacin anspricht [438]. Möglicherweise gilt dies auch für GSM-1 [439]. Außerdem ist

im Gegensatz zu PS keine Mutation in APP bekannt, die nicht auf GSMs anspricht [202].

Die vorgeschlagene Bindungsstelle in APP beinhaltet ein GxxxG-Motiv (G29 und G33),

das durch Dimerisierung die Schnittspezifität der γ-Sekretase beeinflussen soll [440],

sowie einen juxtamembranösen positiv geladenen Lysin-Rest (K28) [410]. Es wurde pos-

tuliert, dass GSMs mittels ihrer Carboxygruppe mit K28 [421, 441] interagieren und

durch Abschwächung der Dimerisierungsstärke eine Absenkung von Aβ42 bewirken [432].

Allerdings wurde durch Mutagenese dieser kritischen AS-Reste die Modulierbarkeit der

γ-Sekretase nicht wesentlich beeinträchtigt [202].

Eine andere Studie kam zu dem Schluss, dass GSMs an PEN-2 binden, jedoch wur-

de dies unter Bedingungen beobachtet, bei denen der γ-Sekretasekomplex dissoziiert

vorliegt [423].

Die exakte Lokalisation der GSM-Bindungsstelle war somit zu Beginn der Arbeit

aufgrund der sich teilweise widersprechenden Datenlage nicht abschließend geklärt und

daher Thema kontroverser Diskussionen. Aktuelle Erkenntnisse, die in den letzten bei-

den Jahren gewonnen wurden, werden im Ergebnis- und Diskussionsteil dieser Arbeit

eingehend besprochen (siehe 2.2).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Trotz der mittlerweile über 88 bekannten Substrate der γ-Sekretase [319] ist der Mecha-

nismus ihrer Substratselektion noch weitgehend unverstanden. Ein besseres Verständnis
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der Substratselektion ist, besonders im Hinblick auf die Entwicklung von APP-selektiven

Notch sparing GSIs, von immenser Bedeutung. Die größte Akzeptanz findet derzeit ein

schrittweises Modell zur Substratbindung. NCT soll dabei als initialer Substratrezep-

tor der verkürzten N-Termini fungieren [298, 330]. Diese Funktion ist jedoch umstrit-

ten [299]. Weiterhin besteht starke Evidenz, dass Substrate, bevor sie für die finale

Prozessierung ins aktive Zentrum gelangen, an eine Docking Site in PS binden [375,376].

So wurde in mehreren Studien gezeigt, dass direkte γ-Sekretasesubstrate in Anwesen-

heit von Übergangszustandsanaloga, die das aktive Zentrum blockieren [250], an den

Komplex [375,376,378] bzw. PS1 [379,380] binden können. In Kompetitionsstudien mit

Übergangszustandsanaloga und helikalen Peptidinhibitoren, die an PS1 außerhalb des

aktiven Zentrums binden und mit der Bindung von Substraten interferieren [381], wurde

gezeigt, dass die Docking Site vermutlich nur wenige AS-Reste von den katalytischen

Aspartaten im aktiven Zentrum entfernt lokalisiert ist [385]. Daher wurde eine Beteili-

gung des hochkonservierten GxGD-Motivs an der Bildung der Docking Site in Betracht

gezogen. Die beiden Glycine des GxGD-Motivs erwiesen sich in erster Linie als essentiell

für die katalytische Aktivität der γ-Sekretase [270, 271]. Bereits die subtile Mutation

zu Alanin beeinträchtigt die Prozessierung der meisten Substrate [270, 271]. Position

x, AS-Position 383 in PS1, dagegen scheint deutlich flexibler und bei der Diskriminie-

rung von Substraten von größerer Bedeutung zu sein [273]. So kann die PS1-Variante

L383F APP relativ gut prozessieren bei gleichzeitig starker Beeinträchtigung der Notch1-

Prozessierung [273]. Im Gegensatz zu den beiden benachbarten kritischen Glycinen ist

über die funktionelle Bedeutung von L383 des GLGD-Motivs in PS1 nur wenig bekannt.

Um ein besseres Verständnis für den Einfluss von L383 auf die katalytische Aktivität

der γ-Sekretase sowie auf die Differenzierung ihrer Substrate zu erhalten, wurde im er-

sten Teil der vorliegenden Arbeit eine umfangreiche Mutagenesestudie an dieser Position

durchgeführt.

Der therapeutische Einsatz von klassischen GSIs ist insbesondere wegen der Inhibi-

tion des Notch-Signalwegs mit ernsten Nebenwirkungen behaftet [388]. Eine Alternative

stellen GSMs dar, die die Spiegel der neurotoxischen Aβ42/43-Spezies senken ohne die

Prozessierung anderer γ-Sekretasesubstrate zu beeinflussen. Deshalb besteht die Hoff-

nung, dass sie auch bei chronischer Einnahme deutlich besser verträglich sein werden als

GSIs. Besonders FAD-Patienten, bei denen die Amyloidkaskade wahrscheinlich entschei-

dend zur Pathogenese beiträgt, könnten von GSMs durch eine signifikante Verzögerung

des Krankheitsbeginns als auch des Verlaufs profitieren. Allerdings waren aggressive,

d.h. Aβ42 stark erhöhende PS-FAD-Mutanten resistent gegen den Aβ42-senkenden Ef-

fekt von GSMs der ersten Generation wie Sulindac Sulfid [199,200]. Ebenso wenig konnte

der deutlich potentere GSM-1 aus der zweiten Generation die Aβ42-Spiegel bei den bei-
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den einzigen untersuchten aggressiven PS-Mutanten signifikant absenken [199]. Im zwei-

ten Teil der Arbeit wurde daher das Verhalten einer großen Anzahl über das gesamte

Molekül verteilter PS-FAD- und synthetischer Mutationen auf Behandlung mit neue-

ren potenteren GSMs untersucht. Dabei sollte zum einen geklärt werden, ob aggressive

PS-FAD-Mutationen generell nicht mehr auf die Aβ42-Inhibition durch GSMs anspre-

chen, was durch subtile Konformationsänderungen des γ-Sekretasekomplexes bedingt

sein könnte. Zum anderen sollte untersucht werden, ob sich resistente Mutationen in

bestimmten Regionen des PS-Moleküls häufen, um so Rückschlüsse auf eine potentielle

Bindungsstelle ziehen zu können.
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Position x des GxGD-Motivs in PS beeinflusst die Schnittspezifität

und Substratselektion der γ-Sekretase (Publikation 1)

Die γ-Sekretase ist durch ihr breites Substratspektrum in viele physiologische Prozesse

involviert [442], über die Bindung von Substraten an den γ-Sekretasekomplex ist jedoch

erst wenig bekannt. Aufgrund der zentralen Stellung der γ-Sekretase in der Pathogenese

der Alzheimer-Erkrankung sowie im Hinblick auf mögliche Implikationen für die Entwick-

lung APP-selektiver GSIs kommt der Aufklärung des Mechanismus ihrer Substraterken-

nung und -selektion besondere Bedeutung zu. Das derzeitige Modell beruht auf teilweise

widersprüchlichen Daten und ist daher Thema kontroverser Diskussionen. Als initialer

Rezeptor für Substrate wurde NCT vorgeschlagen [298], was jedoch keineswegs unum-

stritten ist [299]. Ferner wurde eine weitere Bindungsstelle innerhalb des PS-Moleküls

postuliert, die Docking Site, die dem aktiven Zentrum vorgeschaltet ist [375,376]. Sie soll

sich sehr nahe am aktiven Zentrum befinden bzw. partiell mit diesem überlappen [385].

In Einklang mit der unmittelbaren Nähe von aktivem Zentrum und Docking Site steht

die essentielle Bedeutung des konservierten GxGD-Motivs in TMD 7 für die Aktivität

und die Substratdiskriminierung der γ-Sekretase [270,271,273]. Mutagenesestudien zeig-

ten die kritische Bedeutung der beiden Glycine; lediglich die milde Mutation zu Alanin

bewahrt eine gewisse proteolytische Aktivität der γ-Sekretase, jedoch nicht für jedes

Substrat [270,271]. Von besonderer Bedeutung für die Substratselektion scheint Position

x zu sein, die in fast allen PS-Proteinen mit einem Leucin besetzt ist. Mutation zu einem

GFGD-Motiv, wie es in dem PS-Homolog SPE-4 in C. elegans vorkommt, führt zu einem

unterschiedlichen Verhalten bei der Prozessierung von APP und Notch1 [273].

Um ein besseres Verständnis für die funktionelle Bedeutung der Position x, L383

in PS1, zu gewinnen, wurde eine intensive Mutagenesestudie an dieser Position durch-

geführt. Fast alle AS-Reste wurden an dieser Position eingefügt. Jede dieser Mutanten

erlaubt die korrekte Reifung der γ-Sekretase, was mittels der PS-Endoproteolyse so-

wie der Glykosylierung von NCT kontrolliert wurde. Dabei zeigte sich, dass die APP-

Prozessierung nur durch das heterocyclische Prolin (P) sowie aromatische (F, Y, W)

und positiv geladene (K, R) AS leicht beeinträchtigt wird, während hydrophobe alipha-

tische (G, A, V, I, M) und hydrophile (D, N, E, Q, H) Mutationen gut toleriert werden.

Im Gegensatz zur Gesamt-Aβ Produktion veränderten jedoch alle L383-Mutanten die

Schnittspezifität der γ-Sekretase. Alle Mutationen zeigten eine deutliche Reduktion der

kurzen Aβ37−39 Spezies, außer L383N, das Aβ37−39 sogar erhöhte. Wie die meisten PS-

FAD-Mutationen [43] erhöhten die hydrophilen AS (mit Ausnahme von L383N), Prolin

und die aromatischen AS, nicht jedoch die hydrophoben Aliphaten das Verhältnis von
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Aβ42/AβTotal, wobei L383W den stärksten Anstieg aufwies. Außerdem produzierten

L383K, R, Y und P deutlich detektierbare Mengen Aβ43, das bei L383P sogar den

größten Anteil der pathogenen Spezies ausmacht.

Bei PS-FAD-Mutationen beruht der Anstieg der pathogenen Aβ42/43-Spezies auf

Konformationsänderungen des γ-Sekretasekomplexes [429]. Diese könnten der Grund

sein für die Resistenz einiger PS-FAD-Mutationen mit stark erhöhten Aβ42-Spiegeln

gegen die Aβ42-Senkung durch GSMs [199–201]. Da alle L383-Mutanten die Schnittspe-

zifität der γ-Sekretase verändern, wurde im nächsten Schritt das Verhalten ausgewähl-

ter, insbesondere Aβ42 erhöhender L383-Mutanten auf GSM-Behandlung untersucht.

Interessanterweise ließen sich die Aβ42-Spiegel von PS1 L383P, der aromatischen sowie

positiv geladen Mutanten weder durch den acidischen GSM-1 noch durch den potente-

ren nicht-acidischen GSM aus der Klasse der verbrückten Aromaten von Eisai senken.

Lediglich L383Y sprach partiell auf den GSM von Eisai an, jedoch deutlich schwächer als

PS1 WT. Im Gegensatz dazu reagierten alle Mutanten mit einer deutlichen Erhöhung

von Aβ38, die Bindung der GSMs wurde offensichtlich nicht beeinträchtigt. Überraschen-

derweise war die GSM-Resistenz nicht strikt an eine starke Erhöhung von Aβ42/AβTotal

gekoppelt. So reagierte PS1 L383H, das einen erhöhten Aβ42-Spiegel aufweist, mit einer

deutlichen Aβ42-Absenkung auf Behandlung mit GSM-1.

Konzentrierte sich die bisherige Analyse auf APP, sollte im nächsten Schritt die

Prozessierung weiterer Substrate, CD44 und Notch1, durch die L383-Mutanten unter-

sucht werden. In einer früheren Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die Mutation PS1

L383F die proteolytische Umsetzung von Notch1 stark reduziert, ohne jedoch die APP-

Prozessierung entscheidend einzuschränken [273]. Dabei fielen wieder Prolin, die aroma-

tischen und die positiv geladenen AS durch ein besonderes Verhalten auf. Die Prozessie-

rung sowohl von Notch1 als auch von CD44 wurde durch diese Mutationen signifikant

reduziert, ohne jedoch zu einem vollständigen Verlust der proteolytischen Aktivität zu

führen. CD44, das sich bereits in einer früheren Arbeit als besonders sensitiv gegenüber

Mutationen im GxGD-Motiv erwiesen hatte [271], war von der Reduktion der proteoly-

tischen Aktivität in noch stärkerem Maße betroffen als Notch1, das zumindest durch PS1

L383F und Y noch mäßig prozessiert wurde. Jedoch wurde für L383F bereits gezeigt,

dass die Restaktivität nicht genügt, den Notch-Signalweg in vivo ausreichend zu un-

terstützen [273]. Die restlichen Mutanten wurden wesentlich besser toleriert und waren

durch eine robuste Umsetzung beider Substrate gekennzeichnet.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass L383 weniger kritisch für katalytische Aktivität

der γ-Sekretase ist als die beiden benachbarten Glycine [270, 271]. In Einklang mit Ya-

masaki et al. [273] scheinen die L383-Mutanten stärkeren Einfluss auf die Selektion von

Substraten zu haben. APP wurde von allen Mutanten prozessiert, lediglich einige AS
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(Prolin, Aromaten und positiv geladene AS) führten zu einem leichten Verlust der proteo-

lytischen Aktivität. Dieser Aktivitätsverlust fiel allerdings für Notch1 und CD44 deutlich

drastischer aus. Ob dies auf einer gestörten Substratbindung oder einer reduzierten ka-

talytischen Aktivität beruht, lässt sich nicht abschließend beantworten. Die APP-TMD

ist, im Gegensatz zu den TMDs von Notch1 und CD44, durch auffallend viele soge-

nannte β-branched AS (V, T und I) gekennzeichnet [443]. Diese kommen bevorzugt in

β-Faltblättern vor und sollen α-Helices in TMDs destabilisieren [444,445]. Die Konforma-

tion der APP-TMD weist daher möglicherweise eine höhere Flexibilität auf, wodurch die

Interaktion mit der Docking Site bzw. dem aktiven Zentrum weniger anfällig gegenüber

Mutationen an Position x sein könnte.

Trotz des geringen Einflusses auf die proteolytische APP-Prozessierung veränderten

alle L383-Mutanten die Schnittspezifität der γ-Sekretase. Dies steht in Einklang mit

früheren Daten, die zeigten, dass die proteolytische Aktivität nicht zwangsläufig mit

der Prozessivität korreliert [51, 58, 203]. Interessanterweise reagierten Mutationen, die

die Notch1- bzw. CD44-Prozessierung beeinträchtigten und Aβ42/43/AβTotal erhöhten,

nach Behandlung mit potenten GSMs unterschiedlicher Struktur nicht mit einer Aβ42-

Absenkung.

Der konservierte Leucinrest an Position x des GxGD-Motivs gewährleistet eine effi-

ziente Umsetzung einer großen Anzahl verschiedener γ-Sekretasesubstrate, während ein

Prolinrest, aromatische Reste oder positive Ladung an dieser Position die Vielfalt der

Substrate einschränkt. Veränderungen an dieser Position, wie es bei SPE-4 der Fall ist,

das ein GFGD-Motiv aufweist [273], könnten aufgrund des reduzierten Substratspek-

trums eine Erhöhung der Spezifität für permissive Substrate wie z.B. APP bewirken.

Interessanterweise wurde kürzlich das GxGD-Motiv als Teil einer Nucleotid-Binde-

stelle vorgeschlagen, die Angriffspunkt von bestimmten Notch-sparing GSIs, die sich von

2-Hydroxy-naphthyl-Derivaten ableiten, sein soll [386]. Demzufolge kommt L383 eine kri-

tische Bedeutung für die Bindung von Notch1, nicht jedoch von APP, zu [386]. Daten

zur Kristallstruktur von FlaK, einer archealen GxGD-Protease [446], haben gezeigt, dass

das GxGD-Motiv dieser Protease in einem wenig strukturierten TM-Bereich liegt [447],

wie es auch biochemische [233] und NMR-Daten [448] für PS nahelegen. Position L383

ist räumlich wahrscheinlich von den benachbarten Glycinen abgewandt [233, 386] und

könnte für die räumliche Struktur, die eine optimale Substratinteraktion garantiert, von

entscheidender Bedeutung sein. Jüngst wurde die Kristallstruktur eines archealen PS-

Homologs [449] publiziert [450]. Allerdings weichen diese Kristallstrukturdaten in einigen

Punkten von den bisherigen Strukturdaten von PS ab. So weist TMD 7 durchgehend

eine α-helikale Struktur auf [450], so dass das GxGD-Motiv nicht in einem unstruktu-

rierten Bereich zu liegen kommt. Ein weiterer markanter Unterschied betrifft TMD 9.
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Diese ist in der neuen Struktur ebenfalls durchgehend α-helikal, während FlaK [447]

sowie NMR-Strukturdaten von PS1 [448] einen deutlichen Knick in TMD 9 aufweisen.

Auch biochemische Daten stützen das Modell einer abgewinkelten TMD 9 [239, 276].

Möglicherweise beruhen diese Diskrepanzen darauf, dass es sich bei dieser Protease we-

niger um ein PS-Homolog, sondern vielmehr um eine homologe Signalpeptid-Peptidase

(SPP) handelt.

2.2 GSMs der zweiten Generation überwinden die abgeschwächte Aβ42-

Antwort von schwach-potenten GSMs (Publikation 2)

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte das Verhalten von aggressiven PS-Mutationen, die

zu einer starken Aβ42-Erhöhung führen, auf Behandlung mit GSMs untersucht werden.

Mehrere Studien berichten über abgeschwächte Aβ42-Reaktionen einiger PS-Mutanten

nach Behandlung mit schwach potenten NSAIDs wie Sulindac Sulfid (IC50 = 70 µM)

[199–201]. Die zwei besonders aggressiven Mutanten PS1 L166P und PS2 N141I erwie-

sen sich auch als resistent gegen GSM-1, einem deutlich potenteren NSAID-ähnlichem

GSM der zweiten Generation (IC50 = 180 nM) [199]. Erstaunlicherweise blieb die Mo-

dulierbarkeit von Aβ38 dagegen immer erhalten [199–201]. Diese Befunde führten zu

dem Konzept, dass stark Aβ42-erhöhende PS-Mutationen eine Konformationsänderung

des γ-Komplexes bewirken, die dem Komplex eine Resistenz gegen die Aβ42-Inhibition

durch GSMs verleiht.

Im Rahmen der GSM-Versuche im ersten Teil der Arbeit wurde die unerwarte-

te Entdeckung gemacht, dass die ebenfalls sehr aggressive Mutante PS1 G384A, die

eine der PS1 L166P-Mutante vergleichbare Aβ42-Erhöhung bewirkt, auf Behandlung

mit GSM-1 mit einer deutlichen Aβ42-Absenkung reagiert, wenn auch etwas schwächer

als PS1 WT. Durch die besondere Lage direkt neben dem katalytischen Aspartat in

TMD 7 führt G384A möglicherweise zu keiner Beeinträchtigung der allosterischen GSM-

Bindungsstelle. Um den Einfluss verschiedener PS-Mutationen zu untersuchen, wurden

im nächsten Schritt über das gesamte PS-Molekül verteilte PS-Mutationen (inklusive der

konservierten Motive des aktiven Zentrums) in Bezug auf Aβ42-Inhibition durch GSM-1

analysiert. Es stellte sich heraus, dass sich die Aβ42-Spiegel selbst der meisten aggressi-

ven PS1-Mutationen, wie z.B. P117L, M223V oder Y256S, mit GSM-1 deutlich absenken

lassen, so dass resistente Mutanten eher die Ausnahme darstellen. Weiterhin scheint die

Modulierbarkeit von Aβ42 nicht mit der Höhe des Aβ42-Spiegels zu korrelieren, wie an-

hand der PS1 L166W Mutante gezeigt werden konnte, bei der sich die lediglich leicht

erhöhten Aβ42-Spiegel durch GSM-1 nicht absenken ließen. Darüber hinaus reagierten

einige PS1-Mutanten auch mit einer deutlichen Aβ40-Absenkung; so wurde Aβ38 z.B.

bei PS1 G384A durch GSM-1-Behandlung zur Hauptspezies. Dieser Effekt wurde weder

33



Ergebnisse und Diskussion

bei WT-PS1 nach GSM-1-Behandlung noch bei einer PS-Mutante nach Behandlung mit

Sulindac Sulfid beobachtet.

Da das grobe Muster der Aβ42-Reaktion der meisten PS-Mutanten auf Behandlung

mit Sulindac Sulindac und GSM-1 eine gewisse Ähnlichkeit aufwies, wurde durch Titra-

tionen gezeigt, dass GSM-1-sensible PS-Mutanten bei Verdopplung der Konzentration

auch auf Sulindac Sulfid anzusprechen begannen, während GSM-1-resistente Mutanten

auf eine Erhöhung der Sulindac Sulfid Dosis nicht reagierten. Zudem war das Verhal-

ten ausgewählter PS-Mutanten nach Behandlung mit neuen potenten nicht-acidischen

GSMs von Eisai (IC50 = 40 nM) und TorreyPines (IC50 = 45 nM) dem nach GSM-

1-Behandlung sehr ähnlich. So waren beide Substanzen in der Lage, die Aβ-Spiegel

aggressiver PS1-Mutanten zu senken, mit Ausnahme der GSM-1-resistenten Mutanten

PS1 N135I, L166P sowie L383W.

Diese Befunde sprechen für einen ähnlichen Wirkungsmechanismus dieser Substanzen

und lassen sich eher mit einer Bindungsstelle bzw. sich überlappenden Bindungsstellen

innerhalb von PS vereinbaren. Interessanterweise ließen sich die Aβ42-Spiegel bei PS2

WT nach GSM-1-Behandlung im Vergleich zu PS1 WT weniger stark absenken, während

bei Sulindac Sulfid kein Unterschied festzustellen war. Ein ähnliches Verhalten wurde

auch für einige homologe PS-Mutationen beobachtet. So sprachen die zu den aggressiven

PS1-Mutationen M233V und G384A homologen PS2-Mutationen M239V und G365A

deutlich schlechter auf GSM-1 an. Diese Befunde sprechen dafür, dass die potentielle

GSM-Bindungsstelle in einer nicht vollständig konservierten Region des PS-Moleküls

liegt.

Die Unterschiede der modulatorischen Potenz könnten auf unterschiedlichen Affi-

nitäten der Substanzen zu PS1 und PS2 beruhen, so dass subtile Konformationsände-

rungen des γ-Sekretasekomplexes schwach affine Substanzen wie Sulindac Sulfid stärker

betreffen würden. Potentere Substanzen wie GSM-1 wären erst durch drastischere Kon-

formationsänderungen betroffen. In PS2 scheint die Bindungsstelle für GSM-1 nicht

vollständig konserviert zu sein, so dass Mutationen die Bindung stärker beeinträchti-

gen. Interessanterweise wurden auch GSMs beschrieben, die ein umgekehrtes Verhalten

zeigen, also bei PS2 WT zu einer stärkeren Aβ42-Absenkung als bei PS1 WT führen [451].

PS1 L166 erwies sich für die Aβ42-senkende Wirkung von GSMs als besonders kri-

tisch. Mit Ausnahme der konservativen L166V-Mutation wurde die Aβ42-Modulation

durch jede andere Mutation stark beeinträchtigt. Möglicherweise trägt die Position L166

entscheidend zur Konformation der Bindungsstelle bei.

In Einklang mit diesen Ergebnissen konnten kürzlich mehrere Gruppen unabhängig

voneinander das PS-NTF mittels chemischer Querverknüpfung als Zielprotein von GSMs

der zweiten Generation unterschiedlicher Strukturklassen identifizieren [439, 451–453].
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GSM-1 soll dabei spezifisch an TMD1 von PS binden [439]. In einer Studie konnte die

Quervernetzung des PS1-NTF mit einem Aminopyrimidin-GSM sowohl mit Sulindac

Sulfid als auch mit den in dieser Arbeit verwendeten nicht-acidischen GSMs von Ei-

sai bzw. TorreyPines kompetitiert werden, was auf eine überlappende Bindungsstelle

schließen lässt [451]. Insgesamt besteht starke Evidenz für eine zumindest überlappende

Bindungsstelle der GSMs innerhalb des PS-NTF, was nur schwer mit der von Kukar et

al. vorgeschlagenen Substratbindung in Einklang zu bringen ist [431].

Der Befund, dass PS-Mutationen selektiv die Modulierbarkeit von Aβ42, nicht je-

doch von Aβ38 beeinträchtigen, ist mit den bisher erhobenen Daten nicht zu erklären.

Es wurde noch keine PS-Mutation beschrieben, welche die Reaktion von Aβ38 deutlich

abschwächt, was Hinweise auf den Mechanismus geben könnte. Erst nach exakter Loka-

lisierung der Bindungsstelle(n) mit Hilfe passender Photoaffinitätsmarkierungsderivate

von potenten GSMs kann dieses Problem in Angriff genommen werden. Möglicherweise

interferieren resistente Mutanten weniger mit der GSM-Bindung, sondern beeinflussen

die Positionierung von APP am aktiven Zentrum derart, dass die γ-42-Schnittstelle nicht

mehr moduliert werden kann.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass die Aβ42-senkende Wirkung von GSMs nicht von

der Höhe des Aβ42-Spiegels abhängt, sondern von der Potenz des GSM, der jeweili-

gen Mutation sowie der speziellen räumlichen Umgebung innerhalb des Moleküls. Stark

potente GSMs sind in der Lage die Aβ42-Spiegel der großen Mehrheit der bekannten

PS-FAD-Mutationen zu senken.

Aus diesen Befunden ergeben sich einige wichtige Implikationen. Einerseits müssen,

wie bereits eine frühere Studie zeigte [199], Mausmodelle für präklinische Untersuchun-

gen mit GSMs mit Sorgfalt ausgewählt werden und die jeweilige PS-Mutation sowie der

jeweilige GSM berücksichtigt werden. Andererseits bedeutet die Entwicklung hochpoten-

ter GSMs mit günstigen pharmakologischen Eigenschaften eine therapeutische Hoffnung

besonders für Menschen, die an der familiären Alzheimer-Erkrankung leiden. Da bei die-

sen Patienten die Amyloidkaskaden-Hypothese für die Krankheitsentstehung eine ent-

scheidende Rolle spielt, könnte eine effektive Absenkung der Aβ42-Spiegel durch GSMs

den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen ohne die typischen Nebenwirkungen von GSIs

hervorzurufen. Aktuell koordiniert das Netzwerk für die dominant vererbte Alzheimer-

Krankheit (DIAN3, engl.Dominantly Inherited Alzheimer Network) die Planung groß-

angelegter multizentrischer Studien, in denen zwei monoklonale Anti-Aβ-Antikörper so-

wie möglicherweise ein β-Sekretaseinhibitor erstmals klinisch an FAD-Patienten getestet

werden sollen4. Möglicherweise könnten im Rahmen dieser Studien auch geeignete GSMs

3Nähere Informationen über das DIAN finden sich auf www.dian-info.org/de.
4Detaillierte Informationen sind auf www.alzforum.org/new/detail.asp?id=3289 zu finden.

35



Ergebnisse und Diskussion

klinisch erprobt werden. Dabei müsste individuell für jede FAD-Mutation sorgfältig ein

passender GSM ausgewählt werden. Träger bestimmter Mutationen, wie z.B. PS1 L166P

oder PS2 N141I, die nicht von einer GSM-Therapie profitieren würden, sollten nicht in

eine solche Studie aufgenommen werden.

Die Aufnahme von GSMs in die klinische Studienplanung des DIAN-Projektes wäre

wünschenswert, da sie aussichtsreiche Kandidaten für eine positive Beeinflussung des

Krankheitsverlauf bei FAD-Patienten sind. Insbesondere die Kombination mit β-Se-

kretaseinhibitoren könnte sich als effektive Therapieoption erweisen. Zudem wäre die

klinische Wirksamkeit von GSMs bei FAD-Patienten eine Bestätigung der Amyloidkas-

kaden-Hypothese.

2.3 Ausblick

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist Position x des GxGD-Motivs, L383 in PS1, we-

niger kritisch für die γ-Sekretaseaktivität als die beiden benachbarten Glycine. Einige

der L383-Mutationen (Prolin, aromatische und positiv geladene AS) wiesen differenti-

elle Effekte auf die Substratprozessierung sowie eine relative Erhöhung der pathogenen

Aβ42/43-Spezies auf. Zusätzlich reagierten diese Mutanten auf GSM-Behandlung nicht

mit einer Absenkung von Aβ42. Mittels FLIM/FRET könnte man nun untersuchen, ob

diese pathogenen L383-Mutationen ebenfalls eine Konformationsänderung der γ-Sekre-

tase induzieren, wie bei FAD-Mutationen bereits gezeigt wurde. Mit Co-IP Experimen-

ten könnte man die Frage klären, ob diese Mutationen die Substratbindung oder eher

die katalytische Aktivität bei ungestörter Substratbindung beeinträchtigen. Für eine ge-

naue Lokalisierung bzw. Eingrenzung der Substratbindestelle wären allerdings querver-

knüpfbare Substrate erforderlich. Mit diesen wären genauere Untersuchungen möglich,

inwieweit pathogene L383-Mutationen die Substratbindung beeinflussen. Ferner wäre

interessant, die Sequenzbedingungen der Substrate für deren Prozessierung im Hinter-

grund pathogener L383-Mutationen genauer aufzuklären. Dies könnte mit Konstrukten

untersucht werden, bei denen verschiedene Bereiche von APP und Notch1 bzw. CD44,

wie TMD und juxtamembran-Bereiche, ausgetauscht sind.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass stark potente GSMs

der zweiten Generation im Gegensatz zu den schwach potenten GSMs der ersten Ge-

neration die Aβ42-Spiegel der meisten aggressiven PS-Mutationen deutlich absenken

können. Eine positive Aβ42-Reaktion hängt dabei im Wesentlichen von der jeweiligen

PS-Mutation, der räumlichen Umgebung im PS-Molekül und dem verwendeten GSM

ab, jedoch nicht von der Höhe des Aβ42-Spiegels. Mehrere andere Gruppen identifizier-

ten inzwischen das PS-NTF als GSM-Bindungsstelle [439,451–453]. Diese scheint jedoch

nicht vollständig zwischen den beiden PS-Homologen konserviert zu sein, da GSMs ei-
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ne differentielle Wirkung auf PS1 und PS2 haben können. Im Gegensatz zu dem in

dieser Studie verwendeten GSM-1 zeigte RO-02, ein Aminopyrimidin-GSM, in einer an-

deren Studie eine effektivere Wirksamkeit bei PS2 als bei PS1 [451]. Es wäre interessant

zu untersuchen, ob RO-02 die Aβ42-Spiegel der in der vorliegenden Arbeit untersuchten

Aβ42-resistenten PS2-Mutationen absenken kann. Lohnenswert wäre auch, die klinischen

Implikationen, die sich für FAD-Patienten ergeben, weiter zu untersuchen. In präklini-

schen Studien mit geeigneten FAD-Mausmodellen, die eine aggressive Aβ42-permissive

PS-Mutation exprimieren, müsste zunächst geklärt werden, ob GSMs die Aβ42-Spiegel

und die Plaquepathologie auch in vivo im Hintergrund von PS-FAD-Mutationen redu-

zieren können. Als nächster Schritt könnte die Planung einer klinischen Studie stehen,

die auf FAD-Patienten, die z.B. im Rahmen des DIAN Projektes rekrutiert werden,

zurückgreifen könnte.
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3 Material und Methoden

Material und Methoden sind im Nachfolgenden kurz beschrieben. Für eine detailliertere
Beschreibung wird auf die angegebenen Referenzen verwiesen.

3.1 Antikörper

3.1.1 Monoklonale Antikörper

Antikörper Epitop IB IP Quelle/Referenz

PS1N PS1-NTF, AS 41-49 1:2000 - R. Nixon
[454]

Flag M2 Flag Peptid 1:1000 1:3001 Sigma
9E10 c-myc-Peptid 1:2000 - SantaCruz
BI.HF5c PS2-CTF, AS 297-356 1:5000 - [455]
22C11 APP, AS 66-81, 1:1000 - Millipore

Gesamt-sAPP
4G8 Aβ, AS 1-40 - 1:300 Covance
2D8 Aβ, AS 1-16 1 µg/ml - [311]
2D8-Biotin Aβ, AS 1-16 - 1:10002 [311]
α-Aβ38-Ruthenium Aβ38

3 - 1:10002 MSD
BAP24-Ruthenium Aβ40, AS 34-40 - 1:10002 Roche

[456]
BAP15-Ruthenium Aβ42, AS 36-42 - 1:10002 Roche

[456]
IB: Verdünnung für Immunoblot; IP: Verdünnung für Immunpräzipitation
1 Konjungiert an Agarose
2 Verdünnung für Elektrochemilumineszenz-Immunoassay
3 Das Epitop wird vom Hersteller nicht angegeben

3.1.2 Polyklonale Antikörper

Antikörper Epitop IB IP Quelle/Referenz

3027 PS1-CTF, AS 263-407 1:1000 - [457]
N1660 NCT, AS 693-709 1:5000 - Sigma
6687 APP, AS 675-695 1:2000 - [270]
3552 Aβ, AS 1-40 - 1:300 [273]
Val1744 geschnittenes Maus-Notch1, 1:2000 - Cell Signaling

vor Val1744

3.1.3 Zweit-Antikörper

Antikörper Epitop IB IP Quelle/Referenz

α-Maus-HRP Maus IgG 1:5000 - Promega
α-Kaninchen-HRP Kaninchen IgG 1:10000 - Promega
α-Ratte-HRP Ratte IgG 1:5000 - Santa Cruz
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3.2 Konstrukte und Vektoren

Die folgende Tabelle enthält die in dieser Arbeit verwendeten Basis-cDNA-Konstrukte.

Konstrukt Klonierungsstellen Vektor Referenz

H6X-PS1 wt BamHI/XhoI pcDNA4/HisC [237]
H6X-PS1 D385A BamHI/XhoI pcDNA4/HisC [237]
H6X-PS1 L383F BamHI/XhoI pcDNA4/HisC [273]

PS2 wt EcoRI/XhoI pcDNA3.1/zeo(+) [199]
APPsw-6myc ClaI pCS2(+) [274]

F-NEXT -1 pcDNA3.1/Hygro(+) [352]
CD44∆E-Flag HindIII/XhoI pSecTag2/HygroC [333]

1 F-Next wurde mit einem kommerziellen PCR-Kit (ExSite PCR-based site-directed mutagenesis kit,

Stratagene) kloniert, daher wurden bei der Klonierung keine Restriktionsschnittstellen benötigt [352].

Für die Einführung der gewünschten synthetischen und FAD-PS1/2-Mutationen wur-
den Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCRs, engl. polymerase chain reaction) nach dem
QuikChange-Protokoll von Stratagene durchgeführt. Als Grundkonstrukte dienten pc-
DNA4/HisC::PS1 [237] sowie pcDNA3.1/zeo(+)::PS2 [199]. Die erzeugten cDNA-Kon-
strukte wurden anschließend durch GATC Biotech nach Sanger [458] sequenziert. Eine
detaillierte Auflistung aller hergestellten PS-Konstrukte befindet sich in Tabelle 1 in
Publikation 1 sowie in Tabelle 2 in Publikation 2.

Für die stabile Expression von PS1 WT bzw. der PS1 L383-Mutanten in embryona-
len Mausfibroblasten (MEF, engl. mouse embryonic fibroblasts) wurden die Konstrukte
mithilfe der Restriktionsenzyme BamHI/XhoI in den FU-∆Zeo Vektor umkloniert [135],
wobei das H6X-Epitop-Tag abgeschnitten wurde.

3.3 Zellkultur und cDNA-Transfektion

Embryonale humane Nierenzellen 293 (HEK293, engl. human embryonic kidney cells),
welche stabil APPsw exprimieren (HEK293/sw) [41], wurden bei 37◦C und 5% CO2

in Dulbecos Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) bei Zusatz von 10% föta-
lem Rinderserum (FBS, engl. fetal bovine serum, Sigma), 1% L-Glutamin, 1% Penicil-
lin/Streptomycin (Pen/Strep; 100 U/ml / 100 µg/ml) sowie 200 µg/ml G418 (Geneti-
cin, Invitrogen) kultiviert. Zur Herstellung stabiler PS-Zelllinien (beschrieben in [51])
wurden HEK293/sw mit Lipofectamin 2000 (Invitrogen) und den entsprechenden PS-
cDNAs gemäß den Angaben des Herstellers transfiziert und mit Zeocin (200 µg/ml,
Invitrogen) selektioniert. Um klonale Effekte zu vermeiden, wurden stabil transfizierte
Zellpools für die Analysen verwendet (eine detaillierte Liste aller liposomal transfizierten
PS-Konstrukte befindet sich in Tabelle 1 in Publikation 1 und in Tabelle 2 in Publikation
2).

MEF-Zellen, die aus PS1/2-defizienten Mäusen gewonnen wurden (PS−/− MEF)
[259], wurden unter den gleichen Bedingungen wie HEK293-Zellen, lediglich ohne Zusatz
von G418, kultiviert. Mithilfe lentiviraler Gentransduktion wurden, wie bei Kuhn et al.
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beschrieben [135], PS-cDNAs stabil in PS−/− MEF-Zellen exprimiert (eine detaillierte
Liste viral transduzierter PS-Konstrukte befindet sich in Tabelle 1 in Publikation 1).
Diese stabilen PS−/− MEF-Zelllinien wurden mit Lipofectamin 2000 transient gemäß
den Angaben des Herstellers mit je 8 µg cDNA von APPsw-6myc, F-Next oder CD44∆E-
Flag transfiziert.

3.4 GSM-Behandlung

Die folgende Tabelle enthält sämtliche in dieser Arbeit verwendeten GSMs. Die IC50-
Werte für die Aβ42-Inhibition in HEK/sw-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit be-
stimmt. Die Strukturformeln sind in Abb. 7 gezeigt, die IUPAC-Namen finden sich im
Anhang.

Substanz IC50 für Aβ42 in HEK293/sw-Zellen, Eingesetzte Konzentrationen
ggf. ± Standardfehler

Eisai (E2212) 40 nM (logIC50 = - 7.39 ± 0.12) 1 µM
TorreyPines 45 nM (logIC50 = - 7.34 ± 0.10) 1 µM
GSM-1 180 nM (logIC50 = - 6.75 ± 0.16) 0.1, 1 und 10 µM
Sulindac Sulfid ca. 70 µM 50 und 100 µM

HEK293/sw-Zellpools, die stabil PS WT oder PS-Mutanten überexprimieren, wur-
den über Nacht (ca. 16 h) mit dem entsprechendem GSM oder DMSO als Kontrolle
inkubiert, wie bei Page et al. beschrieben [199].

3.5 Proteinbiochemie

Die folgende Tabelle gibt einen kurzen Überblick der proteinchemischen Methodik für die
Analyse der gewünschten Proteine. In den folgenden Unterkapiteln werden die einzelnen
Methoden dann kurz erläutert.

Untersuchte Proteine Ausgangsmaterial Methoden

PS, NCT, APP (AICD, CTFs), Gesamtzelllysate direkter Immunoblot
Notch (NICD), CD44-CTFs

Gesamt-sAPP konditioniertes Medium direkter Immunoblot

Gesamt-Aβ, CD44β konditioniertes Medium Immunpräzipitation/Immunoblot

Aβ38, Aβ40, Aβ42 konditioniertes Medium Immunpräzipitation/Immunoblot
ECL-IA
Massenspektrometrie

3.5.1 Gesamtzelllysate

Wie in [199] beschrieben, wurden konfluent bewachsene Zellkulturschalen abgeschabt
und die Zellen 5 min bei 1000 g abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellpellets in
STEN-Lysepuffer (50 mM Tris, pH 7.6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Nonidet P-40,
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protease inhibitors (Sigma)) resuspendiert und Zellkerne und -debris durch Ultrazentri-
fugation bei 100000 g entfernt. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bicinchoninsäure
(BCA)-Assay bestimmt.

3.5.2 Immunpräzipitation

Die sekretierten Aβ- und CD44β-Peptide wurden vor der Detektion im Immunoblot aus
konditioniertem Medium von HEK293/sw (Aβ)- oder stabil transduzierter PS−/− MEF
Zellen (Aβ und CD44β) durch Immunfällung angereichert [271,273,333].

Für Aβ wurden dem konditionierten Medium je 25 µl Protein-A-Sepharose (PAS)
und 3552-Antikörper zugegeben und bei 4◦C über Nacht geschüttelt. Anschließend wur-
den die Proben je einmal mit STEN-NaCl (wie STEN, aber 500 mM NaCl), STEN-SDS
(wie STEN, zusätzlich 0.1% SDS) und STEN (50 mM Tris pH 7.6, 150 mM NaCl 2 mM
EDTA pH 8.0, 0.2% NP-40) gewaschen.

Für die Immunfällung von CD44β wurde konditioniertes Medium unter Zugabe von
20 µl Flag M2-Agarose für mindestens 4h bei 4◦C geschüttelt. Anschließend wurden
die Proben dreimal mit PBS (140 mM NaCl, 10mM Na2HPO4, 1.75 mM KH2PO4,
2.7 mM KCl) gewaschen. Im Anschluss wurden die Immunpräzipitate nach Zugabe von
SDS-PAGE-Probenpuffer und Inkubation bei 95◦C mittels SDS-Page und Immunoblot
analysiert.

3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Immunoblot

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend
auf Nitrocellulose- oder PVDF-Membranen transferiert. Die Detektion der gewünschten
Proteine erfolgte mit spezifischen Antikörpern (siehe 3.1).

3.5.4 Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (ECL-IA)

Die sekretierten Aβ38-, Aβ40- und Aβ42-Spezies wurden aus konditioniertem Medi-
um mit Hilfe eines ECL-IA quantifiziert [199]. Die Markierung der spezifischen Aβ-
Antikörper BAP-15 (Aβ42) und BAP-24 (Aβ40) mit dem Sulpho-Ruthenium-Tag folgte
den Herstellerangaben; bereits markierter Antikörper gegen Aβ38 wurde von MSD bezo-
gen (siehe 3.1). Streptavidinbeschichtete 96-Well-Platten wurden bei Raumtemperatur
mit Blockpuffer (1% BSA, 0.05% Tween-20 in PBS) geschüttelt und anschließend mit
dem biotinylierten 2D8-Antikörper (1:1000 in Blockpuffer, je 100 µl) über Nacht in-
kubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden 75 µl konditioniertes Medium
sowie 25 µl des jeweiligen Antikörpers (1: 1000 in Blockpuffer) bei Raumtemperatur für
mindestens 2 h geschüttelt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde Lesepuffer von
Meso Scale Discovery (MSD) zugegeben und unmittelbar im Anschluss die Lichtemission
bei 620 nm mit dem MSD Sector Imager 2400 Reader gemessen. Die Bestimmung der
Konzentration von Aβ38, Aβ40 und Aβ42 erfolgte mit der MSD Discovery Workbench
Software.
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3.5.5 Massenspektrometrie (MS)

Konditioniertes Medium von HEK293/sw-Zellen wurde mit dem 4G8-Antikörper und
Protein-G-Sepharose (PGS) immungefällt und anschließend dreimal mit MS-IP-Puffer
(140 nM NaCl, 0.1% n-Octylglucosid, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 5 mM EDTA) und zwei-
mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Nach komplettem Absaugen der Flüssigkeit
von der Sepharose wurde das Immunpräzipitat mit 10 µl MS-Matrix (Trifluoressigsäure:
Wasser: Acetonitril (1: 20: 20), gesättigt mit α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure) eluiert. Da-
von wurden dann 6 mal 0.8 µl auf die Probenplatte gegeben. Die Messung der Proben
erfolgte im Massenspektrometer, die Datenanalyse erfolgte mit dem Data Explorer.

3.6 Statistik

Für die statistische Analyse wurde beim Vergleich zweier unabhängiger Proben der zwei-
seitige, ungepaarte t-Test in Microsoft Excel angewendet. Wurden hingegen mehrere un-
abhängige Proben mit einer Kontrolle verglichen, wurde eine einfache Varianzanalyse
(one-way ANOVA, engl. analysis of variance) mit nachfolgendem Dunnett’s Post-hoc-
Test in Prism (GraphPad Prism Version 5.0) durchgeführt. Bei p≤0.05 wurde das Ergeb-
nis als statistisch signifikant gewertet. Es wurden folgende Signifikanzniveaus festgelegt:
p≤0.05 (*), p≤0.01 (**) und p≤0.001 (***).
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[194] F. Dulin, F. Léveillé, J. B. Ortega, J.-P. Mornon, A. Buisson, I. Callebaut, and N. Colloc’h. P3
peptide, a truncated form of aβ devoid of synaptotoxic effect, does not assemble into soluble
oligomers. FEBS Lett, 582(13):1865–70, 2008.

[195] S. Funamoto, M. Morishima-Kawashima, Y. Tanimura, N. Hirotani, T.C. Saido, and Y. Ihara.
Truncated carboxyl-terminal fragments of β-amyloid precursor protein are processed to amyloid
β-proteins 40 and 42. Biochemistry, 43(42):13532–40, 2004.

[196] G. Zhao, M.-Z. Cui, G. Mao, Y. Dong, J. Tan, L. Sun, and X. Xu. γ-Cleavage is dependent on ζ-
cleavage during the proteolytic processing of amyloid precursor protein within its transmembrane
domain. J Biol Chem, 280(45):37689–97, 2005.

[197] Y. Qi-Takahara, M. Morishima-Kawashima, Y. Tanimura, G. Dolios, N. Hirotani, Y. Horikoshi,
F. Kametani, M. Maeda, T.C. Saido, R. Wang, and Y. Ihara. Longer forms of amyloid β protein:
implications for the mechanism of intramembrane cleavage by γ-secretase. J Neurosci, 25(2):436–
45, 2005.

[198] T. Sato, N. Dohmae, Y. Qi, N. Kakuda, H. Misonou, R. Mitsumori, H. Maruyama, E.H. Koo,
C. Haass, K. Takio, et al. Potential link between amyloid β-protein 42 and C-terminal fragment
γ 49-99 of β-amyloid precursor protein. J Biol Chem, 278(27):24294–301, 2003.
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IUPAC-Namen der verwendeten Substanzen

Die IUPAC-Namen aller verwendeten Substanzen sind in der folgenden Tabelle aufgeführt.

Substanz IUPAC-Name
Eisai (E2212) (4R,9aS,E )-7-(3-Methoxy-4-(4-methyl-1H -imidazol-1-yl)

benzyliden)-4-(3,4,5-trifluorophenyl)hexahydropyrido[2,1-c][1,4]-
oxazin-6(1H )-on

TorreyPines N 1,N 1-Diethyl-4-methyl-N 3-{4-[4-(4-methyl-imidazol-
1-yl)-phenyl]- thiazol-2-yl}-benzen-1,3-diamin

Sulindac Sulfid 2-[6-Fluoro-2-methyl-3-[(4-methylsulfanylphenyl)methyliden]
inden-1-yl]acetat

GSM-1 [(2S,4R)-1-[(R)-1-(4-Chloro-phenyl)-4-methyl-pentyl]-2-
(4-trifluoromethyl-phenyl)-piperidin-4-yl]-acetat

Abkürzungsverzeichnis

Aβ Amyloid-β
Abb. Abbildung
ADAM Disintegrin- und Metalloprotease

(engl. a disintegrin and metalloproteinase)
AICD APP intrazelluläre Domäne

(engl. APP intracellular domain)
ApoE Apolipoprotein E
APH-1 engl. anterior pharynx-defective phenotype 1
APLP Homolog des APP

(engl. APP-like protein)
APP Amyloidvorläuferprotein

(engl. amyloid precursor protein)
APP-αCTF α-C-terminales Fragment des APP,

Produkt der Spaltung von APP durch die α-Sekretase
APP-βCTF β-C-terminales Fragment des APP,

Produkt der Spaltung von APP durch die β-Sekretase
APPsw schwedische APP-FAD-Mutation
AS Aminosäure(n)
BACE β-APP schneidendes Enzym

(engl. β-APP cleaving enzyme)
BSA Rinderserumalbumin

(engl. bovine serum albumine)
C. elegans Caenorhabditis elegans
ca. circa
CD44 cluster of differentiation 44
CD44-CTF C-terminales Fragment von CD44
CD44∆E CD44-Konstrukt ohne Ektodomäne
CD44-ICD CD44 intrazelluläre Domäne

(engl. CD44 intracellular domain)
COX Cyclooxygenase
C-Terminus Carboxy-Terminus eines Proteins oder Peptids
CTF C-terminales Fragment
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DIAN Netzwerk für die dominant vererbte Alzheimer-Krankheit
(engl. Dominantly Inherited Alzheimer Network)

DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure

(engl. deoxyribonucleic acid)
ECL-IA Elektrochemilumineszenz-Immunoassay

(engl. SIA, sandwich immunosorbent assay)
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ER endoplasmatisches Retikulum
EZM extrazelluläre Matrix
et al. et alii (und andere)
FAD familiäre Alzheimer-Erkrankung

(engl. familial Alzheimer’s disease)
FLIM Fluoreszenzlebensdauer Mikroskopie

(engl. fluorescence lifetime imaging microscopy)
F-NEXT Flag-markiertes Notch1-Konstrukt ohne Ektodomäne

(engl. Flag-tagged Notch1∆E extracellular truncation)
FRET Förster-Resonanzenergietransfer
g Erdbeschleunigung (g ≈ 9.81 m/s2)
ggf. gegebenenfalls
GSI γ-Sekretaseinhibitor
GSM γ-Sekretasemodulator
HEK-Zellen Menschliche embryonale Nierenzellen

(engl. human embryonic kidney cells)
HRP Meerrettichperoxidase

(engl. horseradish peroxidase)
IB Immunoblot
IC50 halbmaximale inhibitorische Konzentration;

Konzentration eines Inhibitors, bei der 50% der
maximalen Inhibition beobachtet wird

ICD Intrazelluläres Fragment
(engl. intracellular domain)

IgG Immunglobulin G
IP Immunpräzipitation
kDa Kilodalton
MEF embryonale Mausfibroblasten

(engl. embryonic mouse fibroblasts)
MS Massenspektrometrie
Nβ Notch-β
NCT Nicastrin
NEXT Notch1∆E-Konstrukt ohne Ektodomäne

(engl. Notch1 extracellular truncation)
NFT Neurofibrilläre Bündel

(engl. neurofibrillary tangles)
NICD Notch1 intrazelluläre Domäne

(engl. Notch1 intracellular domain)
NMR-Spektroskopie Kernspinresonanz-Spektroskopie

(engl. nuclear magnetic resonance)
NSAID nicht-steroidale Entzündungshemmer

(engl. non-steroidal anti-inflammatory drugs)
N-Terminus Amino-Terminus eines Proteins oder Peptids
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NTF N-terminales Fragment
PBS phosphat gepufferte Kochsalzlösung

(engl. phosphate buffered saline)
PEN-2 presenilin Verstärker Protein 2

(engl. Presenilin enhancer 2 )
PS Presenilin
RT Raumtemperatur
sAPPα lösliches APPα-Fragment

(engl. soluble APPα)
sAPPβ lösliches APPβ-Fragment

(engl. soluble APPβ)
sCD44 lösliches CD44-Fragment

(engl. soluble CD44 )
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SPE-4 Spermatogenesis defective-4
SPP Signalpeptidpeptidase
TACE Tumornekrosefaktor α schneidendes Enzym

(engl. tumor necrosis factor-α convertase)
TNFα Tumornekrosefaktor-α
TMD Transmembrandomäne
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U Units, 1 µmol/min Substratumsatz

unter angegebenen Bedingungen
u.a. unter anderem
WT Wildtyp
ZNS zentrales Nervensystem
z.T. zum Teil

Aminosäuren

A Alanin
C Cystein
D Aspartat
E Glutamat
F Phenylalanin
G Glycin
H Histidin
I Isoleucin
K Lysin
L Leucin
M Methionin
N Asparagin
P Prolin
Q Glutamin
R Arginin
S Serin
T Threonin
V Valin
W Tryptophan
Y Tyrosin
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innerhalb seines Instituts durchführen zu können, sowie seine fachliche Unterstützung in
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erfuhr diese Arbeit durch Prof. Dr. Heesemann im Rahmen des Promotionsstudiengangs
Molekulare Medizin.

Herzlicher Dank gilt Dr. Peer-Hendrik Kuhn für die Herstellung der viral tranduzier-
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dieser Arbeit erst möglich machte.
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Abstract
c-Secretase plays a central role in the generation of the
Alzheimer disease-causing amyloid b-peptide (Ab) from the
b-amyloid precursor protein (APP) and is thus a major
Alzheimer′s disease drug target. As several other c-secretase
substrates including Notch1 and CD44 have crucial signaling
functions, an understanding of the mechanism of substrate
recognition and cleavage is key for the development of APP
selective c-secretase-targeting drugs. The c-secretase active
site domain in its catalytic subunit presenilin (PS) 1 has been
implicated in substrate recognition/docking and cleavage.
Highly critical in this process is its GxGD active site motif,
whose invariant glycine residues cannot be replaced without
causing severe functional losses in substrate selection and/or
cleavage efficiency. Here, we have investigated the contribu-
tion of the less well characterized residue x of the motif (L383
in PS1) to this function. Extensive mutational analysis showed

that processing of APP was overall well-tolerated over a wide
range of hydrophobic and hydrophilic mutations. Interestingly,
however, most L383 mutants gave rise to reduced levels of
Ab37–39 species, and several increased the pathogenic Ab42/43
species. Several of the Ab42/43-increasing mutants severely
impaired the cleavages of Notch1 and CD44 substrates, which
were not affected by any other L383 mutation. Our data thus
establish an important, but compared with the glycine residues
of the motif, overall less critical functional role for L383. We
suggest that L383 and the flanking glycine residues form a
spatial arrangement in PS1 that is critical for docking and/or
cleavage of different c-secretase substrates.
Keywords: c-secretase, Alzheimer′s disease, amyloid-b
peptide, GxGD-type protease, intramembrane proteolysis,
presenilin.
J. Neurochem. (2013) 125, 144–156.

Alzheimer disease (AD) is the most common neurodegen-
erative disorder affecting the elderly population. AD is
characterized by the massive cerebral deposition of the
amyloid b-peptide (Ab), which is widely believed to be
disease-causative (Haass and Selkoe 2007). The small
(~ 4 kDa) Ab is generated by sequential processing of the
b-amyloid precursor protein (APP), a type I membrane
protein, by two aspartyl proteases, b- and c-secretase
(Lichtenthaler et al. 2011). Both secretases are key AD drug
targets (Tomita 2009). In contrast to the type I membrane
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protease b-secretase, c-secretase is a more complicated
enzyme, comprised of four essential integral membrane
protein subunits, which are necessary and sufficient for
activity (Steiner et al. 2008). The catalytic subunit of the
complex is presenilin (PS), an intramembrane-cleaving
protease of the GxGD-protease family, which is activated
by autoproteolysis into an N- and C-terminal fragment (NTF,
CTF) (Steiner 2008). The other subunits nicastrin (NCT),
APH-1, and PEN-2 are required for assembly, activation,
stabilization, and maturation of the c-secretase complex
(Dries and Yu 2008).
Following ectodomain shedding of APP by b-secretase,

c-secretase cleaves the resulting CTF of APP in the
transmembrane domain (TMD) thereby releasing Ab species
of various length (Ab37–Ab43), which are subsequently
secreted (Lichtenthaler et al. 2011). Cleavage of the TMD
starts at the e-site close to the cytosolic border releasing the
APP intracellular domain and is followed by stepwise
carboxy-terminal trimming (Qi-Takahara et al. 2005;
Takami et al. 2009). The resultant Ab49 is further processed
to the secreted Ab43, Ab40, and Ab37 species. Imprecise
cleavage at the e-site leads to the generation of small
amounts of the Ab48 species from which Ab42 and Ab38 are
produced. Subtle changes in the ratio of the principal Ab40
species and its longer pathogenic byproduct Ab42 towards a
relative increase in Ab42 are sufficient to cause neurotoxicity
and ultimately trigger the onset of AD (Kuperstein et al.
2010). This disease-underlying principle is reflected by the
majority of early onset familial forms of AD that are caused
by changes of the Ab42/Ab40 ratio because of mutations in
PS1, its homolog PS2, and APP (Scheuner et al. 1996).
Although Ab43 is a minor secreted species, which is
generated at lower level than Ab42, it apparently has a
stronger pathogenicity than the latter (Saito et al. 2011).
As evident from the processing of numerous other

substrates apart from APP, c-secretase activity is involved
in a number of physiological cellular processes besides its
central role in AD pathogenesis (Wakabayashi and De
Strooper 2008). A primary function of c-secretase is the
degradation of membrane protein stubs, which remain after
ectodomain shedding. In several cases, this can be coupled
with signal transduction, where the ICD, which is released
from the substrate by c-secretase cleavage, translocates to the
nucleus and regulates gene transcription. The most important
substrate of c-secretase of this type is Notch1, a crucial
signaling molecule controlling cell differentiation during
development as well as in adulthood via its c-secretase-
released Notch1 ICD (NICD) (Bray 2006).
Understanding how c-secretase recognizes and selects its

many substrates is a key issue for the development of drugs
that inhibit or modulate Ab generation of the enzyme while
sparing cleavage of its other substrates (Tomita 2009). In
addition, this knowledge is of general interest for under-
standing the mechanism of intramembrane-cleaving

proteases (Wolfe 2009). Despite some advances, little is still
known, however, about c-secretase substrate recognition.
The current model suggests a stepwise process in that the
complex first recognizes the ectodomain-shedded substrate
before it is presented to the active site where substrate cleav-
age occurs. NCT has been implicated as substrate receptor in
this step, although this role is not firmly established and
controversially discussed (Shah et al. 2005; Chav�ez-
Guti�errez et al. 2008; Dries et al. 2009; Pamr�en et al.
2011; Zhang et al. 2012). Whether substrate recognition is
mediated by NCT or not, the substrate associates with the
docking site, a substrate binding site spatially separated from
the active site (Esler et al. 2002; Tian et al. 2002). This site
has been identified in PS very close to and partially
overlapping with the active site (Kornilova et al. 2005),
and may involve TMDs 2, 6, 9 (Sato et al. 2008; Gong et al.
2010; Watanabe et al. 2010). Following binding at the
docking site, the substrate comes in contact with the active
site aspartates in TMDs 6 and 7, which enable catalysis of
peptide bond hydrolysis, by a mechanism involving trans-
location or swinging of bound substrate into the catalytic site
(Tian et al. 2002).
Consistent with a spatial proximity of docking and

catalytic site (Kornilova et al. 2005), the highly conserved
non-classical GxGD aspartyl protease family motif in the PS
active site domain bearing the catalytic aspartate in TMD7
(Steiner et al. 2000) has been implicated in substrate
docking/recognition and/or cleavage (Yamasaki et al. 2006;
P�erez-Revuelta et al. 2010; Wu et al. 2010). Mutational
analysis has revealed that the invariant glycine residues of
the GxGD motif are critical for substrate recognition and/or
cleavage, probably by ensuring efficient substrate accommo-
dation at the active site. Maximally the very subtle amino
acid change from glycine to alanine is functionally tolerated
at this position (Steiner et al. 2000; P�erez-Revuelta et al.
2010). However, depending on the substrate, even this
minimal amino acid change can block cleavage (P�erez-
Revuelta et al. 2010). Similar findings have been made by
mutational analyses for the conserved PAL motif (Nakaya
et al. 2005; Wang et al. 2006), which although distant in
primary sequence is close to the active site (Sato et al. 2008;
Tolia et al. 2008).
To further our understanding of how the active site domain

of c-secretase contributes to substrate recognition and
cleavage, we investigated the functional role of residue x
of the GxGD motif in PS1, which is a leucine in almost all
PSs. The leucine is replaced, however, by a phenylalanine in
the C. elegans PS homolog SPE-4 and we recently identified
this sequence variation as being critical for APP/Notch
substrate selectivity of PS1 c-secretase (Yamasaki et al.
2006). Apart from this initial information, however, the
functional role of the leucine residue within the GLGD motif
of PS1 has not been investigated yet and it is not known if it
is of similar functional importance as the surrounding
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invariant glycine residues. In light of limited structural
information for the c-secretase active site, we decided to
perform an extensive mutational analysis of the x residue.
Our results demonstrate that aliphatic residues are preferred
over aromatic, proline and positively charged residues, which
strongly impair the cleavage of crucial signaling substrates
such as Notch1 and CD44 (Miletti-Gonz�alez et al. 2012)
without much effect on the efficiency of APP processing.
Thus, we show that while L383 contributes to substrate
selectivity it is overall the least critical residue of the GxGD
motif in PS1. Finally, together with our previous data, we
conclude that the spatial side chain arrangement of this motif
is highly critical for c-secretase substrate processing and
selectivity/specificity.

Materials and methods

Antibodies

Monoclonal and polyclonal antibodies used were to the PS1 N-
terminus (PS1N) (Capell et al. 1997), the NCT C-terminus (N1660)
(Sigma, St Louis, MO, USA), the APP ectodomain (22C11)
(Weidemann et al. 1989), and C-terminus (6687) (Steiner et al.
2000), Ab 1-16 (2D8) (Shirotani et al. 2007), Ab 17-24 (4G8)
(Signet Laboratories, Dedham, MA, USA), Ab 1-40 (3552) (Yama-
saki et al. 2006), the c-myc (9E10) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) and the FLAG-epitope (M2) (Sigma). Anti-FLAG
M2 antibody agarose conjugate was obtained from Sigma.

cDNA constructs

N-terminally-His6Xpress (H6X) epitope-tagged PS1 wt, PS1
D385A, and PS1 L383F cDNA constructs were described before
(Steiner et al. 2002; Yamasaki et al. 2006). PS1 L383 mutants were
generated by PCR-mediated mutagenesis of pcDNA4/HisC:PS1,
which encodes H6X-PS1 wt (Steiner et al. 2002), using oligonu-
cleotide primers encoding the respective mutations. All cDNA
constructs were confirmed by DNA sequencing. For stable expres-
sion of wt PS1 and the corresponding mutants in mouse embryonic
fibroblast (MEF) cells deficient for PS1 and PS2 (PS�/�), the PS
cDNA constructs were subcloned without the H6X-epitope tag as
BamHI/XhoI fragments into FU-ΔZeo vector (Kuhn et al. 2010).
APPsw-6myc, F-NEXT and CD44ΔE-Flag constructs have been
described previously (Lammich et al. 2002; Okochi et al. 2002;
Wang et al. 2004).

Cell culture, cell lines, cDNA transfections, and transductions

Human embryonic kidney (HEK) 293 cells stably expressing
Swedish mutant APP (HEK293/sw) were cultured and stably
transfected with H6X-tagged PS1 cDNA constructs as described
(Steiner et al. 2000; Page et al. 2008). Pools of stably transfected
cells were investigated to avoid clonal variations. Treatment of
HEK293 cells with c-secretase modulator (GSM)s (kind gift of
Dr. Karlheinz Baumann) was carried out as described (Page et al.
2008). PS�/� MEF cells stably expressing wt and mutant PS1
cDNA constructs were generated by lentiviral gene transduction.
Generation of lentiviral particles and administration to PS�/� MEF
cells was carried out as described previously (Kuhn et al. 2010).

The stably transduced PS�/� MEF cells were cultured and
transiently transfected as described (Yamasaki et al. 2006).

Protein analysis

PS1, NCT, APP, Notch1, CD44, and/or derivatives, respectively,
were analyzed from cell lysates (Page et al. 2008) by direct
immunoblotting as described (Lammich et al. 2002; Yamasaki
et al. 2006). Total secreted APPs was analyzed by direct immuno-
blotting of conditioned media with antibody 22C11. Analysis of
total secreted Ab and CD44b was performed as described (Lammich
et al. 2002; Yamasaki et al. 2006; P�erez-Revuelta et al. 2010).
Mass spectrometry analysis of individual secreted Ab species and
their quantitation by an Ab sandwich immunoassay was carried out
as outlined previously (Page et al. 2008, 2010). Where indicated,
immunoblotted proteins were quantified as described before (P�erez-
Revuelta et al. 2010).

Statistical analysis

Quantitative data were subjected to statistical analysis by student’s t
test or one way ANOVA with Dunnett′s post test using GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) software
where indicated. Data with p values lower than 0.05 were
considered to be statistically significant.

Results

A wide range of amino acids at PS1 residue 383

supports APP processing

To investigate the role of the leucine 383 residue of PS1 for
c-secretase activity and substrate selectivity, we generated a
variety of mutant PS1 constructs covering almost all possible
amino acid substitutions at this site. We first were interested
to investigate how these would affect processing of APP and
thus stably expressed the L383 mutant constructs in
HEK293/sw cells. PS1 wt and catalytically inactive D385A
mutant constructs were used as positive and negative
controls, respectively. To facilitate analysis, N-terminally-
H6X-epitope-tagged PS1 constructs were used. We first
analyzed how aliphatic and aromatic amino acids substitu-
tions at the L383 residue would affect APP processing. As
shown in Fig. 1a, all PS L383 mutant constructs replaced
endogenous PS and were endoproteolysed like wt PS1
demonstrating functional c-secretase complex formation and
suggesting that the L383 residue of the GxGD motif is not
critical for PS endoproteolysis. This characteristic conversion
of PS into an N- and C-terminal fragment is believed to
represent an activated state of c-secretase and – being an
autocatalytic process (Edbauer et al. 2003; Fukumori et al.
2010) – is not observed for the catalytically inactive PS1
D385A mutant (Steiner et al. 1999; Wolfe et al. 1999).
As judged from the levels of APP CTFs, which are the

direct substrates of c-secretase, processing of APP was
overall largely supported as only a few mutations caused
substrate accumulation indicative for activity loss (Fig. 1b).
The aliphatic mutations did not affect activity, while the

© 2012 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2013) 125, 144--156

146 B. Kretner et al.

79



Anhang

aromatic mutations and the proline mutant displayed a partial
loss of function. Although the latter mutations caused an
increase in APP CTFs, this accumulation of substrate was
less pronounced when compared with the PS1 D385A
mutant, which displayed a dramatic increase in these
substrates. Consistent with the analysis of APP CTFs, the
generation of Ab was not significantly affected (Fig. 1c). A
moderate reduction was only seen for the aromatic residues
and proline, while all other mutants generated Ab at levels
comparable to wt PS1. Quantitation confirmed these results
(Fig. 1d and e).

As all above described mutations maintained the hydro-
phobic nature of the side chain, we next investigated whether
charged amino acid substitutions would have a stronger
impact on APP processing. As shown in Fig. 1f, these
mutants also allowed functional complex formation as
judged from their ability to undergo efficient PS endopro-
teolysis. The negatively charged amino acids as well as their
isosteric uncharged analogs did not affect c-secretase activity
(Fig. 1g). Likewise, the positively charged histidine substi-
tution was supporting c-secretase activity. As judged from
the weak accumulation of the APP CTFs, a mild decrease in

(a)

(d)

(e)

(b)

(c)

(f)

(i)

(j)

(g)

(h)

Fig. 1 Presenilin (PS)1 L383 mutations support PS endoproteolysis,
but display differential impacts on b-amyloid precursor protein (APP)
processing including weak functional loss. (a) HEK293/sw cells stably

expressing H6X-tagged PS1 wt, PS1 D385A and the indicated PS1
L383 hydrophobic mutants were analyzed for expression and endo-
proteolysis of PS1 as well as for replacement of endogenous PS by
immunoblotting of cell lysates with antibody PS1N. Maturation of

nicastrin (NCT) was analyzed by immunoblotting with antibody N1660.
To assess the level of endogenous PS1 replacement in the H6X-
tagged PS1 transfected cell lines, the parental HEK293/sw cell line

(endog. PS) was analyzed in parallel. (b–e) PS1 transfected cell lines
described above (a) were analyzed for APP processing. Full length
APP and APP C-terminal fragment (CTF)s were analyzed by immu-

noblotting of cell lysates with antibody 6687 (b). Secreted APPs and
Ab were analyzed from conditioned medium by immunoblotting with
antibody 22C11 and by combined immunoprecipitation/immunoblotting

with antibodies 3552/2D8, respectively (c). Levels of NCTm, APP
CTFs, secreted APPs, and Ab analyzed as in (a–c), were quantified by
measuring their chemiluminescence signal intensities. APP CTFs/

NCTm ratios (d) and (Ab/APPs)/NCTm ratios (e) were expressed
relative to those generated in cells expressing wt PS1 that was set
100%. Bars represent the mean of four independent experiments
� SE. Asterisks indicate the significance (one way ANOVA with Dunnett′

s post test) relative to PS1 wt (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
(f) HEK293/sw cells stably expressing H6X-tagged PS1 wt, PS1
D385A and the indicated PS1 L383 hydrophilic mutants were analyzed

as in (a). (g–j) PS1 transfected cell lines described in (f) were analyzed
for APP processing as in (b and c). Quantitations were done as in (d)
and (e). In (i) and (j), bars represent the mean of four independent

experiments � SE. Asterisks indicate the significance (one way ANOVA

with Dunnett′s post test) relative to PS1 wt (*p < 0.05, ***p < 0.001).
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substrate turnover could, however, be attested for the
arginine and lysine substitutions (Fig. 1g). This partial loss
of function of these two mutants was also reflected in lower
Ab levels (Fig. 1h). Apart from these exceptions, however,
total Ab levels of the mutants were all very similar to those
generated by wt PS1, suggesting that overall, the hydrophilic
amino acid substitutions had no substantial impact on
c-secretase activity (Fig. 1h). Quantitation confirmed theses
results (Fig. 1i and j).

L383 mutants preferentially lower the generation

of short Ab species

We next investigated whether the mutants would change
c-secretase cleavage specificity and if they would potentially
cause pathogenic production of longer Ab species, such as

Ab42. Using an Ab immunoassay specific for Ab38, Ab40,
and Ab42 (Page et al. 2008), differences in the profiles of the
Ab species generated by the hydrophobic mutants compared
with wt PS1 were noted (Fig. 2a). In particular, we found
that aliphatic amino acid substitutions did not affect the
Ab42/Abtotal ratios, while in contrast, the aromatic amino
acids, as well as the L383P mutant showed a mild –
moderate increase of Ab42 generation (Fig. 2b). Interest-
ingly, all mutants substantially decreased the generation of
the shorter Ab species Ab38 (Fig. 2c). Because we could not
detect all Ab species with our assay, we asked how other Ab
species would be affected by the mutations of L383 and thus
additionally analyzed these by mass spectrometry. In addi-
tion to confirming the increase in Ab42 for the aromatic
amino acids, this analysis revealed that the L383P mutant

(a)

(d)

(b) (c)

Fig. 2 Hydrophobic mutations of presenilin
(PS)1 L383 preferentially lower the
generation of short Ab species and can

also increase pathogenic Ab generation (a)
Levels of secreted Ab38, Ab40, and Ab42
species in conditioned media of HEK293/sw
cells stably expressing H6X-tagged PS1 wt

or the indicated PS1 L383 hydrophobic
mutants were quantified by a highly
specific Ab sandwich immunoassay and

plotted as a percentage of the total Ab
measured. Bars represent the mean of six
independent experiments � SE. (b, c) Data

of (a) were plotted such that Ab42/Abtotal
ratios (b) and Ab38/Abtotal ratios (c)
produced by the PS1 L383 mutants were

expressed relative to those of PS1 wt that
were set 1.00. Asterisks indicate the
significance (one way ANOVA with Dunnett′s
post test) relative to PS1 wt (***p < 0.001).

(d) Secreted Ab in conditioned media
of HEK293/sw cells stably expressing
H6X-tagged PS1 wt or the indicated

representative PS1 L383 mutants was
immunoprecipitated with antibody 4G8 and
subjected to MALDI-TOF mass spectrometry

analysis. Note the relative peak changes of
individual Ab species. The spectrum of
L383V is representative for the L383A,
L383I, and L383M mutants, which show a

similar profile of Ab species.
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caused an exceptional, very strong increase in the generation
of the long Ab43 species, which exceeded that of Ab42. An
increase in Ab43 was also noted for the L383Y mutant. Mass
spectrometry analysis also showed that nearly all hydropho-
bic mutants of L383 reduced the levels of the shorter Ab
species Ab37, Ab38, Ab39. Only the L383G mutant still
produced Ab37. Fig. 2d illustrates these findings by showing
representative examples for each observed mass spectrom-
etry profile of the Ab species obtained for the mutants. As
shown in Fig. 3a, also the hydrophilic amino acid substitu-
tions showed effects on the cleavage specificity of
c-secretase. The negatively charged amino acids aspartate

and glutamate as well as the positively charged amino acid
substitutions did mildly increase the generation of Ab42
(Fig. 3b). From the isosteric analogs of aspartate and
glutamate, asparagine and glutamine differed in their behav-
ior as only glutamine caused a mild increase in Ab42
generation (Fig. 3b). A decrease in Ab38 was noted as well,
but not so pronouncedly as for the hydrophobic mutants, and
for the L383N mutant even an increase in Ab38 was observed
(Fig. 3c). Mass spectrometry analysis of the mutants was in
good agreement with the above measurements of the
individual Ab species. For the L383N mutant, the generation
of short Ab species was increased, in particular that of Ab37,

(a)

(d)

(b) (c)

Fig. 3 Hydrophilic mutations of presenilin (PS)1 L383 cause diverse
profiles of Ab species including pathogenic changes of c-secretase
cleavage specificity. (a) Levels of secreted Ab38, Ab40, and Ab42
species in conditioned media of HEK293/sw cells stably expressing
H6X-tagged PS1 wt or the indicated PS1 L383 hydrophilic mutants
were quantified as in Fig. 2a and plotted as a percentage of the total

Ab measured. Bars represent the mean of six independent experi-
ments � SE. (b, c) Data of (a) were plotted such that Ab42/Abtotal ratios
(b) and Ab38/Abtotal ratios (c) produced by the PS1 L383 mutants were

expressed relative to those of PS1 wt that were set 1.00. Asterisks

indicate the significance (one way ANOVA with Dunnett′s post test)
relative to PS1 wt (*p < 0.05, ***p < 0.001). (d) Secreted Ab in
conditioned media of HEK293/sw cells stably expressing H6X-tagged

PS1 wt or the indicated representative PS1 L383 mutants was subjected
to MALDI-TOF mass spectrometry analysis as in Fig. 2d. Note the
relative peak changes of individual Ab species. The spectrum of L383D

is representative for the L383E and L383Q mutants, which show a
similar profile of Ab species. Note that the L383N mutant shows a
unique Ab profile with an increased preference for the generation of

short Ab species, most prominently Ab37.
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which besides Ab40 became the major species generated. In
addition to an increase in Ab42, the positively charged
L383K and L383R mutants robustly increased the generation
of Ab43. Like above, these findings are illustrated by
showing representative examples for each observed mass
spectrometry profile of the Ab species obtained for the
mutants (Fig. 3d).
Taken together, we conclude that, unlike the neighboring

glycine residues G382 and G384, which are highly critical
residues on c-secretase processing, mutation of L383 of the
GxGD motif is considerably tolerable for APP substrate
processing. However, most mutants reduced the generation of
the short Ab37–39 species indicating a reduced efficiency in the
intrinsic carboxy-terminal trimming activity of c-secretase.
Only a subset of the mutants showed a partial loss of function
and these changed c-secretase cleavage specificity toward an
elevated generation of the pathogenic Ab42/43 species.

Most Ab42/43-increasing L383 mutants are resistant to

GSMs

The above results indicate conformational changes of
c-secretase induced by the majority of the L383 mutants that
may alter APP substrate positioning thus giving rise to the
observed changes in the Ab profiles including increased Ab42/
43 productions. Changed PS conformations as a consequence
of e.g. Ab42/43-increasing FAD-associated mutations (Ber-
ezovska et al. 2005) might also cause an unwanted resistance
to GSMs, Ab42-lowering drugs that from a therapeutic point of
view, are expected to be superior to c-secretase inhibitors, as
they do not block c-secretase activity and thus leave the
cleavage of crucial substrates such as Notch1 unaffected
(Imbimbo and Giardina 2011). A few PS FAD mutants are
locked in a conformation, which render c-secretase even
resistant to theAb42-lowering capacity of highly potent second
generation GSMs (Page et al. 2008; Hahn et al. 2011; Kretner
et al. 2011).Having this inmind,we next investigatedwhether
L383 mutants would be responsive to such GSMs using a
representative selection for each amino acid class of the above
mutants and including those which showed the strongest
pathogenic, i.e. Ab42/43-increasing activities. As shown in
Fig. 4a, only a subset of the L383 mutants showed reduced
Ab42 production in response to GSM-1, a frequently used
acidic GSM (Page et al. 2008; Hahn et al. 2011; Kretner et al.
2011). The positively charged L383K and R mutants, the
aromatic L383F,Y andWmutants, and theL383Pmutantwere
highly resistant to GSM-1. For the latter mutant, GSM-1 also
failed to lower the generation of Ab43, the preferentially
generated long Ab species by L383P (data not shown). These
mutants showed also a striking resistance to a structurally
different non-acidic bridged aromatic GSM with increased
potency developed by Eisai (Kretner et al. 2011), with the
exception of the L383Y mutant, which showed a partial
response (Fig. 4c). However, all mutants clearly increased the
generation of Ab38 showing that the resistant mutants not

simply failed to be targeted by the GSMs (Fig. 4b and d). We
conclude that the generation of Ab42(43) species cannot
efficiently be lowered by advanced GSMs of two different
structural classes for most of the pathogenic L383 mutants.

L383 is critical for c-secretase substrate selectivity
The above results showed that mutation of L383 of the
GLGD active site motif of PS1 have overall little impact on
total c-secretase activity toward APP substrate processing. In
the next set of experiments, we compared the processing of
APP, Notch1, and CD44 in mouse embryonic fibroblast
(MEF) cells derived from PS1/2 (PS�/�) double knockout
mice to further investigate the previously identified substrate
selectivity provided by this residue (Yamasaki et al. 2006).
We first concentrated on the analysis of the aliphatic and
aromatic amino acid substitutions, as these keep the hydro-
phobic nature of the L383 residue and thus represent
conservative exchanges at this position. APPsw-6myc (Wang
et al. 2004), F-NEXT (Okochi et al. 2002), and CD44ΔE-
Flag (Lammich et al. 2004) substrates were transiently
transfected into PS�/� MEF cells stably transduced with
the various wt and mutant PS1 constructs. To assess
c-secretase activity on APP and Notch1 substrate cleavage,
formation of APP intracellular domain and NICD was
analyzed. Because of the difficulty to detect the ICD of
CD44, the Ab-like CD44b peptide was analyzed for this
substrate, given the ease of its analysis (P�erez-Revuelta et al.
2010). Processing of APP was in line with the results
obtained in the stably transfected HEK293 cells above and
confirmed that the aromatic amino acid substitutions main-
tained c-secretase activity substantially, although they were
lower in their activity than their aliphatic counterparts
(Fig. 5a). Consistent with our previous findings (Yamasaki
et al. 2006), processing of Notch1 was strongly impaired by
the PS1 L383F mutant (Fig. 5b). The other aromatic amino
acid substitutions PS1 L383Y and L383W as well as the
L383P mutant behaved like the L383F mutant and displayed
a similar severe impairment of Notch1 substrate processing.
In contrast, the aliphatic amino acid substitutions supported
normal c-secretase activity on this substrate (Fig. 5b).
Additional analysis using a NICD-specific antibody con-
firmed these results (Figure S1a, b). As shown in Fig. 5c, the
same profile was observed for processing of CD44. For this
substrate the aromatic acids and proline caused a nearly
complete block of substrate cleavage. Quantitation confirmed
the differential effects imposed by the aromatic amino acid
substitutions of L383 on APP, Notch1, and CD44 and
substrate processing (Fig. 5d). We conclude that the L383
residue of the active site of PS1 is critical for c-secretase
substrate selectivity.
We next analyzed the hydrophilic substitutions in the same

experimental paradigm. In agreement with the results
obtained above in HEK293 cells, all mutants except the
positively charged L383K and L383R mutants, which
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displayed a partial loss of function, supported the processing
of APP (Fig. 6a). All hydrophilic mutants supported the
processing of Notch1 (Fig. 6b), and CD44 (Fig. 6c) except
the L383K and L383R mutants, which almost completely
inhibited the cleavage of these substrates. Quantitation, as
well as validation of the Notch1 processing data using a
NICD-specific antibody (Figure S1c, d) confirmed these
results (Fig. 6d).
Taken together, these data show that L383 residue tolerates

a number of amino acid substitutions without loss of
c-secretase activity. Only a subset of the mutants, i.e. the
aromatic mutants, the proline mutant and the positively
charged lysine and arginine mutants strongly inhibit substrate
cleavage of at least two substrates, Notch1 and CD44.

In contrast, the same mutations affect APP processing to a
much lesser extent. We conclude that while providing c-
secretase substrate selectivity, residue x is also the least
critical residue of the GxGD motif in PS1.

Discussion

Several studies have implicated the active site domain of
c-secretase in PS1 in both substrate recognition and cleavage,
with the residues N-terminal to the TMD7 active site
probably providing subsites, i.e. substrate-binding pockets
(Schechter and Berger 1967), of the protease (Yamasaki
et al. 2006; P�erez-Revuelta et al. 2010). The invariant
glycine residues of the GxGD motif have been shown to

(a)

(d)

(b)

(c)

Fig. 4 Presenilin (PS)1 L383 mutants show
differential Ab42 responses to c-secretase
modulator (GSM)s. (a–d) Conditioned

media of HEK293/sw cells stably
expressing wt PS1 or the indicated PS1
L383 mutants treated with GSM-1 (1 lM)

(a, b), Eisai compound (1 lM) (c, d) or
vehicle control (DMSO) were analyzed by
sandwich immunoassay for the levels of
Ab42, Ab38, and Ab40. Changes in the ratios

of long Ab42 (a, c) and short Ab38 (b, d)
species to total Ab (i.e. the sum of Ab38,
Ab40, and Ab42) are shown as percentage of

those obtained for vehicle-treated cells,
which were set to 100%. Bars represent
the mean of three independent experiments

� SE. Asterisks indicate the significance
(two-tailed unpaired Student’s t test) of the
GSM responses relative to vehicle control

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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be highly critical for substrate processing (Steiner et al.
2000; P�erez-Revuelta et al. 2010). In this study, we have in
detail investigated the role of the x position of the GxGD
motif of the active site domain of c-secretase in PS1.
By domain exchange experiments between PS1 and its
C. elegans homolog SPE-4 we had previously mapped L383
as an APP/Notch substrate selectivity-providing residue
(Yamasaki et al. 2006). To further define the functional role
of this leucine residue, we were interested to investigate how
mutations of it and thus of residue x of the GxGD motif,
affect PS endoproteolysis and c-secretase substrate process-
ing, how they affect c-secretase cleavage specificity of APP,
how they influence substrate selectivity of c-secretase and
finally, whether the spatial side chain arrangement (i.e. small-
big-small) of the GLGD motif is critical for c-secretase
activity.
Overall, we found that L383 is the least critical residue of

the GxGD protease active site motif of PS1. Residue x is less
sensitive to mutation and more permissive than the glycine
residues with respect to PS endoproteolysis and c-secretase
substrate processing. We found that aromatic residues are
interfering with Notch1 and CD44 processing, whereas they
are relatively well-tolerated for APP. The presence of
aliphatic acid residues at position x such as leucine in the
wt case represents a critical determinant for processing of
substrates such as Notch1 and CD44. Thus, we confirm and
extend our previous findings that c-secretase substrate
selectivity depends on the side chain at residue x of the
GxGD active site motif (Yamasaki et al. 2006). Similar to
the situation with the G382 and G384 mutants, Notch1 and
CD44 are substrates, which are critical to alteration of these
key residues of the active site domain (P�erez-Revuelta et al.
2010). In contrast with mutation of the glycine residues,
however, a number of L383 alterations for which Notch1 and
CD44 are already severely affected are still tolerable for
APP. Aromatic residues cause a weak loss of function on
APP processing while other substrates such as Notch1 and
CD44 are much more sensitive. This suggests that in contrast
with the latter substrates, APP might be conformationally
more flexible, such that its residues coming in contact with
the c-secretase active site domain may more stably interact
with the subsites of the protease. Despite the only mild
impact of the L383 mutations on the generation of total Ab,
robustly increased Ab42(43)/Abtotal ratios were observed for
the substitution of L383 with aromatic amino acids, proline,
and positively charged amino acids. Thus, some of the
mutants, which displayed a weak loss of function, also
affected the cleavage specificity of c-secretase and increased
the generation of Ab42 or Ab43, respectively. Almost all
mutations showed reduced amounts of the short Ab species
Ab37–Ab39 compared with wt PS1. Thus, compared with wt,
L383 mutants affect APP substrate positioning such that the
c-37, c-38, and c-39 sites are less exposed to the active site.
One of the mutations (L383N) was, however, exceptional in

(a)

(b)

(c)

(d)

Fig. 5 Hydrophobic mutations of L383 differentially affect c-secretase

substrate processing. (a) PS�/� MEF cells stably transduced with wt
presenilin (PS)1 or the indicated PS1 L383 hydrophobic mutants were
transiently transfected with b-amyloid precursor protein (APP)sw-6myc.

Expression and endoproteolysis of PS1 was analyzed by immunoblot-
ting of cell lysates with antibody PS1N and maturation of nicastrin
(NCT) by immunoblotting with antibody N1660. Expression and

processing of APP was analyzed by immunoblotting of APP FL, APP
CTFs and APP intracellular domain (AICD) with anti-myc antibody
9E10. The asterisk denotes an unspecific band most likely resulting
from a c-secretase-independent degradation of accumulated APP CTFs.

(b) Stably transduced PS�/� MEF cells were transiently transfected with
F-NEXT. Expression and processing of F-NEXT was analyzed by
immunoblotting with anti-myc antibody 9E10. (c) Stably transduced

PS�/� MEF cells were transiently transfected with CD44ΔE-Flag.
Expression of CD44ΔE-Flag was analyzed by immunoblotting with anti-
myc antibody 9E10. Note that the CD44 ICD cannot be detected by direct

immunoblotting. CD44b levels were analyzed from conditioned media by
combined immunoprecipitation/immunoblotting with anti-FLAG-M2 anti-
body. (d) Levels of the APP, Notch1, and CD44 cleavage products
AICD, Notch1 ICD (NICD), and CD44b, respectively, were analyzed as

in (a–c), respectively, and the intensities of their immunoblot signals
were quantified by measuring their chemiluminescence signal inten-
sities. These were normalized to the levels of NCTm (analyzed as in (a)

and quantified by measuring its chemiluminescence signal intensities)
and expressed relative to those generated in cells expressing wt PS1
that was set 100%. Bars represent the mean of four (AICD and CD44b)

or five (NICD) independent experiments � SE. Asterisks indicate the
significance (one way ANOVA with Dunnett′s post test) relative to PS1 wt
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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that regard and displayed an increase in the generation of
short Ab species, in particular of Ab37. Collectively, these
observations suggest that most of the L383 mutants reduce
carboxy-terminal trimming of the APP TMD, i.e. the
processivity of c-secretase. The impaired generation of short
Ab species is, however, not a strict consequence of reduced
c-secretase processivity and premature release of longer Ab
species as recently suggested (Chav�ez-Guti�errez et al. 2012),
as an concomitant accumulation of longer Ab42/43 species
was observed only for some of the L383 mutants. Interest-
ingly, although total c-secretase activity and processivity are
not necessarily coupled (Moehlmann et al. 2002; Quintero-
Monzon et al. 2011; Chav�ez-Guti�errez et al. 2012), it is
striking that most of the mutants which showed a weak-
moderate loss of function in APP processing and increased
the generation of Ab42/43 were also resistant to GSMs, and
were those mutations, which displayed strong loss of
function effects on Notch1 and CD44 processing (see
Table 1 for a summary).
The evolutionary basis for the highly conserved presence

of aliphatic amino acids at the x position of the GxGD motif
in PS is likely that only these amino acids allow efficient
processing of c-secretase substrates other than the overall
very robust substrate APP. From the hydrophobic amino
acids analyzed, aromatic amino acids and proline at this site
are not supported and/or preferred by all substrates. This
feature provides some selectivity in c-secretase substrate
processing and may contribute to the fact that not all type I
membrane proteins, which are potential substrates are
processed by c-secretase (Hemming et al. 2008). Appar-
ently, a certain side chain arrangement that in approximation
can be defined as G-p/w/f-G-D (p = small side chain amino
acid, w = aliphatic amino acid, f = hydrophilic amino acid)
is critical for c-secretase substrate processing and selectivity.
Exceptions are the positively charged amino acid substitu-
tions lysine and arginine, as well as proline, which support
APP processing only partially and besides Ab42 also increase
the generation of the longer species Ab43. The side chain
length per se of the amino acids at L383 residue does not
play a similar important role compared with the strict
requirement for short side chains at the neighboring G382
and G384 residues (P�erez-Revuelta et al. 2010).
Interestingly, consistent with the GxGD motif providing

substrate selectivity, the GxG sequence has recently been
suggested to represent a putative nucleotide-binding site in
c-secretase, which may be the target of novel Notch-sparing
c-secretase inhibitors (Wu et al. 2010). Structurally, the
motif is part of an unstructured flexible loop (Sato et al.
2006; Sobhanifar et al. 2010), which has also been found for
the PS-related archael GxGD protease FlaK, for which
crystal structure information has recently been obtained (Hu
et al. 2011). In PS1, L383 likely faces away from the both
flanking glycine residues (Wu et al. 2010) forming a spatial

(a)

(d)

(b)

(c)

Fig. 6 Hydrophilic mutations of L383 differentially affect c-secretase
substrate processing. (a) PS�/� MEF stably transduced with wt

presenilin (PS)1 or the indicated PS1 L383 hydrophilic mutants were
transiently transfected with b-amyloid precursor protein (APP)sw-
6myc. Expression and endoproteolysis of PS1, maturation of nicastrin

(NCT), as well as expression and processing of APP was analyzed
by immunoblotting of cell lysates as in Fig. 5a. The asterisk denotes
an unspecific band most likely resulting from a c-secretase-indepen-

dent degradation of accumulated APP CTFs. (b) Stably transduced
PS�/� MEF were transiently transfected with F-NEXT. Expression
and processing of F-NEXT was analyzed by immunoblotting as in
Fig. 5b. (c) Stably transduced PS�/� MEF cells were transiently

transfected with CD44ΔE-Flag. Expression and processing of
CD44ΔE-Flag was analyzed as in Fig. 5c. (d) Levels of the APP,
Notch1 and CD44 cleavage products APP intracellular domain

(AICD), Notch1 ICD (NICD), and CD44b, respectively, were analyzed
as in Fig. 5a–c, respectively, and the intensities of their immunoblot
signals were quantified by measuring their chemiluminescence signal

intensities. These were normalized to the levels of NCTm (analyzed
as in Fig. 5a and quantified by measuring its chemiluminescence
signal intensities) and expressed relative to those generated in cells
expressing wt PS1 that was set 100%. Bars represent the mean of

four (AICD and NICD) or three (CD44b) independent experiments
� SE. Asterisks indicate the significance (one way ANOVA with
Dunnett′s post test) relative to PS1 wt (*p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001).
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arrangement that is critical for docking and/or cleavage of
different c-secretase substrates.
In conclusion, by determining the sequence requirements at

residue L383 of PS1 for three critical c-secretase substrates,
our study complements previous mutational analyses of the
GxGD active site motif in PS1 such that the side chains for
substrate selectivity and cleavage efficiency provided by this
critical motif are now fairly well defined for all three residues
of the GxG sequence. Further major insights into the
structure of the c-secretase active site domain in PS and the
mechanism of substrate selection and cleavage are awaited
from a crystal structure, as it will come available.
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Supporting Information for: 

Important functional role of residue x of the presenilin GxGD protease active site motif for 
APP substrate cleavage specificity and substrate selectivity of γ-secretase 

 

Figure S1: Analysis of Notch1 processing using a NICD-specific antibody (a, c) PS-/- MEF 

cells stably transduced with wt PS1 or the indicated PS1 L383 hydrophobic (a) or hydrophilic 

mutants (c) were transiently transfected with the Notch1 substrate F-NEXT.  Generation of 

the F-NEXT cleavage product NICD was analyzed by immunoblotting of cell lysates with 

Cleaved Notch1 antibody specific for the NICD.  Note the functional loss of the aromatic, 

proline, and positively charged L383 mutants ranging from very minor residual to (nearly) 

abrogated activity. (b, d) The levels of the NICD immunoblot signals were quantified by 

measuring their chemiluminescence signal intensities.  These were normalized to the levels of 

NCTm (analyzed as in Fig. 5A and quantified by measuring its chemiluminescence signal 

intensities) and expressed to relative to those generated in cells expressing wt PS1 that was set 

100%.  Bars represent the mean of five (b) or four (d) independent experiments ± S.E.  

Asterisks indicate the significance (one way ANOVA with Dunnett´s post test) relative to PS1 

WT (*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).   
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Publikation 2

Attenuated Aβ42 responses to low potency γ-secretase
modulators can be overcome for many pathogenic

presenilin mutants by second-generation compounds.
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