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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1. Vitamin D und die Alzheimer-Krankheit — Der Einfluss von Vitamin D auf die
Prozessierung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins und die AB-Degradation

Die Alzheimer-Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der sich
histopathologisch u.a. extrazellulare amyloide Plaques zeigen. Diese bestehen aus
aggregiertem Amyloid p (AP), das aus der sequentiellen Spaltung des Amyloid-
Vorlaufer-Proteins (APP) durch die B- und y-Sekretase entsteht. Alternativ kann APP durch
die a-Sekretase innerhalb der AB-Domane geschnitten werden, wodurch die Entstehung des
AB-Peptids verhindert wird. Die AB-Menge wird neben der Aktivitat dieser Enzyme durch
verschiedene AB-Degradationsenzyme, wie Neprilysin und IDE, bestimmt.

Vitamin D ist ein Secosteroid, welches in der menschlichen Haut UVB-abhéngig aus
Cholesterin gebildet werden kann. Neben seiner klassischen Funktion im Calciumhaushalt
und beim Knochenaufbau, zeigen neuere Studien, dass Vitamin D eine wichtige Rolle im
zentralen Nervensystem zukommt. Hier wirkt es u.a. neuroprotektiv und antiinflammatorisch.
Ein Vitamin D-Mangel wurde in diesem Zusammenhang mit einem erhohten Risiko an der
Alzheimer-Demenz zu erkranken assoziiert.

Da die molekularen Grundlagen dieses Sachverhalts weitestgehend unbekannt sind, wurde in
der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Vitamin D auf den ApB-Anabolismus und
-Katabolismus systematisch mittels Expressionsanalysen, Bestimmung von Proteinspiegeln,
sowie Enzymaktivitdtsmessungen untersucht. Im in vivo Mausmodell fuhrte eine leichte bis
moderate Vitamin D-Mangelsituation (23%ige Reduktion im Vergleich zu den
Kontrolltieren), wie sie typischerweise in der Bevolkerung beobachtet wird, zu einem
signifikanten Anstieg von AB4o und AP4p. Dies war auf eine gesteigerte [3-Sekretaseaktivitat,
bedingt durch erhdhte BACEL-Proteinspiegel, zurlckzufuhren. Des Weiteren konnten
tendenzielle Expressionssteigerungen einzelner y-Sekretase-Untereinheiten (Nicastrin,
Presenilin 2, Presenilin Enhancer 2) nachgewiesen werden. Die AB-Gesamtdegradation war
signifikant reduziert. Passend kam es zu einer Expressions- und Aktivitatsreduktion von
Neprilysin. Weitere AB-Degradationsenzyme, wie ECE-1 und -2 sowie ACE waren ebenfalls
tendenziell in ihrer Expression reduziert. In vitro flhrte eine (supra-)physiologische Calcidiol-
Supplementierung in SH-SY5Y- sowie N2a-Neuroblastomzellen zu einer signifikanten Af-
Reduktion. In Ubereinstimmung mit den in vivo Daten war dies auf eine reduzierte P-
Sekretase- sowie y-Sekretaseaktivitdt zurtickzufuhren. Die BACE1- und NCSTN-Expression
waren signifikant reduziert. Gleichzeitig zeigte sich eine Steigerung der a-Sekretase-
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Gesamtaktivitat. Die Ap-Gesamtdegradation war zeitabhéngig gesteigert. Dies war auch hier
auf eine Erhdhung der Neprilysin-Expression und —Aktivitat zuriickzufiihren. Des Weiteren
kam es zu einer Erhohung der IDE-Proteinspiegel sowie der Expression weiterer Ap-
degradierender Enzyme (ACE, CtsB, MMP-2 und -9).

Zusammenfassend bedingt bereits ein leichter bis moderater Vitamin D-Mangel eine
Zunahme der AB-Gesamtmenge durch negative Beeinflussung des Gleichgewichts zwischen
AB-Produktion und —Degradation. Zudem konnte eine Supplementierung bei bereits
ausreichender Vitamin D-Versorgung mit dem Ziel einer hochnormalen Calcidiol-

Serumkonzentration einen zusétzlichen positiven Effekt auf die Ap-Homaoostase haben.

1.2. Vitamin D and Alzheimer’s disease — Impact of Vitamin D on Amyloid-Precursor-

Protein processing and AP degradation

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder which is histopathologically
characterized by amyloid plaques. Those plaques are mainly composed of aggregated
Amyloid-B (AP) which itself originates from the sequential proteolysis of the Amyloid-
Precursor-Protein (APP) by shedding of the B- and y-Secretase. Alternatively APP can be
cleaved within the AP domain by the a-Secretase which prevents the formation of the Ap-
peptid. Beside the activity of these secretases, total A is determined by various AB-degrading
enzymes, like Neprilysin and IDE.

Vitamin D is a secosteroid which arises from cholesterol in the human skin in dependency of
UVB radiation. Its classic function is the regulation of the calcium balance and bone
augmentation. However, recent studies show that Vitamin D plays a crucial role in the central
nervous system by exhibiting neuroprotective and anti-inflammatory properties. In this
context Vitamin D deficiency has been associated with an increased risk of developing
Alzheimer’s dementia.

Since the molecular background of this data is mostly unknown, we systematically
investigated the impact of Vitamin D on AP anabolism and catabolism by determining the
gene expressions, protein levels and enzyme activities. In the in vivo mouse model a mild to
moderate hypovitaminosis D lead to a significant increase of APs and APa. This was
attributed to an increase of the B-secretase activity caused by an increased BACEL protein
level. In addition the gene expression of single subunits of the y-secretase (Nicastrin,
Presenilin 2, Presenilin Enhancer 2) showed an increasing trend. Total AP degradation was
significantly reduced. Appropriately, the expression and enzyme activity of Neprilysin was

decreased. Further AB-degrading enzymes, like ECE-1 and -2, as well as ACE showed a

2



1. Zusammenfassung

reduction by trend.

In vitro a (supra-) physiological Calcidiol supplementation of SH-SY5Y and N2a
neuroblastoma cells lead to a significant AP reduction. In line with the in vivo data this was
attributed to a reduction of the B- and y-secretase activity. BACE1 and Nicastrin gene
expressions were significantly decreased. Simultaneously, there was an increase of total
a-secretase activity. APB-degradation was increased in a time dependent manner, which again
was caused by a raised Neprilysin gene expression and enzyme activity. Furthermore, the IDE
protein levels were increased as well as the gene expression of other AB-degrading enzymes
((ACE, CtsB, MMP-2 und -9).

Taken together a mild to moderate hypovitaminosis D already seems to increase the total A3
amount by negatively influencing the balance between AP production and degradation. In
addition a supplementation under already sufficient Vitamin D conditions with the aim of
high normal Calcidiol serum concentrations could affect the AR homeostasis in a positive

way.



2. Einleitung

2. Einleitung

2.1. Die Alzheimer-Krankheit

Die neurodegenerative Alzheimer-Krankheit (engl.. Alzheimer’s disease, AD) gehort zu den
héaufigsten Erkrankungen weltweit. 2016 litten rund 47 Millionen Menschen an
Demenzerkrankungen, wobei 60-80% der Alzheimer-Form zugeschrieben werden, was diese
zur haufigsten Demenzform macht. Es ist von einer jahrlichen Inzidenz von 4,6 Millionen
Neuerkrankungen auszugehen (FERRI et al., 2005; PRINCE et al., 2013; PRINCE et al.,
2016). Die Wahrscheinlichkeit an der Alzheimer-Demenz zu erkranken nimmt mit
steigendem Alter zu (EVANS et al., 1989; HOFMAN et al., 1991; OTT et al., 1995) —
wihrend in der Alterskohorte > 65 Jahre bereits 11% der Bevdlkerung erkrankt sind, steigt
dieser Anteil auf etwa ein Drittel in der Alterskohorte > 85 Jahre an. (ASSOCIATION, 2016;
HEBERT et al., 2013).
Das Risiko an einer Alzheimer-Demenz zu erkranken wird u.a. durch genetische Faktoren
beeinflusst (GATZ et al., 1997; GATZ et al., 2006). Neben dem seit langem bekannten
Apolipoprotein-g4-Allel, welches bei heterozygoten Trégern das AD-Risiko um das Dreifache
und bei homozygoten Tragern um das 12-15-fache erhéht (LAMBERT, AMOUYEL, 2011,
MICHAELSON, 2014; SAUNDERS et al, 1993), konnten neuere genomweite
Assoziationsstudien (engl.: genome-wide association study - GWAS) weitere Risikogene
identifizieren: Diese stehen im Zusammenhang mit Immun- und Entzlindungsreaktionen, dem
endosomalen Transport sowie dem Cholesterin- und Lipidmetabolismus (INTERNATIONAL
GENOMICS OF ALZHEIMER'S DISEASE CONSORTIUM et al., 2015; JONES et al.,
2010; KARACA et al., 2017). Weniger als 5% der Alzheimer-Falle werden auf meist
familidre, autosomal dominant vererbte Mutationen in den Presenilin 1- (CRUTS, VAN
BROECKHOVEN, 1998; HUTTON, 2004; MURAYAMA et al., 1999), Presenilin 2-
(RENBAUM, LEVY-LAHAD, 1998) oder Amyloid-Vorldufer- Protein (engl.: Amyloid-
Precursor-Protein — APP)-Genen (FIDANI, GOATE, 1992) zurtuickgefuhrt. Diese Patienten
erkranken deutlich fruher, teilweise vor dem 30. Lebensjahr (BEKRIS et al., 2010;
CAMPION et al., 1999; FILLEY etal., 2007; TERRY, 1995).
Neben den genetischen, nicht beeinflussbaren Risikofaktoren zeigen mehrere Studien einen
Zusammenhang zwischen den klassischen kardiovaskuldaren Risikofaktoren und
Demenzerkrankungen. Entsprechend scheinen Rauchen (ANSTEY et al., 2007; RUSANEN
et al., 2011), Adipositas (ANSTEY et al., 2011; LOEF, WALACH, 2013), Diabetes
(GUDALA et al., 2013; VAGELATOS, ESLICK, 2013), arterielle Hypertonie (DEBETTE et
4
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al.,, 2011; LAUNER et al.) und Hypercholesterindmie (SOLOMON et al., 2009) das
Demenzrisiko zu erhohen.

Symptomatisch zeigt sich meist zundchst eine Abnahme der Gedé&chtnisleistung, wobei
vorwiegend das Kurzzeitgedachtnis betroffen ist. Im Verlauf kommt es zu kortikalen
Storungen, wie dem Verlust erlernter Fahigkeiten und dem Nicht-Erkennen von Personen und
Gegenstanden. Begleitend treten Personlichkeitsverdnderungen und Aggression auf
(CARLESIMO, OSCAR-BERMAN, 1992; PRINCE et al., 2016). Die Krankheit schreitet ab
dem Auftreten der ersten Symptome Uber Jahre bis Jahrzehnte kontinuierlich fort und fiihrt
letztlich zur Bettlagerigkeit und absoluten Pflegebedirftigkeit der Erkrankten. Die Patienten
versterben meist an sekundédren Erkrankungen, wie Harnwegsinfektionen oder Pneumonien
(BURNS et al., 1990; ST GEORGE-HYSLOP, 2000).

Trotz jahrzehntelanger Forschung konnte bis heute keine den Krankheitsverlauf verandernde
Therapie gefunden werden. Die einzigen derzeit in Deutschland zugelassenen Medikamente,
laut den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie, sind die
Acetylcholinesterase-Inhibitoren Donepezil, Rivastigmin, Galantamin und der NMDA-
Rezeptorantagonist Memantin, welche lediglich eine symptomatische Wirkung auf die
Kernsymptome Kognition und Alltagsaktivitidten zeigen. Ein Fortschreiten der Erkrankung
konnte jedoch mit keiner der Substanzen verhindert werden (DGN, 2016).

Aufgrund einer fehlenden kausalen Therapie, kommt der Pravention durch Beeinflussung des
Lebensstils eine groBe Bedeutung zu. In diesem Zusammenhang scheinen regelmaRige
korperliche Aktivitat, Reduktion kardiovaskularer Risikofaktoren (s.0.), gesunde Ernahrung
und lebenslanges kognitives Training das Demenzrisiko zu reduzieren (BAUMGART et al.,
2015).

2.2. Neuropathologie und Molekularbiologie der Alzheimer-Krankheit

Neuropathologisch weist die Alzheimer-Krankheit verschiedene mikroskopische sowie
makroskopische Eigenschaften auf: Mikroskopisch zeigen sich typische extrazellulare
Proteinablagerungen in Form von amyloiden Plaques und intraneuronale Fibrillen (engl.:
neurofibrillary tangels - NFT) aus einer hyperphosphorylierten Form des Proteins Tau
(BRION, 1998). Wahrend die amyloiden Plaques erst im spéteren Verlauf der Erkrankung
auftreten, bilden sich die intraneuronalen Tau-Protein Einschliisse bereits in der Anfangsphase
(BRAAK et al., 2011; SCHONHEIT et al., 2004). Dabei breiten sich die Tau-Fibrillen tiber
eine lange Zeitspanne in einem stereotypischen Muster aus, welches durch die

Stadieneinteilung nach Braak genauer beschrieben wird: Es sind sechs Stadien zu
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unterscheiden - I-1I transentorhinales Stadium, 111-1V limbisches Stadium, V-VI isokortikales
Stadium (BRAAK, BRAAK, 1991). Vor dem Auftreten der ersten Tau-Fibrillen im
transentorhinalen Kortex (Stadium I-II), zeigen sich in der ,Pretangle-Phase“ erste Tau-
Ablagerungen in den cholinergen Kerngebieten des basalen Vorderhirns, in den
serotoninergen Kernen der oralen Raphegruppe und im noradrenergen Locus coeruleus
(GRINBERG et al., 2009; GRUDZIEN et al., 2007; MESULAM et al., 2004). Makroskopisch
sind gerade in den Stadien V-VI deutliche Atrophien der Hirnrinde in den frontotemporalen,
sowie parietookzipitalen Hirnregionen zu erkennen (HOOGENRAAD, JANSEN, 1994;
SCHOTT et al.,, 2005). Wéhrend die Stadien V-VI dem klinischen Bild eines Morbus
Alzheimers entsprechen, zeigen Patienten im Stadium 111 meist keine Symptome (BRAAK et
al., 2013).

Die amyloiden Plaques bestehen zum GroRteil aus aggregiertem Amyloid-p (kurz Ap)
(GLENNER, WONG, 1984; MASTERS et al., 1985). Die Isolation und Sequenzierung des
4 kDa groRen Peptids fiihrte zu einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie der
Erkrankung. Wiahrend AP4o die hdufigste Variante des Peptids darstellt, kommt AP4, eine
entscheidende pathophysiologische Bedeutung zu (HARDY, 1997; HOLCOMB et al., 1998).
Durch die zwei zusitzlichen Aminosduren des A4, Isoleucin (AS 41) und Valin (AS 42) ist
dieses Peptid deutlich hydrophober und zeigt eine erhdhte Aggregationsneigung (JARRETT
et al., 1993). Dementsprechend stellt es die iiberwiegende AP-Spezies in den Amyloid-
Plaques dar (IWATSUBO et al., 1994; TAMAOKA et al., 1995).

AP selbst entsteht durch sequentielle Proteolyse des APPs. APP gehdrt zu einer Familie von
Typ-I Transmembranproteinen mit einem groRen hydrophilen extrazellularen Amino (N)-
Terminus, einer hydrophoben Transmembrandomane und einem kurzen intrazelluldren
Carboxy (C)-Terminus (KANG et al., 1987; YOUNKIN, 1991).

2.3. Die APP-Prozessierung und Ap-Degradation
2.3.1. Die nicht-amyloidogene Prozessierung

Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird die Bildung des AP-Peptids durch den
Schnitt der a-Sekretase innerhalb der AB-Doméne verhindert (ESCH et al., 1990). Es kommt
zur Freisetzung der N-terminalen Doméne in Form von sAPPa (engl.: soluble a-secreted
APP), wahrend der C-terminale Anteil in der Zellmembran verbleibt. Dieser Teil wird als a-
CTF (engl.: a-cleaved c-terminal fragment) bezeichnet und kann im Folgenden weiter
prozessiert werden. sAPPo werden einige neuroprotektive und kognitionsverbessernde

Eigenschaften zugeschrieben und es koénnte sogar der Mediator der physiologischen APP-
6



2. Einleitung

Funktion sein (MATTSON et al., 1999; MEZIANE et al., 1998; RING et al., 2007). Eine
gesteigerte a-Sekretaseaktivitat ~ fuhrt  zu einer Plaque-Reduktion sowie
Gedachtnisverbesserung, was sie als mdogliches pharmakologisches Ziel identifiziert
(POSTINA et al., 2004). Die Kkatalytische Aktivitit der a-Sekretase beruht auf
Metalloproteasen (ADAM, engl.: a disintegrin and metalloprotease), einer Gruppe von
integralen Transmembranproteinen vom Typ I. ADAM10 und ADAM17 (auch TACE —engl.:
TNFq converting enzyme) werden als die Hauptvertreter der a-Sekretaseaktivitat angesehen
(ASAI et al., 2003; BUXBAUM et al., 1998), wobei ADAM10 das dominante und
physiologisch relevante Enzym im Gehirn darstellt (KUHN et al., 2010). ADAM17 wird im
ZNS, im Gegensatz zu ADAM10, hauptsachlich in Endothelien und Gliazellen exprimiert,
wohingegen es in den meisten Neuronen fehlt (GODDARD et al., 2001).

2.3.2. Die amyloidogene Prozessierung
2.3.2.1. Die p-Sekretase

Der amyloidogene Prozessierungsweg wird durch den Schnitt der -Sekretase (engl.: g-site
APP cleaving enzyme 1 - BACEL1) eingeleitet. Es entstehen das 16sliche sSAPPJ (engl.: soluble
p-secreted APP) und das membranstiandige B-CTF (engl.: g-cleaved c-terminal fragment). Im
Gegensatz zum neuroprotektiven sAPPa, weist SAPPB u.a. pro-apoptotische Eigenschaften
auf (NIKOLAEV et al., 2009). BACEL, eine membrangebundene Aspartatprotease, gehort zur
Pepsinfamilie, die am stérksten im Gehirn und dort in den Neuronen exprimiert wird (LIN et
al., 2000; YAN et al., 1999; ZHAO et al., 1996). BACE1 weist ein azidisches pH-Optimum
auf (HAASS et al., 1993; KNOPS et al., 1995). Daher ist die p-Sekretaseaktivitat vorwiegend
in Kompartimenten mit einem saurem pH-Wert, wie dem Golgi-Apparat, sekretorischen
Vesikeln und den Endosomen zu finden (HUSSAIN et al., 1999; KOO, SQUAZZO, 1994;
STEPHENS, AUSTEN, 1996; THINAKARAN et al., 1996), wo es zu einer Ko-Lokalisation
mit APP kommt (HUSSAIN et al., 1999; KINOSHITA et al., 2003).

Als Schrittmacherenzym des amyloidogenen Prozessierungswegs prasentiert sich BACE1 als
attraktives pharmakologisches Ziel. BACEL knockout Mause sind lebensfahig und fruchtbar,
was zundchst vermuten lasst, dass BACEL keine entscheidende vitale Funktion zukommt
(LUO et al., 2001; ROBERDS et al., 2001). Jedoch zeigten weitere Studien, dass BACEL u.a.
bei der nervalen Myelinisierung (HU et al., 2006; WILLEM et al., 2006), neuronalen
Migration (BARAO et al., 2015; HITT et al., 2012), Neuro- und Astrogenese (HU et al.,
2013) sowie der Bildung von Muskelspindeln (CHERET et al., 2013) beteiligt ist. Wahrend

altere BACEZL-Inhibitoren aufgrund ihrer MolekulgroRe schlecht die Blut-Hirn-Schranke
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uberwinden konnten (CITRON, 2002), zeigen verschiedene klinische Phase | und Il Studien
mit neuen Molekiilen signifikante Effekte auf die zerebralen Ap-Konzentrationen. Ein
Nachweis ihrer klinischen Wirksamkeit ist jedoch aktuell noch ausstehend (HAWKES, 2017;
KENNEDY et al., 2016; YAN, 2016).

2.3.2.2. Die y-Sekretase

Die membransténdigen Produkte des nicht-amyloidogenen und amyloidogenen Weges werden
anschlieBend durch die y-Sekretase geschnitten. Die y-Sekretase ist ein multimerischer
Komplex, der sich aus vier Untereinheiten zusammensetzt. Dazu gehdren Presenilin 1 (PS1)
oder Presenilin 2 (PS2), Anterior Pharynx Defective 1 Homolog a oder b (APH1 a oder b),
Presenilin Enhancer 2 (PEN2) und Nicastrin (KIMBERLY, WOLFE, 2003). Nicastrin wird
als moglicher Substratrezeptor diskutiert und ist zusatzlich fir die Reifung des Komplexes
wichtig (CHAVEZ-GUTIERREZ et al., 2008; SHAH et al., 2005). PS1 und PS2 sind
Aspartylpeptidasen und stellen das katalytische Zentrum des y-Sekretase-Komplexes dar (DE
STROOPER et al.,, 1999; DE STROOPER et al., 1998). Dieser sitzt ebenfalls in der
Zellmembran und schneidet dort die C-terminalen Reste, o- und B-CTF, innerhalb ihrer
Transmembrandoméne (GRZIWA et al., 2003). Der Schnitt des a-CTFs fiihrt zum Freisetzen
von p3, wohingegen beim Schnitt des B-CTFs AB gebildet wird. Neben p3 und AP entsteht in
beiden Féllen AICD (engl.: amyloid precursor protein intracellular domain), das in das
Zytosol freigesetzt und als transkriptionell aktiv angesehen wird (CAO, SUDHOF, 2001).

2.3.3. Die Ap-Degradation

Die Ap-Elimination spielt neben der AB-Produktion eine &uRerst wichtige Rolle in der
Pathophysiologie der sporadischen Form der Alzheimer-Krankheit. Gesunde Individuen
weisen einen sehr schnellen AB-Gesamtumsatz auf. Bateman et al. zeigten, dass bei gesunden
Probanden pro Stunde zwischen 7-8% der loslichen AP-Gesamtmenge produziert und
degradiert werden (BATEMAN et al., 2006). Bei Patienten mit der sporadischen Form der
Alzheimer-Krankheit hingegen ist die AB-Elimination im Vergleich zu gesunden Individuen
um bis zu 30% reduziert (MAWUENYEGA et al., 2010). Dies fuhrt zu einem
Ungleichgewicht zwischen Produktion und Degradation.

Zu den ApB-degradierenden Enzymen zédhlen u.a. Mitglieder der Zink Metallo-Endopeptidase
Familie. Zu ihnen gehtren neben Neprilysin (NEP), die Endothelin-konvertierenden Enzyme
1 und 2 (engl.: endothelin-converting enzymes - ECE-1 und ECE-2) (ECKMAN et al., 2006;
ECKMAN et al., 2001; ECKMAN et al., 2003), das Insulin-degradierende Enzym (engl.:
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insulin-degrading enzyme - IDE) und das Angiotensin-konvertierende Enzym (engl.:
angiotensin-converting enzyme - ACE) (HU et al., 2001; ZOU et al., 2007). Des Weiteren
werden den Matrix-Metalloproteinasen 2 und 9 (engl.: matrix metalloproteinases — MMP-2
und -9) (YAN et al., 2006; YIN et al., 2006), der Serinprotease Plasmin (LEDESMA et al.,
2000; TUCKER et al., 2000) und der lysosomalen Cysteinprotease Cathepsin B (HOOK et al.,
2010; MUELLER-STEINER et al., 2006) Ap-degradierende Eigenschaften zugeschrieben.
Im Verlauf der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass Vitamin D Einfluss auf NEP und
IDE hat. Diesen wird zusétzlich eine besondere Bedeutung bei der AP-Degradation
zugeschrieben (s.u.). Daher soll im Folgenden genauer auf diese Enzyme eingegangen
werden.

Neprilysin wird als eines der wichtigsten AB-degradierenden Enzyme im Gehirn angesehen.
NEP zeigt unter in vitro Bedingungen eine sehr effektive AB-Beseitigung (SHIROTANI et al.,
2001). Eine Uberexpression von NEP in AD-Mausmodellen fiihrt zu einer deutlichen
Reduktion des zerebralen AP-Gehalts, der Plaque-Bildung und zu einer verléngerten
Lebenserwartung (IWATA et al.,, 2013; LEISSRING et al., 2003), wohingegen eine
Inaktivierung zu einem signifikanten Anstieg der AB-Menge sowie der AB-Oligomere und
einer gestorten synaptischen Plastizitat fihrt (HUANG et al., 2006; MADANI et al., 2006).
Interessanterweise nimmt der Neprilysinproteingehalt im zerebralen Kortex sowie dem
Hippocampus mit zunehmendem Alter ab (IWATA et al., 2002; PARDOSSI-PIQUARD et
al., 2005). Des Weiteren sind NEP mRNS und Proteinspiegel bei Alzheimer-Patienten im
Vergleich zu altersentsprechenden Kontrollpatienten erniedrigt (RUSSO et al., 2005;
YASOJIMA et al., 2001). Folglich kdnnte eine friihe Aktivierung der Neprilysin-Expression
im Krankheitsverlauf die Ap-Pathologie und damit assoziierte kognitive Einschrankungen
verzogern (EL-AMOURI et al., 2008). Die Neprilysin-Transkription wird u.a. tber AICD
reguliert (BELYAEV et al., 2010; BELYAEYV et al., 2009; GRIMM et al., 2015; PARDOSSI-
PIQUARD et al., 2005), sodass die APP-Prozessierung in engem Zusammenhang mit der Ap-
Degradation steht.

IDE ist ein weiteres wichtiges ApB-Degradationsenzym. Neben seiner Ap-degradierenden
Eigenschaft in vitro (CHESNEAU et al., 2000), hat es einen Einfluss auf die A-Degradation
in vivo (FARRIS et al., 2003; LEISSRING et al., 2003; MILLER et al., 2003). Seine Gen-
Inaktivierung fiihrt zu einer signifikanten Erh6hung der endogenen AB-Spiegel (LEISSRING
et al., 2003). IDE ist zum einen in den Mitochondrien lokalisiert, wo auch AP nachgewiesen
werden konnte (LEISSRING et al., 2004). Zum anderen erfolgt die Sekretion des Proteins
nach extrazelluldar (BULLOJ et al., 2010; ZHAO et al., 2009). Folglich hat IDE sowohl
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Einfluss auf den intra- als auch extrazelluldaren AB-Pool. Neben Insulin und A spaltet IDE
u.a. auch das zytosolische AICD, fur das es das Hauptdegradationsenzym darstellt
(EDBAUER et al., 2002). Auch die zerebralen IDE-Proteinspiegel nehmen signifikant mit
zunehmendem Alter ab (COOK et al., 2003) und zeigen sich ebenfalls bei AD-Patienten
reduziert (COSTA et al., 2017). Hierbei scheinen vor allem Hirnregionen betroffen zu sein,
welche einer vermehrte AB-Pathologie aufweisen (CACCAMO et al., 2005). Daher erscheint
auch hier eine therapeutische Gegenregulation sinnvoll.

2.4. Der Vitamin D-Metabolismus

Vitamin D gehort zu der Gruppe der Secosteroide, welche sich von den Steroiden und somit
vom Cholesterin ableiten. Im menschlichen Korper erfillt Vitamin D die Rolle eines
Hormons, wobei diese Aufgabe hauptsachlich durch seine aktive Form Calcitriol
(1,25(0H),D3) vermittelt wird. Vitamin D2 (Ergocalciferol) und D3 (Cholecalciferol) sind
die Hauptvertreter der Vitamin D-Gruppe. Wéhrend Vitamin D2 photochemisch in Pflanzen
und Pilzen gebildet wird, wird Vitamin D3 vorwiegend in der Haut synthetisiert. Des
Weiteren kann Vitamin D3 durch den Verzehr von fettreichem Fisch in den Korper
aufgenommen werden. Die Aufnahme Uber die Nahrung macht jedoch nur den geringsten Teil
aus. Es wird geschatzt, dass rund 90% des Vitamin D endogen in der Haut gebildet wird
(NORVAL, WULF, 2009; REICHRATH, 2009). Nach der Aufnahme werden beide Formen
in gleicher Weise metabolisiert (HOLICK, 2007; LANDEL et al., 2016a). Dies wird in
Abbildung 1 dargestellt.

Durch UVB Einstrahlung (Wellenldange 290-315 nm) kommt es zu einer photolytischen
Umwandlung von 7-Dehydrocholesterin in Prévitamin D3. AnschlieBend erfolgt durch
thermale Isomerisierung die Bildung von Vitamin D3 (HOLICK et al., 1977; OKANO et al.,
1977). Das lipophile Vitamin D3 gelangt in den Blutkreislauf und wird dort an Plasmaproteine
gebunden, wobei das Vitamin D-bindende Protein (engl.: vitamin D binding protein — DBP)
die wichtigste Rolle spielt. Es kann neben Vitamin D auch alle anderen Vitamin D-Metabolite
binden, diese jedoch mit unterschiedlichen Affinitaten (25(OH)D; = 24,25(0H),D; >
1,25(0H),D3; > Vitamin Ds3). Ein kleinerer Anteil bindet an Albumin und Lipoproteine
(COOKE, HADDAD, 1989). 99,9% des zirkulierenden 25(0OH)D3s sind letztlich an DBP
gebunden, was zu einer verlangerten Halbwertszeit fihrt (CHUN et al., 2014).

Durch Hydroxylierung des Kohlenstoffatoms an Position 25 kommt es zur Umwandlung von
Vitamin D3 in Calcidiol (25(0OH)D3). Die Reaktion wird durch die 25-Hydroxylase (CYP2R1
und CYP27A1) katalysiert und findet hauptsachlich in der Leber statt (CHENG et al., 2003).
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Da dieses Enzym kaum reguliert wird, steigt die 25(OH)D3 Konzentration proportional mit
der endogenen Synthese/exogenen Zufuhr an und gilt daher als wichtiger klinischer Indikator
fur den Vitamin D-Status einer Person (DUSSO et al., 2005). Aus diesem Grund und
aufgrund der langeren Halbwertszeit (s.0.) von Calcidiol im Vergleich zu den anderen
Metaboliten wurde in dieser Arbeit 25(OH)D3 in der Zellkultur verwendet.

Der zweite Umwandlungsschritt von 25(OH)D3 in das biologisch aktive Calcitriol
(1,25(0H),D3) findet vorwiegend im proximalen Tubulus der Niere statt (FRASER,
KODICEK, 1970). Jedoch exprimieren auch weitere Zellen die notwendige 1a-Hydroxylase
(CYP27B1), wodurch das aktive Calcitriol auch lokal in verschiedenen Geweben gebildet
werden kann (ZEHNDER et al., 2001). Im Gegensatz zu 25-Hydroxylase steht die
la-Hydroxylase unter starker Regulation, da diese durch die Bildung von Calcitriol
malgeblich an der Calciumhomoostase des Korpers beteiligt ist. Sie wird unter anderem
durch den Blutcalciumspiegel und das Parathormon (PTH) reguliert (BRENZA et al., 1998;
OMDAHL et al., 1972).

Die biologische Wirkung von Calcitriol wird durch den Vitamin D-Rezeptor (VDR)
vermittelt. Dieser gehort zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren flir Steroidhormone
(MOORE et al, 2006). Er vermittelt seine Wirkung als Liganden-aktivierter
Transkriptionsfaktor. Neben Calcitriol kann auch Calcidiol den Rezeptor aktivieren, dies
jedoch 100mal schwacher (BROWN et al., 1999). Nach Bindung von Calcitriol kommt es zur
Heterodimerisierung des VDR mit dem Retinoid X-Rezeptor (RXR). Der Komplex wandert in
den Zellkern und bindet dort an das Vitamin D-Response Element (VDRES) in der
Promoterregion der Calcitriol-abhdngigen Gene. Bemerkenswerterweise werden die
intrazellularen VDR-Spiegel eigenstandig durch VDR-Liganden reguliert (COSTA,
FELDMAN, 1986). Durch Calcitriol kommt es zu einer Expressionssteigerung und zusatzlich
zu einer Liganden-abh&ngigen Stabilisierung des Vitamin D-Rezeptors (ARBOUR et al.,
1993).

Um Calcitriol zu inaktivieren, exprimieren die meisten Zielzellen die 24-Hydroxylase
(CYP24A1), welche invers zur 1a-Hydroxylase reguliert wird. Calcitriol selbst stimuliert die
Expression der 24-Hydroxylase (OMDAHL et al., 2002). Diese Schutzfunktion vor einer
,lokalen Hypervitaminose D wird durch die ,,Pufferfunktion” des DBP ergénzt, da nur freie,
nicht gebundene Metabolite biologisch aktiv sind (DUSSO et al., 2005).
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Abbildung 1 - Schematische Darstellung der Vitamin D-Biosynthese (veréandert nach DUSSO, 2005)

Durch Desaturasen erfolgt die Bildung von 7-Dehydrocholesterin aus Cholesterin. Dieses wird in der Haut durch
UVB Strahlung (Wellenldnge 290-315 nm) zunéchst in Prdvitamin D3, im Folgenden durch thermale
Isomerisierung zu Vitamin D3 umgewandelt. Das lipophile Molekill gelangt in den Blutkreislauf, wo es
vorwiegend an das Vitamin D-bindende Protein (DBP) gebunden ist. Durch die 25-Hydroxylase (CYP2R1,
CYP27A1l) erfolgt die Umwandlung in 25(OH)D3 in Leber. Der zweite Umwandlungsschritt in das biologisch
aktive 1,25(0OH)2D3 findet vorwiegend im proximalen Tubulus der Niere statt. Nach Binden von Calcitriol (oder
Calcidiol mit niedriger Affinitat) an den VDR kommt es zur Heterodimerisierung des VDRs mit dem Retinoid X
Rezeptor (RXR). Der Komplex reguliert Uber das Vitamin D-Response Element (VDRE) die Transkription
Vitamin D-abhédngiger Gene. Eine Inaktivierung von Calcidiol und Calcitriol erfolgt Gber die 24-Hydroxylase.

2.5. Vitamin D und das Gehirn

Alle Vitamin D-Spezies sind in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu passieren (PARDRIDGE
et al., 1985) und konnen entsprechend im menschlichen Liquor nachgewiesen werden
(BALABANOVA et al., 1984). Dies stellt eine wichtige Grundvoraussetzung des ,,zerebralen
Vitamin D-Metabolismus® dar. Des Weiteren werden CYP27Al und die la-Hydroxylase
(CYP27B1) in Ratten- und Menschen-Gehirnen exprimiert (LANDEL et al.,, 2017,
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ZEHNDER et al., 2001). Aktivierte Mikrogliazellen kénnen 1,25(0OH),D3 synthetisieren und
umgekehrt mit Hilfe des CYP24A1 wieder inaktivieren. Folglich kann die lokale
Verflgbarkeit der aktiven Vitamin D-Metabolite im Gehirn unabhéngig reguliert werden
(NAVEILHAN et al., 1993; NEVEU et al., 1994).

Der VDR kann ebenfalls in weiten Teilen des Ratten- und Menschen-Gehirns, dort v.a. in
Neuronen, Gliazellen und Astrozyten, detektiert werden (CLEMENS et al., 1988; EYLES et
al., 2005; LANDEL et al., 2017; PRUFER et al., 1999). Interessanterweise wird der VDR
besonders stark in Regionen des Hippocampus exprimiert (WALBERT et al., 2001). In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass hippocampale Zellexplantate, die mit
1,25(0OH),D3 behandelt wurden ein erhohtes Neuritenwachstum aufwiesen (BROWN et al.,
2003; MARINI et al., 2010). In vivo fuhrte die Behandlung von Ratten mit Calcitriol zu einer
verminderten Atrophie und zu einer erhohten neuronalen Dichte im Hippocampus
(LANDFIELD, CADWALLADER-NEAL, 1998). Die Expression des VDR wird schon zu
einem frihen Zeitpunkt der Gehirnentwicklung nachgewiesen (CUI et al., 2007; VEENSTRA
et al.,, 1998). Passend dazu ist Calcitriol essentiell fur die neuronale Proliferation und
Differenzierung (BANERJEE, CHATTERJEE, 2003; DUSSO et al., 2005; GUMIREDDY et
al., 2003).

Vitamin D nimmt auch bei Inflammationsreaktionen und der Neuroprotektion eine wichtige
Rolle ein. Vitamin D reduziert gehirneigene Inflammationsreaktionen (MIZWICKI et al.,
2013) und fihrt zu einer Reduktion der Glutamat-induzierten Neurotoxizitat in kultivierten
kortikalen und hippocampalen Neuronen (BREWER et al., 2001; TANIURA et al., 2006).
Zusatzlich ist Vitamin D in der Lage zelleigene Antioxidans-Systeme zu aktivieren um somit
einem ROS induzierten Zelltod entgegen zu wirken (IBI et al., 2001).

Zusammengefasst gibt es zahlreiche Uberschneidungen zwischen den physiologischen
Aufgabenbereichen des Vitamin D-Metabolismus und der Pathophysiologie der Alzheimer-
Krankheit, wie beispielsweise Inflammationsreaktionen, oxidativer Stress und Neurotoxizitat
(BUTTERFIELD et al., 2001; HENEKA et al., 2015; MARKESBERY, 1997). Dies lasst

einen moglichen Einfluss des Secosteroids auf den Verlauf der Erkrankung vermuten.
2.6. Der Vitamin D-Metabolismus, Vitamin D-Mangel und die Alzheimer-Krankheit

Vitamin D-Mangel stellt ein weit verbreitetes Problem dar. Es wird geschétzt, dass zwischen
40-100% der alteren Menschen in den USA und Europa einen Vitamin D Mangel aufweisen
(HOLICK, 2007). Gerade in den noérdlichen L&ndern mit wenig Sonneneinstrahlung kénnen

sich diese Mangelzustande wéhrend den Wintermonaten aggravieren, da die Syntheseleistung
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der Haut durch verminderte UVB-Einstrahlung nachlasst (EDVARDSEN et al., 2007; WEBB
et al., 1988). Entsprechend zeigt eine Studie aus Deutschland, dass lediglich 16,1% der
Studienteilnehmer im August einen schweren Vitamin D-Mangel aufwiesen, wahrend die
Rate im Marz auf 78,8% anstieg (KLENK et al., 2013). Gerade altere Menschen haben ein
erhdhtes Risiko einen Vitamin D-Mangelzustand zu entwickeln. Dies begriindet sich
einerseits auf einer geringeren Sonnenlichtexposition und andererseits auf einer verminderten
Kapazitat der Haut Vitamin D zu bilden (GLOTH et al., 1995; MACLAUGHLIN, HOLICK,
1985). Als Parameter fiir den Vitamin D-Status eines Patienten dient die 25(OH)D3
Konzentration im Serum. Diese wird standardmaRig in ng/ml oder in nmol/l angegeben.
Konzentrationen von < 20 ng/ml (50 nmol/l) werden als Mangel und Werte zwischen 21— 29
ng/ml (52,5 nmol/l — 72,5 nmol/l) als insuffiziente Vitamin D-Versorgung angesehen. Als
ausreichend gelten Serumkonzentrationen > 30 ng/ml (75 nmol/l). Toxische Effekte werden
ab einer Serumkonzentration von 150 ng/ml (374 nmol/l) beobachtet (HOLICK, 2007;
HOLICK et al., 2011; ROSEN, 2011). Die westliche Ernahrungsweise schitzt aufgrund ihres
niedrigen Vitamin D-Gehalts nicht vor einem Vitamin D-Mangel. Erwé&hnenswerterweise
enthalten Nahrungsmittel, die hohe Konzentrationen an Vitamin D3 aufweisen, wie fettreiche
Fischarten, zusatzlich Stoffe, die sich positiv auf die Alzheimer-Pathogenese auswirken. DHA
(Docosahexaensaure), eine Omega-3-Fettsdure, hat beispielsweise deutlichen Einfluss auf die
AB-Pathologie durch Beeinflussung der AP-Produktion und -Degradation (GRIMM et al.,
2011; GRIMM et al., 2013a; GRIMM et al., 2016b).

Wie in Kapitel 2.5. dargestellt, kommt Vitamin D eine physiologische und protektive Rolle
im zentralen Nervensystem zu. Somit stellen sich die Fragen, welchen Einfluss der Vitamin D
Status auf die kognitive Leistungsfahigkeit hat und ob ein Vitamin D-Mangel das Auftreten
bzw. Fortschreiten dementieller Erkrankungen beeinflussen kann?

Epidemiologische Untersuchungen legen diesbezliglich eine Assoziation zwischen einer
Vitamin D-Mangelversorgung und dem Auftreten kognitiver Beeintrachtigungen nahe.
Etgen et al. zeigten in einer Metaanalyse von finf Querschnitts- und zwel
Langsschnittsstudien mit insgesamt 7688 Teilnehmern, dass ein Vitamin D-Mangel mit einem
mehr als doppelt so hohen Risiko verbunden ist kognitive Funktionseinschrankungen
aufzuweisen (ETGEN et al., 2012). Auch eine weitere Metaanalyse von insgesamt 28 Studien
(25 Querschnitts- und drei prospektive Studien) ergab, dass 72% der Studien einen niedrigen
25(0OH)D3 Spiegel mit einem schlechteren Ergebnis in verschiedenen kognitiven Tests in
Zusammenhang brachten (VAN DER SCHAFT et al., 2013). Llewellyn et al. zeigten, dass
das Risiko mit zunehmender Mangelsituation steigt (LLEWELLYN et al., 2011).
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In Zusammenschau dieser Ergebnisse und unter Bertcksichtigung der Beobachtung
erniedrigter 25(OH)D3 Konzentrationen bei Alzheimer-Patienten (BALION et al., 2012;
EVATT et al., 2008; SATO et al., 1998), liegt es nahe, dass ein Vitamin D-Mangel neben der
allgemeinen Beeinflussung kognitiver Funktionen, ebenfalls Einfluss auf die Entwicklung der
Alzheimer-Krankheit haben konnte. Balion et. al zeigten diesbeziiglich in einer Metaanalyse,
dass ein Vitamin D-Mangel mit einem erhéhten Alzheimer-Risiko verbunden ist. Alzheimer-
Patienten wiesen dabei einen um 6,2 nmol/l geringeren Vitamin D-Spiegel auf als die
Kontrollgruppe (BALION et al., 2012). Auch neuere Studien bestatigten die Verbindung
eines erniedrigten 25(0OH)D3 Plasmaspiegels mit dem Auftreten einer Alzheimer-Demenz
(AFZAL etal., 2013; LITTLEJOHNS et al., 2014; MOKRY et al., 2016). Trotz der insgesamt
eher positiven Studienlage gibt es jedoch auch weitere Untersuchungen, die keinen
Zusammenhang zwischen dem Vitamin D-Status und dem Auftreten Kkognitiver
Funktionseinschrankungen oder der Alzheimer Krankheit nachweisen konnten (CHAN et al.,
2011; MCGRATH et al., 2007; OLSSON et al., 2017; TOLPPANEN et al., 2011; ULSTEIN,
B@HMER, 2016).

Auch genetische Untersuchungen deuten auf einen Zusammenhang zwischen dem Vitamin D-
Metabolismus und der Alzheimer-Krankheit hin. Eine GWAS-Studie zeigte eine mdégliche
Verbindung zwischen dem Vitamin D-Rezeptor Gen und der sporadischen Form der
Alzheimer-Erkrankung (BEECHAM et al.,, 2009). Mehrere folgende Untersuchungen
bestéarkten diese Beobachtung. Neben dem Einfluss auf die kognitive Funktion (BEYDOUN
et al, 2012; KUNINGAS et al, 2009), assoziierten die Studien verschiedene
VDR-Polymorphismen mit einem erhéhten Alzheimer-Risiko (GEZEN-AK et al., 2012; LEE
et al., 2014; LEHMANN et al., 2011). Auch gewisse Einzelnukleotid-Polymorphismen im
VDR-Gen scheinen die AD Entstehung zu beglnstigen (GEZEN-AK et al., 2007).
Interessanterweise konnte in einer der Studien eine mdogliche Einwirkung der VDR
Polymorphismen auf AD-relevante Inflammationsgene (Interleukin-10; Dopamin-f-
Hydroxylase) nachgewiesen werden (LEHMANN et al., 2011). Des Weiteren hat der VDR
Einfluss auf die APP-Expression und somit auf die APP-Prozessierung: Wang et. al zeigten,
dass eine VDR-Uberexpression in Neuroblastomzellen, genauso wie die Behandlung der
Zellen mit Vitamin D, zu einer verminderten APP-Transkription fihrt (WANG et al., 2012).
Gezen-Ak et. al demonstrierten in einer aktuellen Studie, dass die Inkubation von Neuronen
mit VDR-siRNA (engl.: small interfering RNA) zu einer signifikanten Anderung der
Expression und Proteinspiegel aller Sekretasen fuhrt (GEZEN-AK et al., 2017).

Molekularbiologische Untersuchungen bestarken ebenfalls einen Zusammenhang zwischen

15



2. Einleitung

der Alzheimer-Pathologie und dem Vitamin D-Metabolismus: Unter Zellkulturbedingungen
filhrt AP zu einer drastischen Reduktion der VDR-Expression, was im Folgenden einen
negativen Einfluss auf die AB-Zytotoxizitat sowie die Apoptose und Calciumhomdostase der
Zellen hat. Die Behandlung der Zellen mit Vitamin D fiihrt im Gegenzug zu einer verstarkten
VDR-Expression und zur Protektion der Neurone (DURSUN et al., 2011). Zusétzlich
verhindert eine VDR-Expressionssteigerung durch Vitamin D-Supplementierung Af-
induzierten oxidativen Stress in Kkortikalen Neuronen (DURSUN et al.,, 2013a).
Erwdhnenswerter Weise bewirkt AP in hippocampalen Neuronen neben der VDR-
Expressionsreduktion auch eine 24-Hydroxylase-Expressionssteigerung und bedingt somit
eine mangelhafte Verwertung der Vitamin-D-Metabolite (DURSUN et al., 2013b). Unter
physiologischen Bedingungen ist dabei die Expression des VDR und der 24-Hydroxylase in
hippocampalen Neuronen im Vergleich zu Kortikalneuronen erhéht, was eventuell Ausdruck
eines hoheren Vitamin D-Bedarfs dieser Zellen ist (GEZEN-AK et al., 2013). Passend fuhrt
eine Vitamin D-Supplementierung in hippocampalen Neuronen Vitamin D-defizienter Ratten
zur Wiederherstellung der synaptischen Plastizitat (TAGHIZADEH et al., 2013).

Eine mdgliche Erklarung fir die oben genannte Vitamin D-abhéngige Neuroprotektion liefern
neuere Studien. Pierucci et al. zeigten, dass Calcitriol die AB-abhénige Zytotoxizitét in vitro
und in vivo durch Beeinflussung des Sphingosin-1-phosphat (S1P)-Singalwegs reduzieren
kann. AP fiihrt zu einem niedrigen S1P/Ceramid-Verhaltnis, welches mit Arrest des
Zellwachstums und Zelltod assoziiert ist (CUVILLIER et al., 1996), wohingegen Calcitriol
diesem Effekt entgegenwirkt (PIERUCCI et al., 2017). Des Weiteren scheint Calcitriol dem
AB-induzierten ER-Stress, welcher mit der Alzheimer-Pathogenese in Verbindung gebracht
wird und selbst die AB-Produktion steigert, entgegenzuwirken (CHENG et al., 2016).
Wihrend diese Studien hauptséchlich den Einfluss von AB auf den Vitamin D-Metabolismus
widerspiegeln, beeinflusst dieser im Gegenzug die AP-Pathologie: Aufgereinigtes DBP
interagiert mit AP und fiihrt zu einer Reduktion der AB-Aggregation in vitro. Zusétzlich
vermindert es den Ap-vermittelten Zelltod und synaptischen Verlust hippocampaler
Mausneurone (MOON et al., 2013). Des Weiteren ist Calcitriol in der Lage Makrophagen
tiber den VDR zu stimulieren und fiihrt dadurch zu einer Steigerung der AP-Phagozytose
(MASOUMI et al., 2009). Entsprechendes wurde bei Makrophagen von Alzheimer-Patienten
beobachtet (MIZWICKI et al., 2013). Zusatzlich stimuliert 1,25(OH),D3 den ApB-Transport
uber die Blut-Hirn-Schranke (ITO et al., 2011). Die VDR mRNS kann in Maushirnkapillaren
detektiert werden (ITO et al.,, 2011) und eine Behandlung von Ratten- bzw. Menschen-

Mikrogeféaliendothelzellen fihrt zu einer Expressions- sowie Aktivitatssteigerung des P-

16



2. Einleitung

Glykoproteins, zu dessen Substraten auch Ap gehort (DURK et al.,, 2012). Auch im
transgenen Mausmodell fihrt Calcitriol zu einer signifikanten Steigerung der p-
Glykoproteinaktivitat und folglich zu einer Reduktion des loslichen und unldslichen,
plaqueassoziierten APs (DURK et al., 2014). Guo et al. zeigten in einer neueren Studie, dass
Calcitriol zusatzlich in vitro und in vivo zu einer Expressionssteigerung von LRP1 (engl.: low
densitiy lipoprotein receptor-related protein 1) fiihrt. LRP1 ist ebenfalls mafigeblich an der
zerebralen und systemischen AB-Beseitigung beteiligt und zeigt sich bei Alzheimer-Patienten
erniedrigt (GUO et al.,, 2016). Passend zu diesen Untersuchungen konnten in einer
randomisierten, kontrollierten Pilotstudie signifikant erhohte Apgo-Plasmaspiegel nach
achtwochiger Vitamin D-Supplementierung von Vitamin D unterversorgten Probanden im
Vergleich zum Ausgangspunkt beobachtet werden (MILLER et al., 2016).

Weitere Erkenntnisse stammen aus Tierstudien. Vitamin D-mangelversorgte Tiere weisen
kognitive Leistungsstérungen auf (BRIONES, DARWISH, 2012; LANDEL et al., 2016b;
TAGHIZADEH et al., 2011; YU et al., 2011). Yu et al. futterten APP transgene Mé&use Uber
funf Monate mit einem Kontroll-, Vitamin D-mangel oder einem Vitamin D-angereicherten
Futter und detektierten nach diesem Zeitraum signifikante Effekte auf die Ap-Pathologie und
Neuroinflammation. Die Vitamin D-supplementierten Mause zeigten im Vergleich zu den
anderen Gruppen eine signifikante APso- und AP4p-Reduktion sowie eine Verminderung der
Amyloid-Plague Anzahl und GréRe (YU et al., 2011). Ahnliches beschrieben Landel et al. in
drei verschiedenen Hirnregionen (frontaler Kortex, Hippocampus, Neokortex) transgener
Mause (LANDEL et al., 2016b). Zusatzlich waren bei Yu et al. die B-CTF- und sAPPa-
Spiegel signifikant gedndert, was einen Einfluss der Futterung auf die APP-Prozessierung
nahelegte. Auch TNF-a, als Marker fiir die zerebrale Inflammation, war deutlich erniedrigt,
wahrend der neurotrophe NGF signifikant erhdht war (YU et al., 2011). Briones und Darwish
injizierten alteren Ratten Uber 21 Tage Calcitriol subkutan. Auch sie beschrieben eine
Reduktion der AB-Oligomere. Zuséatzlich beeinflusste Vitamin D das Gleichgewicht zwischen
dem pro-inflammatorischen IL-1p und anti-inflammatorischen IL-10 positiv (BRIONES,
DARWISH, 2012). In Bezug auf die anti-inflammatorischen Eigenschaften von Vitamin D
zeigte Raha et al. in einer neueren Studie, dass das natlrlich vorkommende Vitamin D2 die
AB-induzierte Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine (IL-1B, IL-6, TNF-a) durch
Hemmung des NF-kB-Signalwegs reduzieren kann (RAHA et al., 2016). Des Weiteren flihrt
Calcitriol in neuronalen SH-SY5Y-Zellen zu einer gesteigerten Expression an 1L-34, welchem

ebenfalls neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben werden (MA et al., 2012; MIZUNO et
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al., 2011; ZHANG et al., 2017).

Abbildung 2 fasst die oben aufgefiihrten Zusammenhange nochmals zusammen.

A B

Zytotoxizitit
Vitamin D

24-Hydroxylase
(CYP24A1)

Vitamin D-Inaktivierung

——
VDR
—t—

Neuro-
\/v Inflammation

Abbildung 2 - Graphische Zusammenfassung der gegenseitigen Beeinflussung des Vitamin D-
Metabolismus und der Ap-Pathologie

A zeigt die gegenseitige Beeinflussung der jeweiligen Stoffwechselwege — Vitamin D induziert die Expression
des VDRs und bedingt hierdurch u.a. eine Reduktion der APP-, B- und y-Sekretase-Expression. AP hingegen
fihrt zu einer VDR-Expressionsreduktion und induziert gleichzeitig die 24-Hydroxylase, welches zu einer
Vitamin D-Inaktivierung fiihrt. B zeigt den Einfluss von Vitamin D auf AP und die durch A induzierten
pathophysiologischen Ablédufe — DBP interagiert mit AP und inhibiert dessen Aggregation. Des Weiteren
aktiviert Vitamin D die AB-Phagozytose und fihrt Gber eine Aktivitatssteigerung des p-Glykoproteins (p-GP)
und des LRP1 zu einer gesteigerten zerebralen AB-Elimination. Zusétzlich bedingt Vitamin D eine Reduktion
der AP induzierten (Neuro-)Inflammation via Inhibition des NF-kB-Signalwegs. Gleichzeitig induziert es die
Freisetzung anti-inflammatorischer Zytokine (IL-10, 1L-34). Die AB-abhéngige Zytotoxizitat ist u.a. auf eine
Erhéhung des oxidativen Stresses, Beeinflussung des Calciumhaushalts und das Sphingosin-1-
phosphat/Ceramid-Verhéltnis zuriickzufiithren. Hier wirkt Vitamin D via Aktivierung des VDRs A entgegen.
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2.7. Fragestellung der Arbeit

Die Alzheimer-Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung, welche mikroskopisch u.a.
extrazellulare Proteinablagerungen in Form von amyloiden Plaques aufweist. Diese bestehen
zum groflen Teil aus Ap-Peptiden, welche aus der enzymatischen Prozessierung des
Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP) durch die B- und vy-Sekretase entstehen. Zusétzlich
beeinflusst die AB-Degradation die AB-Homdostase malRgeblich, wobei Neprilysin und IDE,
neben anderen Proteasen, als die wichtigsten AB-degradierenden Enzyme angesehen werden.
Vitamin D ist ein Secosteroid, welchem neben seiner klassischen Aufgabe in der Regulation
des Calciumhaushaltes auch eine wichtige Rolle im zentralen Nervensystem zugeschrieben
wird. Neuere epidemiologische Studien, wie auch genetische Untersuchungen, bringen in
diesem Zusammenhang den Vitamin D-Metabolismus mit der Alzheimer-Krankheit in
Verbindung.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einfluss von Vitamin D auf die APP-
Prozessierung bzw. die AP-Homoostase zu untersuchen. Hierbei wurde zwischen zwei
verschiedenen Versuchsbedingungen unterschieden:

Zum einen wurde in einem in vivo Wildtyp-Mausmodell eine milde bis moderate Vitamin D-
Mangelsituation generiert, wie sie typischerweise bei einem GroRteil der Bevdlkerung
beobachtet wird. Dieses Modell sollte dazu beitragen die Frage zu kléaren, ob Patienten, die
einen Vitamin D-Mangel aufweisen, durch eine Vitamin D-Substitution profitieren wirden?
Zum anderen wurden humane und murine Neuroblastomzellen (SH-SY5Y- und N2a-Zellen)
in Anwesenheit von 25(OH)D3 kultiviert. Es wurde zwischen einer Kurzzeit- und einer
Langzeitinkubation unterschieden. Das verwendete Zellkulturmedium enthielt wahrend dieser
Zeit eine suffiziente Konzentration an FBS, sodass eine ausreichende Néahrstoffversorgung
inklusive Mikronahrstoffen, wie den verschiedenen Vitamin D-Metaboliten, gewahrleistet
war. Durch die somit zusatzliche, supraphysiologische Vitamin D-Supplementierung sollte
geklart werden, ob Patienten, welche bereits eine ausreichende Vitamin D-Versorgung
aufweisen durch eine weitere Substitution profitieren?

Unter diesen Versuchsbedingungen wurden jeweils die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen genauer herausgearbeitet mit Fokus auf den Af-Anabolismus und den Ap-
Katabolismus. Hierzu wurden jeweils die Enzymaktivitaten, die Proteinspiegel und die

Genexpressionen bestimmt.
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3. Material und Methoden

In der hier vorliegenden Arbeit wurden u.a. Methoden (s. ab Kap. 3.6) verwendet, die bereits
im Labor etabliert waren. Um zum Ausdruck zu bringen, dass diese Etablierungsarbeit nicht
durch den Autor dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, sind unter den jeweiligen
Kapiteltberschriften die Dissertationen/Publikationen/Protokolle angegeben, nach denen sich
der Verfasser gerichtet hat. Teilweise wurden diese modifiziert. Modifikationen, welche im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurden, werden kurz angegeben und der jeweilige Grund
dafiir genannt. Alle Methoden wurden nach im Labor verwendetem Protokoll und

Ricksprache mit PD Dr. Marcus Grimm durchgefiihrt.

3.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1 - Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Material/Chemikalien Bezugsquelle
a-Sekretase-Substrat (#565767) Calbiochem
-Mercaptoethanol Sigma
B-Sekretase-Inhibitor Il (#565749) Calbiochem
[-Sekretase-Substrat (#565758) Calbiochem
v-Sekretase-Inhibitor IV (#565788) Calbiochem
v-Sekretase-Substrat (#565764) Calbiochem
25(0OH)D3 Sigma
96-Loch-Platte (schwarz) fur Fluoreszenz- Costar
Messung

96-Loch-Platte (transparent) fiir OD-Messung Falcon
Bacitracin Santacruz
BCA-L6sung Sigma
Bromphenolblau Na-Salz Serva

BSA (Fettséure frei) Sigma
CaCl, Merck
Chloroform Merck
Complete Proteaseinhibitor-Tabletten Roche Diagnostics
(+ EDTA)

Cryo Tube Vials nunc
CuSO4 x5 H,0 J.T.Baker
DMEM Sigma
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DMSO Sigma
ECL-Hyperfilm Amersham
ECL-L6sung 1/2 Amersham
EDTA (Titriplex I1I) Merck
ELISA 25-OH-Vitamin-D Euroimmun
ELISA, Mouse AB4o, Mouse AP Invitrogen
Entwicklerlésung Kodak
Ethanol J.T.Baker
Falconréhrchen, 15 und 50ml Sarstedt
FBS PAN
Filterpapier Whatman
Fluoreszierendes Peptid Substrat, Mca- R&D Systems
RPPGFSAFK (Dnp)-OH

Fotokopierfolien TypeC A4 XEROX
Glycerin J.T.Baker
Glycin AppliChem
HEPES, pH 7,4 Carl Roth

High Capacity cDNA RT Kit

Life Technologies

Hygromycin B

PAN

Isopropanol

J.T.Baker

Kanilen

10x 23Gx1% Nr.14 0,6mmx30mm
10x 27Gx% Nr.20 0,4mmx19mm
10x 29Gx¥2 0,33mmx12,7mm

Becton Dickinson

KCI Merck
KH,PO,4 Merck
L-Glutamin Sigma
Lipofectamin'"2000 Invitrogen
MaxiSorp®96-Loch Platte Nunc
MgCl, Sigma
MEM nicht-essentielle Aminoséure Lésung Sigma
Methanol p.A. J.T.Baker
Milchpulver blotting grade Roth
Multitip Aufsétze fir Multistep-Pipette Eppendorf
Na;HPO4 x 2 H,0 J.T.Baker
NaCl AppliChem
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NaOH Roth
Natrium-Desoxycholat Sigma
Natriumpyruvat Sigma

Nitrozellulose PROTRAN Porengrdfie 0,2 und
0,45 pm

Schleicher & Schuell

Nonidet P40 Substitute Fluka
Novex Pre-Cast gels 10-20% Tricine 1,0 mm x | Invitrogen
10 well, 12 well

OptiMEM Gibco
Pasteurpipetten VWR
Penicillin-Streptomycin Sigma
Pepstatin A Sigma
Protease-Inhibitor-Cocktail mit AEBSF Calbiochem
Protein Rainbow-Marker full-range Amersham
Protein-G-Sepharose Sigma
Reaktionsgefale 1,5ml Eppendorf
SDS Sigma
Saccharose Sigma
SYBR-Green Applied Biosystems
Synthetisches Peptid ApB40 Botond Penke, Szeged, Ungarn
Tricine Biomol
Tris/HCI Sigma
Triton X-100 Merck
Trizma Base Sigma
Trizol Invitrogen
Trypsin-EDTA-solution (1x) Sigma
Tween-20 Sigma
Wheaton-Rohrchen Wheaton
Zellkultur 24-Loch-Platte Falcon
Zellkultur 6-Loch-Platte Falcon
Zellkultur 96-Loch-Platte Falcon
Zellkulturschale 100 x 20 mm Sarstedt
ZnCl; Merck
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Tabelle 2 - Verwendete Gerate

3. Material und Methoden

Gerat Hersteller
4°C-Schittler Rocky Frobel
-80°C Gefrierschrank Thermo Electron
8-Kanal-Multipette Eppendorf
Analysenwaage Sartorius
Blotkammer Trans-Blot Cell BioRad
Brutschrank 37°C Heraeus
Fluorometer M1000Pro Tecan
Fluorometer Safire” Tecan
Gelkammer Xcell SureLock Novex Mini- | Invitrogen
Cell

Hamilton Pipette Hamilton
Lichtmikroskop Leica
Magnetheizrihrer Heidolph
Mikrowelle Micromat AEG
Multipette plus Eppendorf
N2-Abdampfvorrichtung VLH
No-Tank GT 140 Air Liquide

OD Lesegerat flr 96-Lochplatten

Thermo Fisher

PCR cycler Peglab
pH-Meter 766 Calimatic Knick
Pipetten-Set Research Eppendorf
Pipettierhilfe Integra
Potter-Rohrchen B. Braun
PotterS B. Braun
Power-Supply fiir Tankblot LKB Bromma
Power-Supply Model 200 / 2.0 fur | BioRad
Gelelektrophorese

Reagenzglasschittler Multi-Reax Heidolph
Rotor TLA-100 fiir Ultrazentrifuge Beckman

RT-PCR cycler 7500 Fast

Life Technologies
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Sterilbank Heraeus
Teflonhomogenisator B. Braun
Teflonschaber neolab
Thermomixer comfort Eppendorf
Transferkammer Biorad
Uberkopfschiittler Reax2 Heidolph
Ultrazentrifuge Beckman

Vortex Genie2 Bender & Hobein
Zentrifuge 5415D Eppendorf

3.3. Primer

Da in der vorliegenden Arbeit sowohl murine als auch humane Gene untersucht wurden,

sollen diese aus Ubersichtsgriinden wie folgt dargestellt werden: Murine Gene — Kursiv, nur

erster Buchstabe groR geschrieben; humane Gene — kursiv, alle Buchstaben gro3 geschrieben

(ensprechend der Guidelines for Formatting Gene and Protein Names, BioScience Writers).

3.3.1. Murine Primer

Tabelle 3 - Sequenzen der verwendeten murinen Primer

Gen forward reverse

Ace 5¢-CCTGAGTTCTGGAACAAGTCG-3¢ |5-TTGATCCTGAAGTCCTTGCC-3¢
Adaml7 |5“TGACATCAAGTACCGAACGC-3¢ 5‘-GAGTCAGGCTCACCAACCAC-3°
Aphla 5‘-“ACAAGCTCCTTAAGAAGGCAGA-3* | 5--CCGAAGGACAGACCAGAAAC-3°
Aphlb 5-GCTGTTCAGGCTCGCATATT-3¢ 5‘-AGAAACATAGGCCAACAGTCG-3°
Bacel 5‘-“ACATTGCTGCCATCACTGAA-3* 5-TCCAAAGAAGGGCTCCAAAGA-3¢
S-Aktin 5‘-CCTAGGCACCAGGGTGTGAT-3¢ 5-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3¢
Ctsb 5-“AAGCTGTGTGGCACTGTCCT-3¢ 5¢-ATTGTTCCCGTGCATCAAAG-3¢
Ecel 5‘-GATCAAGGTCGGGAGTACGA-3* 5“GTATTGCTGCACCATGCACT-3¢
Ece2 5-GGTGCTGAGTGAGGTAAGCC-3¢ 5‘-GACCAGTCATAACGGGATTGA-3¢
Ide 5‘-GCTACGTGCAGAAGGACCTC-3¢ 5¢-TGGACGTATAGCCTCGTGGT-3°
Mmp2 5‘-GACAAGTGGTCCGCGTAAAG-3¢ 5‘-ATCACTGCGACCAGTGTCTG-3¢
Mmp9 5‘-CATGCACTGGGCTTAGATCA-3¢ 5‘-GCTTAGAGCCACGACCATACA-3°
Ncstn 5¢-TGCTCTATGGGTTCCTGGTT-3¢ 5‘-CGGCGATGTAGTGTTGAAGA-3¢
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Nep 5‘-ATGGAGACCTCGTTGACTGG-3¢ 5““TTCCATTGAGATGCTGTCCA-3*
Plg 5‘-GGTGGGAATACTGCAACCTG-3° 5‘“-GCAGTCTGTCTCAGAGTCGCT-3¢
Psenl 5‘-ACCCGGAGGAAAGAGGAGTA-3¢ 5“-TGGTTGTGTTCCAGTCTCCA-3*
Psen2 5“-TCATGCTATTTCGTGCCTGTC-3¢ 5‘-GTGTAGATGAGCTGCCCGTT-3¢
Psenen2 |5-ATCTTGGTGGATTTGCGTTC-3¢ 5“CCTTTGATTTGGCTCTGCTC-3¢

3.3.2. Humane Primer

Tabelle 4 - Sequenzen der verwendeten humanen Primer

Gen forward reverse

BACE1 5°-GCCTATGCTGAGATTGCCAGG-3¢ 5°-GGAGAAGAGGTTGGGAACGTG-3¢
S-AKTIN |5¢-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3’ 5’- AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’
NCSTN |5-CTGTACGGAACCAGGTGGAG-3° 5‘-GAGAGGCTGGGACTGATTTG-3¢
TBP 5°-CGGAGAGTTCTGGGATTGT-3° 5-GGTTCGTGGCTCTCTTATC-3¢

3.4. Verwendete Priméarantikorper

Tabelle 5 - Verwendete Primarantikdrper

Antigen Name des Antikorpers | Beschreibung
[Firma]
AP, APP W02 antibody Monoklonaler AK - Epitop im Bereich der
[Millipore] AS 1-5 der AB-Sequenz. Hergestellt mit
synthetischem Peptid AP 1-16 (IDA et al.,
1996)
ADAM10 Anti-ADAM10 (735-749) | Epitop AS 735-749 von ADAMIO0;
[422751 Merck] Detektion Mensch, Maus
ADAM17 Anti-ADAM17 antibody Polyklonaler AK - Epitop
[ab39162 Abcam] zytoplasmatische Doméne des humanen
ADAM17
BACE1 Anti-BACE (Ab-2) (485- | Epitop AS 485-501 des humanen BACEL,
501) Rabbit pAb Detektion von Mensch und Maus
[PC526 Calbiochem]
BACE1 Anti-BACEL1 antibody Epitop AS 485-501 des humanen BACELZ,
[ab2077 Abcam] Detektion von Mensch und Maus
IDE Anti-IDE/Insulysin Rabbit | Polyklonaler AK — Epitop AS am N-
antibody Terminus des humanen IDE/Insulysin

[ST1120 Calbiochem]
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NEP Human Neprilysin/CD10 | Polyklonaler AK — Epitop AS52 (Tyr) —
antibody AS750 (Trp)
[AF1182 R&D Systems]

Nicastrin Anti-Nicastrin antibody Polyklonaler AK- Epitop AS 693-709
[N1660 Sigma Aldrich] (C-Terminus des humanen Nicastrin)

Detektion von Mensch, Maus, Ratte

SAPPB SAPP beta — Wild Type | Polyklonaler AK — Epitop C-Terminus des
antibody =~ [MBS492139- | humanen sAPPB; keine Kreuzreaktion mit
1J18957MyBioSource] SAPPa oder Volllange-APP

3.5. Verwendete Zelllinien

Tabelle 6 - Verwendete Zelllinien

Zelllinie

Beschreibung

N2a Wildtyp

Kaiserslautern

Murine Wildtyp Neuroblastom-Zelllinie
Freundlicher Weise zur Verfugung gestellt durch Prof. Kins,

SH-SY5Y Wildtyp

Humane Wildtyp-Neuroblastom-Zelllinie

SH-SYS5Y APP695

Wildtyp-Zellen, stabil transfiziert mit pCEP4/APP695 durch Frau Dr.
Heike Grimm, Hygromycin-Resistenz
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3.6. Generierung einer Hypovitaminose D im murinen Modell
(entsprechend GRIMM et al., 2013c)

In freundlicher Kooperation wurden die Mdause durch die AG Bals, Homburg, Deutschland
bereitgestellt. Die Tétung sowie Préparation der Tiere wurde gemeinsam mit Dr. Christian
Herr, Inge Tomic und Dr. Janine Mett durchgefiihrt.

Alle Versuche am Tiermodell wurden gemdaR dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt
(Nummer des Tierschutzantrags: 17/2011).

Die 17 ausschliel3lich weiblichen C57BL/6 Mause (Charles River, Sulzfeld, Deutschland),
wurden in Gruppen von 7-10 Tieren in einem Kafig untergebracht. Ab einem Alter von
6 Wochen wurden die Tiere mit der Kontroll-Didt oder dem Vitamin D-defizienten Futter
gefiittert. Die M&use wurden bei einer Temperatur von 20-22 °C, einer Luftfeuchtigkeit von
50-60% und einer Beleuchtung von 7 Uhr bis 19 Uhr gehalten. Wéahrend der gesamten Zeit
war das Futter und Wasser ad libitum verfligbar. Die Zeitspanne zwischen Fitterungsbeginn
und der Tétung der Tiere betrug 6-9 Monate. Das Kontroll-Futter C1000 enthielt 500 I.E/kg
Vitamin D3, wohingegen das Vitamin D-defiziente Futter (C1017) kein Vitamin D3 enthielt
(Altromin, Lange, Deutschland). Des Weiteren waren beide Futtermittel isokalorisch und in
ihrer Protein-, Fett-, Kohlenhydrat-, Ballaststoff- und Mineralzusammensetzung identisch.
Die To6tung der Tiere wurde durch eine Uberdosis Ketamin mittels intraabdomineller
Injektion durchgefihrt. Anschliefend wurde der Kopf abgetrennt, die Kalotte erdffnet, das
Gehirn entnommen, mittels Sagittalschnitt geteilt, mit 1xPBS gewaschen und die
Hemispharen einzeln in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte ebenfalls

in flissigem Stickstoff.
3.7. Eukaryotische Zellkultur

3.7.1. Kultivierung von SH-SY5Y- und N2a-Zellen

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Johanna Kuchenbecker, Universitat des
Saarlandes, 2011)

Verwendete Puffer / verwendetes Kulturmedium:

1xPBS: 137 mM NaCl
2,7 mM KCI
8,1 mM Na,POy4 x 2H,0
1,5 mM KH,PO,
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Tabelle 7 - Verwendete Zellkulturmedien

Zelllinie Verwendetes Zellkulturmedium

N2a Wildtyp DMEM; MEM (1:100); 10% FBS; 1% Penicillin-Streptomycin; 2mM
L-Glutamin; ImM Natriumpyruvat

SH-SY5Y Wildtyp | DMEM; MEM (1:100); 10% FBS

SH-SY5Y APP695 | DMEM; MEM (1:100); 10% FBS; 400 pg/ml Hygromycin B

Die Zellen wurden auf beschichteten Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm im
Brutschrank bei 37 °C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5% COj-Atmosphdre mit 10 ml des
Kulturmediums kultiviert. Bis zum Erreichen der 95 bis 100%igen Konfluenz, wurde alle
zwei bis drei Tage das Medium gewechselt. Bei Erreichen der Konfluenz wurde das Medium
abgenommen und die Zellen mit autoklaviertem 1xPBS gewaschen. Nach Entfernen des
1xPBS, wurden die Zellen mittels 1,5 ml Trypsin pro Schale abgeldst. Es wurde eine
geringere Trypsin-Menge als in der oben aufgefiihrten Dissertation verwendet (2 ml), um die
Zytotoxizitat zu reduzieren. Nach Zugabe von 8,5 ml Kulturmedium, welches die Wirkung
des Trypsins aufhebt, wurden die Zellen mit Hilfe einer 10 ml Glaspipette durchmischt und
vereinzelt. Im Folgenden wurde abhdngig vom geplanten Experiment ein Teil der

Zellsuspension auf neue Zellkulturschalen tberfihrt.

3.7.2. Auftauen von Zellen

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Johanna Kuchenbecker, Universitat des
Saarlandes, 2011)

Es wurden 5 ml des vorgewarmten Kulturmediums in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
gegeben. Nach dem Auftauen der gefrorenen Zellsuspension, wurde diese in das vorgelegte
Medium Uberflihrt. Die Zellen wurden 5 min bei 800 rpm und RT abzentrifugiert. Das
Uberstdndige Medium wurde abgesaugt, die Zellen in 10 ml frischem Kulturmedium
resuspendiert und die Zellsuspension auf eine 10 cm Zellkulturschale gegeben, wo sie

gleichmagRig verteilt wurden. Im Verlauf wurden die Zellen geméal Kapitel 3.7.1. kultiviert.
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3.7.3. Kryokonservierung von Zellen

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Johanna Kuchenbecker, Universitat des
Saarlandes, 2011)

Einfrierlosung A: 30% FBS in DMEM
Einfrierlésung B: 30% FBS, 20% DMSO in DMEM

Um eine langfriste Lagerung einheitlich kultivierter Zellen zu ermoglichen, wurden
Gefrierkulturen erstellt und diese im fllssigen Stickstoff gelagert.

Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und diese wie unter 3.7.1. beschrieben
gewaschen und von der Zellkulturschale abgelést. Die Zellen wurden in 5 ml des
Kulturmediums aufgenommen und die Zellsuspension in ein Falconréhrchen uberfiihrt. Dieses
wurde 5 min bei 1500 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand mit dem enthaltenen Trypsin
wurde entfernt und das entstandene Zellpellet in 1,5 ml der Einfrierlésung A resuspendiert.
Nach Zugabe von 1,5 ml der Einfrierlésung B wurden die Zellen auf zwei Kryoréhrchen
verteilt und diese fir 24 h bei -80 °C in einer Styroporbox, um ein schonendes
Herunterkiihlen zu ermdglichen, eingefroren. Die dauerhafte Lagerung erfolgte im fliissigen
Stickstoff.

3.7.4. Inkubation von Neuroblastom-Zellen mit 25(OH)D3

(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit)

Die eingesetzte Konzentration sowie das Verhaltnis Ethanol : Medium kénnen der Tabelle 8
entnommen werden. Das Ethanol wurde vor dem Lésen des 25(OH)D3 mittels Ultraschallbad
entgast, um eine Oxidation des Molekils zu vermeiden. Die Stocklésungen wurden in
Glasgefale pipettiert, da das 25(OH)D3-Molekdl, aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften,
potentiell an Plastik adhdrieren kann. Die Konzentration der Stockldsung wurde so gewahlt,
dass eine finale Ethanolkonzentation von < 2 %, im Inkubationsmedium nicht Uberschritten
wurde, um die Zytotoxizitét bei der spateren Inkubation gering zu halten. Bis zur Verwendung
der Stocklésungen wurden diese im flissigen Stickstoff gelagert. Auch dies diente als
Oxidationsschutz des Molekiils, da hier der Sauerstoffpartialdruck sehr gering ist.
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Tabelle 8 - 25(OH)D3-Inkubation

Stoff Stockldsung Eingesetzte Verhaltnis
Konzentration Ethanol : Medium
25(0OH)D3 100 pM in Ethanol 100 nM 1:1000

In Abhangigkeit des Versuchsaufbaus wurden die Zellen auf 10 cm Zellkulturschalen, 6-, 24-,
oder 96-Loch-Platten verteilt. Alle Schalen wurden ausgehend von einem
Zellsuspensionsansatz ausgesdt, um die Homogenitdt der zu inkubierenden Zellen
untereinander zu gewéhrleisten. Die Zellen wurden entsprechend Kap. 3.7.1 kultiviert.
In der vorliegenden Arbeit wurde zwischen einer Kurzzeit- und einer Langzeitinkubation
unterschieden. Die Kurzzeitinkubation sollte hierbei einen ,,Vitamin D-Impuls® darstellten,
um schnelle zelluldre, Vitamin D-abhéngige Effekte zu beurteilen. Dies entspricht im
klinischen Alltag einer hochdosierten Einmalgabe. Durch die Langzeitinkubation sollte ein
Zustand geschaffen werden, in dem sich ein Gleichgewicht zwischen den einzelnen Vitamin
D-Metaboliten einstellt (siehe Abbildung 1).

Bei der Kurzzeitinkubation wurden die Zellen bis zu einer 80-90%igen Konfluenz kultiviert.
AnschlieBend wurde das Wachstumsmedium abgenommen und die Zellen fur 24 h mit
100 nM 25(OH)D3 inkubiert. Dazu wurde Kulturmedium in ein Glasgefal} vorgelegt und das
25(0OH)D3 unter gleichméaRiger Bewegung in das Medium pipettiert. Pro 10 cm Schale
wurden jeweils 5 ml Inkubationsmedium eingesetzt. Bei anderer Schalengroe wurde die
Menge entsprechend angepasst, um ein einheitliches Oberflachen : 25(OH)D3-Verhéltnis zu
gewdhrleisten. Als Kontrolle diente das Losungsmittel Ethanol, welches im gleichen
Verhaltnis eingesetzt wurde. Es erfolgte zunéchst eine 8-stlindige Vorinkubation der Zellen
mit dem Inkubationsmedium. Hierdurch sollten zellulare, Vitamin D-abhénige Effekte initiiert
werden. AnschlieBend erfolgte der Mediumwechsel. Das frische Inkubationsmedium wurde
fur 16 h konditioniert. Hierdurch konnte eine hohere Konzentration der zu untersuchenden
Proteine im Medium erzielt werden. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellen
sowie das konditionierte Medium fiir die VVersuche verwendet.

Bei der Langzeitinkubation wurden N2a-Zellen neu aufgetaut und gleichmé&Rig ausgesat. Ein
Teil der Zellen wurde im Langzeit-Kontroll-, der andere Teil im Langzeit-Inkubationsmedium
entsprechend Kap. 3.7.1. kultiviert. Das verwendete Kulturmedium entsprach dem unter 3.7.1
aufgefihrten Medium. Dem Langzeit-Inkubationsmedium wurde zusétzlich 100 nM

25(0OH)D3 und dem Langzeit-Kontrollmedium die dquivalente Menge an Ethanol beigefugt.
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Die FBS-Konzentration der Medien wurde von 10% auf 5% reduziert. Dies sollte zu einer
Reduktion der durch das FBS zugefihrten Vitamin D-Menge fuhren (s. Kap. 5.1.).
Gleichzeitig bestand eine ausreichende Nahrstoffzufuhr ohne erhdhten zellularen Untergang.
Die Kultivierphase belief sich auf mindestens vier Wochen. Ab diesem Zeitpunkt wurden die

Zellen fir die Versuche verwendet.

3.7.5. Transiente Transfektion von N2a-Zellen mit hAPP mittels Lipofectamine 2000

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Verena Burg, Universitat des Saarlandes, 2014

basierend auf modifiziertem Herstellerprotokoll Lipofectamine ™2000, Invitrogen)

Verwendete Substanzen/Ansatze:

Tabelle 9 - Transfektion von N2a-Zellen mit LipofectamineTM2000 — eingesetzte Menge/Volumina an
DNS, Lipofectamine, OptiMEM

Schale/Platte | DNS [ug] | Lipofectamine [ul] | OptiMEM [ul] | Vorgelegtes OptiMEM
[mi]

6-Loch ‘ 6-7 ‘ 6 ‘ 200 ‘ 0,8

Ansatz 1: DNS + OptiMEM, mischen

Ansatz 2: Lipofectamine2000 + OptiMEM, mischen

Prinzip:

Unter physiologischen Bedingungen ist die DNS aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats
negativ geladen. Da die Plasmamembran ebenfalls eine negative Ladung aufweist, kommt es
zu einer gegenseitigen elektrostatischen AbstoRung. Lipofectamine™™2000 ist eine kationische
liposomale Substanz, welche mit Nukleinsaure-Molekilen einen Komplex bildet, somit die
elektrostatische AbstoRung verhindert und letztlich eine effektive Transfektion ermdglicht.
Die Bindung an die Nukleinséuren findet tber die positiv geladene Kopfgruppe statt, die aus
einem oder mehreren positiv geladenen Stickstoffatomen besteht. Uber einen Spacer ist die
Kopfgruppe an zwei oder drei Hydrocarbon-Ketten gebunden (DALBY et al., 2004).

Durchfuhrung:

Fur die transiente Transfektion von hAPP wurden standardmaiig 6-Loch-Platten verwendet.
Die NZ2a-Zellen wurden nach dem Umsetzen auf die 6-Loch-Platten fur mindestens 24 h
entsprechend Kapitel 3.7.1 kultiviert, bis zu einer Konfluenz von 85-90%. Fir die
Versuchsdurchfuhrung wurden langzeitinkubierte N2a-Zellen verwendet.

Fur die Transfektion wurden Ansatz 1 und 2 entsprechend den oben angegebenen Werten
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angesetzt und flr 5 min bei RT inkubiert. Die Ansétze wurden vereinigt und erneut fir 20 min
bei RT inkubiert, um eine Komplexbildung zu ermdglichen. Zwischenzeitlich wurden die
Zellen mit OptiMEM gewaschen. Nach komplettem Entfernen, wurde das gewiinschte
Volumen an OptiMEM vorgelegt. Dieses wurde im Vergleich zum Herstellerprotokoll um ca.
50 % reduziert, womit eine hohere Transfektionseffektivitdt erzielt werden konnte. Das
DNS/Lipofectamine™2000/OptiMEM-Gemisch wurde hinzugegeben und die Zellen fiir 5 h
darin inkubiert. AbschlieBend wurde der Transfektionsansatz abgenommen und durch 10%
FBS-haltiges Kulturmedium ersetzt. Die transfizierten Zellen wurden Uber Nacht kultiviert,

bevor sie entsprechend Kapitel 3.7.4. inkubiert wurden.
3.8. RNS Methoden und quantitative RT-PCR

3.8.1. RNS lIsolation aus Zellen und Geweben mittels Trizol

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Sven Grdsgen, Universitat des Saarlandes,

2013 basierend auf Herstellerprotokoll Trizol-Reagent, Life Technologies)

Die RNS Isolation erfolgte aus gefrorenen Maushirnhemispharen und aus inkubierten
Neuroblastom-Zellen.

Die Maushirnhemispharen wurden in einem Potterréhrchen bei RT 45 min in 1 ml Trizol
aufgetaut. Nach 20 maligem Homogenisieren der Proben mittels Teflonhomogenisator bei
1500 rpm auf Eis, wurden diese in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfuhrt.

Die Zellen wurden in 1 ml Trizol mittels Gummischaber mechanisch abgel6st und in ein
1,5 ml Reaktionsgefal tberfiihrt.

Die im Folgenden beschriebenen Schritte wurden in analoger Weise flr beide Anséatze
durchgefunhrt:

Nach 5 minatiger Inkubation der Proben bei RT, wurde zu den jeweiligen Proben 200 pl
Chloroform hinzugegeben und diese fiir 15 s kraftig durchmischt. Danach wurden die Proben
erneut fir 3 min bei RT inkubiert und anschliefend 15 min bei 12000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Aus dem Zentrifugationsschritt resultieren drei Phasen: in der unteren, roten
Phase befinden sich die Proteine, wohingegen sich in der oberen klaren Phase die RNS
befindet. Die beiden Phasen werden durch eine mittlere, weile Phase getrennt, die die
ausgefallene DNS enthalt. Die oberste Schicht wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal uberflhrt, in das anschliefend 500 ul Isopropanol hinzugegeben wurden. Die
darauffolgende 10 mindtige Inkubation bei RT dient der Fallung der RNS. Durch
anschlieende Zentrifugation bei 12000 rpm und 4 °C fiir 10 min, wurde diese pelletiert. Der
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Uberstand wurde verworfen und das RNS-Pellet in 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen. Nach
kurzem Durchmischen wurde das Pellet durch einen erneuten Zentrifugationsschritt bei
7500 rpm fiir 5 min bei 4°C abzentrifugiert und der Uberstand abermals verworfen. Danach
wurde das Pellet fir 2 min bei RT getrocknet und anschlieBend in 100 pul RNase freiem
Wasser in Losung gebracht. Die isolierte RNS wurde fir 10 min bei 55 °C in einem

Wasserbad erwarmt, sodass die RNS in Lsung geht. Die RNS wurde bei -80 °C gelagert.

Damit die Konzentration und Reinheit der isolierten RNS bestimmt werden konnte, wurde
diese zunéchst in RNase freiem Wasser verdiunnt und in eine Kuvette (mit einer optischen
Schichtdicke von 1) Gberflhrt. Grundlegend gilt, dass Nukleinsauren die héchste Extinktion
bei einer Wellenlange von 260 nm aufweisen, wohingegen Proteine ihr Extinktionsmaximum
bei 280 nm zeigen. Somit wurde die Extinktion der Proben bei diesen Wellenlangen
bestimmt. Des Weiteren gilt, dass eine Extinktion von 1 einer RNS-Konzentration von 40
pg/ml entspricht, sodass sich die entsprechende RNS-Konzentration der Probe nach

Umstellung des Lambert-Beerschen Gesetzes wie folgt berechnen liel:
¢ [ﬁ] = Extinktion 260 nm * Verdiinnungsfaktor * 40 %

Darliber hinaus konnte mit Hilfe des Quotienten der Extinktionen von 260 und 280 nm
(260 nm/280 nm) Rickschlisse auf die Reinheit der isolierten RNS gezogen werden. Der

Quotient sollte fur reine RNS zwischen 2,0 und 2,2 liegen.

3.8.2. cDNS Synthese

(nach Herstellerprotokoll High Capacity cDNA RT Kit, Life Technologies)

Nach der Isolation der RNS und deren Reinheits- und Konzentrationsbestimmung wurde diese
mit dem High Capacity cDNA RT Kit (Life Technologies) in cDNS umgeschrieben. Die
erhaltene cDNS konnte dann fiir die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion verwendet werden.

Fur das Umschreiben wurden 2 pg RNS eingesetzt und folgender Ansatz pipettiert:

2 ul 10x RT Buffer

0,8 pl 25x dNTP Mix (100 mM)

2 ul 10x RT Random Primer

1l MultiScribe Reverse Transkriptase
4,2 ul Nuklease-freies Wasser

10 i RNS (2 pg/ul, ad 10 pl H,0)
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Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 25 °C, anschlieRend 120 min bei 37 °C und letztlich fir
5 min bei 85 °C in einem Thermocycler inkubiert. Nach dem Herunterkiihlen auf 4 °C konnte
die so erhaltene cDNS 1:10 in Nuklease-freiem Wasser verdiinnt und anschliefend bei -80 °C

eingefroren werden.

3.8.3. Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Sven Grdsgen, Universitat des Saarlandes,
2013 und GRIMM et. al, 2017)

Prinzip:

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion kann die Expression
verschiedener Gene aus unterschiedlichen Geweben quantitativ bestimmt werden. Dies wurde
in dieser Arbeit aus Maushirnproben sowie aus Neuroblastom-Zellen durchgefiihrt. Um
verschiedene Ansatze miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die Ergebnisse in Relation
zur Expression der Haushaltsgene (engl.: ,, Housekeeping Gen*) [-Aktin und TATA-Box
bindendes Protein (engl.: TATA-box binding protein, TBP) gesetzt. Da die Haushaltsgene
durch dulere Einflisse nicht in ihrer Expression beeinflusst und gleichmaRig in
unterschiedlichen Geweben exprimiert werden, eignen sich diese besonders zur Normierung
der Proben. Als Fluoreszenz-Farbstoff wurde SYBR-Green verwendet. Die erhaltenen
Ergebnisse wurden mittels A/ACt-Methode nach Livak und Schmittgen (LIVAK,
SCHMITTGEN, 2001) ausgewertet.

Durchfuhrung:
Fur die Messung des Expressionsniveaus der verschiedenen Gene in der zu untersuchenden

Probe wurde in eine 96-Loch-Platte folgender Ansatz pipettiert:

0,5 ul Primer forward

0,5 ul Primer reverse

4 ul Nuklease freies Wasser
10 pl SYBR Green Master Mix
5ul cDNS

Die anschlieBende Messung erfolgte im 7500 Fast Real Time PCR System Gerét der Firma
Life Technologie (Software SDS V 1.3.1.21.) sowie im Piko Real Cycler der Firma
ThermoScientific. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der PikoReal Software (Version
2.1.158.545).
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Folgende Geréteeinstellungen wurden verwendet:

Tabelle 10 - Echtzeit-Polymerasekettenreaktion — Gerateeinstellungen

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
[°C] [Sek.]
I 95 20 1
1 95 3
11 60 30 40
v Schmelzkurvenanalyse 1

Nachdem der Messvorgang abgeschlossen war, konnten die einzelnen Schmelzkurven der
Amplifikate tberprift werden. Dadurch konnte entschieden werden, ob ein Primer spezifisch
gebunden hatte oder ob unspezifische Amplifikate entstanden waren. Nach anschlieender
Bestimmung des Schwellenwerts (Ct-Wert) aller Proben, bei dem die Steigungen aller
Schmelzkurven identisch sein sollten, konnten die Cy-Werte mittels A/ACt-Methode
ausgewertet werden. Es wurde darauf geachtet, dass sich die Cy-Werte der Haushaltsgene

zwischen Kontroll- und Defizienz-/Inkubations-Gruppe nicht signifikant unterschieden.
3.9. Proteinchemische Analysen
3.9.1. Zellaufschluss

Beim Zellaufschluss kénnen prinzipiell zwei Methoden unterschieden werden, die abhéngig
vom Versuchsaufbau und der Fragestellung zur Anwendung kommen. Diese sollen im
Folgenden genauer erlautert werden.

Vor dem jeweiligen Zellaufschluss wurde das Zellmedium abgenommen und die Zellen
zweimalig mit 1xPBS gewaschen, um jegliche Medium-Rickstande zu entfernen. Alle
Schritte erfolgten auf Eis.

3.9.1.1. Mechanischer Zellaufschluss

(Durchfiihnrung entsprechend Dissertation Dr. Tatjana Rothhaar, Universitat des Saarlandes,
2013)

Bei diesem Verfahren wird ein Teflonkolben, in einem den Kolben dicht umschlieRenden,
Glasréhrchen auf und ab bewegt. Durch die entstehenden Scherkréfte werden die Zellen

zerstort und Zellproteine und -lipide freigegeben, wohingegen die Zellorganellen
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weitestgehend ihre Integritét erhalten.

Diese Methode wurde zum Homogenisieren von Neuroblastom-Zellen und Gehirnen
verwendet. Auf die Proben wurde der entsprechende Puffer, abhéngig vom Versuchsaufbau,
oder ddH,O gegeben. Das verwendete Volumen war abhdngig von der zu erwartenden
Proteinkonzentration. Fur 10 cm Zellkulturschalen wurde beispielsweise ein VVolumen von
400 pl verwendet. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Gummischabers mechanisch von der
Zellkulturschale abgel6st und in ein glasernes Potterrohrchen uberfiihrt. Durch 25 maliges
(Zellen) bzw. 50 maliges (Gehirne) Auf- und Abbewegen des Teflonkolbens, bei einer

Umdrehungszahl von 1000 rpm, wurden diese sukzessiv aufgeschlossen.

3.9.1.2. Chemischer Zellaufschluss mittels Lysepuffer

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Tatjana Rothhaar, Universitat des Saarlandes,
2013)

Verwendete Puffer:

Lysepuffer: 150 mM NaCl
50 mM Tris/HCI pH 7,4
0,1% (v/v) Triton X-100
0,1% (v/v) NP-40
2 mM EDTA
in ddH,0
Vor der Benutzung wurde der Proteaseinhibitor (s.u.) im

Verhaltnis 1:10 mit dem Lysepuffer versetzt.

10x Proteaseinhibitor: Losen  einer  Complete-Tablette in 5ml ddH,0

Lagerung bei -20°C

Der chemische Zellaufschluss erfolgte aus inkubierten Neuroblastom-Zellen und bereits in
ddH,O homogenisierten  Maushirnhemisphdren  zur  weiteren  proteinanalytischen
Untersuchung. Nach dem Waschen der Zellen wurden je 400 ul Lysepuffer auf jede 10 cm
Zellkulturschale gegeben. Die Zellen wurden mittels Gummischaber von der Schale abgelost,
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und fur 45 min chemisch aufgeschlossen. Aufgrund
der verlangerten Inkubationsphase im Vergleich zur oben aufgefiihrten Dissertation (45 min
vs. 30 min), wurde auf eine weitere Bearbeitung der Proben mittels 27G-Kanule verzichtet.

Die Homogenate der Maushirnhemisphéren wurden mit zweifach konzentriertem Lysepuffer
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im Verhéltnis 1:1 versetzt und flir denselben Zeitraum lysiert, um einen adaquaten
Zellaufschluss zu erzielen. AnschlieBend wurden die Lysate 5 min bei 4 °C und 13.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefa uberfilhrt und das Pellet

verworfen. Die erhaltenen Lysate wurden bei -20 °C gelagert.

3.9.2. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsdure (BCA) — Test

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Johanna Kuchenbecker, Universitat des
Saarlandes, 2011 basierend auf modifiziertem Protokoll nach SMITH et al., 1985)

Verwendete Puffer:

BCA-Arbeitsreagenz:

BCA-L6sung 1: 4% (w/v) CuSO4x 5H,0
BCA-LOsung 2: BCA-L0Osung

Eingesetzt im Verhaltnis BCA-Losung 1 : BCA-Losung 2 =1 : 40

Prinzip:

Der BCA-Test dient der quantitativen Bestimmung des Proteingehalts einer Probe. Die
Grundlage dieser Methode ist die Reduktion der Cu®**- zu Cu*-lonen durch die zu
bestimmenden Proteine bei alkalischem pH. Die entstandenen Cu*-lonen bilden mit jeweils
zwei Bicinchoninséure-Molekilen einen Komplex, welcher zu einem violetten Farbumschlag
fihrt. Diese Reaktionsprodukte zeigen ein Absorptionsmaximum bei 562 nm und kdnnen
photometrisch gemessen werden. Die Intensitdt des Farbumschlags ist dabei Uber einen
weiten Bereich direkt proportional zur Menge des enthaltenen Proteins.

Durchfuhrung:

Es wurden 20 pl einer Standardreihe aus Rinderserum-Albumin, welche
Proteinkonzentrationen von 0 bis 1,1 pg/ul, in jeweils 0,1 mg/ml Abstdnden umfasst, in eine
Mikrotiterplatte pipettiert. Die zu messenden Proben wurden, entsprechend der zu
erwartenden Proteinmenge, mittels passendem Puffer verdinnt und jeweils 5 pl als 5-fach
Bestimmung in die Platte gegeben. Von dem angesetzten BCA-Arbeitsreagenz wurden mit
Hilfe einer 8-Kanal-Pipette je 200 ul auf die Proben gegeben. Der Reaktionsansatz wurde
15 min bei 37 °C und danach 15 min bei RT unter leichtem Schitteln inkubiert. AbschlieRend
wurden die Proben im Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 562 nm gemessen. VVon
den ausgegebenen Werten wurde jeweils der Nullwert abgezogen, der Mittelwert der Proben
nach Exklusion des minimalsten und maximalsten Wertes gebildet und dieser in Relation zur

erstellten Standardreihe gesetzt.
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3.9.3. Immunprazipitation

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Johanna Kuchenbecker, Universitat des

Saarlandes, 2011)

Die Methode wurde in dieser Arbeit zur Detektion von AB-Peptiden aus konditioniertem

Medium inkubierter Neuroblastom-Zellen verwendet.

Verwendete Puffer:

Tabelle 11 - Immunprazipitation - verwendete Waschpuffer

3. Material und Methoden

Waschpuffer A Waschpuffer B Waschpuffer C
Tris/HCI (pH 7,5) 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl 150 mM 500 mM -

NP-40 0,1% (v/v) 0,1% (v/v) -
Triton X-100 0,1% (v/v) 0,1% (v/v) -
EDTA 2 mM 2 mM -
Prinzip:

Die Immunpréazipitation (IP) dient der Anreicherung von Protein aus konditioniertem Zell-
kulturmedium oder Zelllysaten. Dies ist sinnvoll, wenn das zu untersuchende Protein nur in
sehr geringem Umfang von der entsprechenden Zelllinie bzw. vom entsprechenden Gewebe
exprimiert wird.

Ein spezifischer Antikdrper bindet mit seiner Fab-Region an das Protein und mit seiner Fc-
Region an Protein G. Das Protein G ist zusétzlich an Sepharose gekoppelt, welche aufgrund

ihres Gewichts die Anreicherung nach Zentrifugation ermdglicht.

Durchfuhrung:

Nach Durchfiihrung des BCA-Tests aus den Zelllysaten wurden die konditionierten Medien
auf den niedrigsten bestimmten Proteingehalt eingestellt. Das Endvolumen betrug 1 ml. In
jede Probe wurden 20 ul der Protein G-Sepharose und 5 pg/ml WO02-Antikorper gegeben. Der
Ansatz wurde (iber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopftaumler inkubiert. AnschlieRend wurden
die Proben 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, das tberstandige Medium vorsichtig abgesaugt
und anschlieRend die Immunprazipitate nacheinander mit Waschpuffer A, B und C gewaschen.
AbschlieBend wurden je 15 pl 3xProteinprobenpuffer (s. Kap. 3.9.4.) auf die Proben gegeben
und diese im Thermomixer 5 min bei 98 °C inkubiert. Dadurch l6sten sich die AB-Peptide von
der Protein G-Sepharose und konnten anschlieRend auf ein Proteingel aufgetragen werden.
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3.9.4. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Tatjana Rothhaar, Universitat des Saarlandes,
2013 basierend auf modifiziertem Protokoll nach SCHAGGER, VON JAGOW, 1987)

Verwendete Puffer:

3xProteinprobenpuffer: 187,5 mM Tris/HCI pH 6,8
6% (w/v) SDS
30% (v/v) Glycerin
15% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,03% (w/v) Bromphenolblau
in ddH,0

1xKathodenpuffer: 100 mM Tris
100 mM Tricine
1% (w/v) SDS
in ddH,0 — pH 8,25-8,5

Prinzip:

Bei dieser Methode werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Tragermedium dient Polyacrylamid, welches nach Auspolymerisierung zur
optimalen Auftrennung der Proteine beitragt. Die Proteine werden in Natrium-Dodecylsulfat
(engl.: Sodium dodecyl sulfate, SDS), einem negativ geladenen Detergens, aufgenommen,
welches die Proteine entfaltet und mit einer negativen Ladung versieht. Dabei ist die Menge
an proteingebundenem SDS ungefahr proportional zu dessen  MolekilgroRe.
S-Mercaptoethanol dient zur Spaltung von Disulfidbriicken und unterstutzt die Denaturierung
von Proteinkomplexen. Im anschlieBenden Gellauf wandern kleine Proteine am schnellsten,

wodurch eine Auftrennung entsprechend ihrer Grofize gelingt.

Durchfuhrung:

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte aus Zell-/Gewebelysaten,
konditionierten Medien sowie nach Immunprazipitation. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration der Lysate bzw. Medien wurden die Proben auf die gewinschte
Proteinkonzentration mittels entsprechenden Puffern angeglichen (s. Tabelle 12) und mit
3xProteinprobenpuffer versetzt. Abhangig von dem zu untersuchenden Protein, wurden die

Proben 5 min bei 98 °C im Thermomixer gekocht. Die AB-Prézipitate wurden mit 20 pl
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Proteinprobenpuffer versetzt und ebenfalls fiir 5 min bei 98 °C gekocht. Die Proben wurden
anschlieBend auf kommerziell erhaltliche 10-20% Tris/Tricin-Gele aufgetragen. Der
darauffolgende Gellauf, in einer speziellen Gelkammer geftllt mit 1xKathodenpuffer, fand bei
120 V und RT fur ca. 1-1,5 h statt.

Tabelle 12 - Proteinelektrophorese - verwendete Proteinkonzentration, Notwendigkeit des Aufkochens der
Proben

Protein Aufgetragene Aufkochen
Proteinmenge

AP IP aus konditioniertem X
Medium

APP 40-50 ug X

sAPPp Normiert auf geringste X

Proteinkonzentration

ADAM 10 40-50 pg -

ADAM 17 40-50 pg -

BACE1 40-50 pg -

Nicastrin 40-50 ug

IDE 40-50 pg X

3.9.5. Western-Blot-Analyse

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Tatjana Rothhaar, Universitat des Saarlandes,
2013)

Verwendete Puffer:

10xTransferpuffer: 250 mM Trizma Base
1,57 M Glycin
in ddH,0 — pH 8,3-8,7

1xTransferpuffer

mit Methanol und SDS: 1/10 10xTransferpuffer
20% (v/v) Methanol
0,025% (v/v) SDS

Prinzip:
Nach dem beschriebenen Gellauf wurden die negativ geladenen Proteine, durch das Anlegen
einer &uBeren Spannung, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (PROTRAN,

Porengrofe 0,45 bzw. 0,2 um (fiir AP - aufgrund seiner geringen Proteingrofie)). Die Proteine
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wandern entsprechend ihrer negativen Ladung zur Anode und bleiben dabei an der Membran
haften. Im weiteren Verlauf kénnen die Proteine mittels Primar- und HRP-gekoppelten

Sekundarantikorpern markiert und somit qualitativ und quantitativ nachgewiesen werden.

Durchfuhrung:

Im Anschluss an den Gellauf wurde das Tris/Tricin-Gel entnommen und auf die
Nitrozellulosemembran gelegt, die zuvor mit 1xTransferpuffer (ohne Methanol) befeuchtet
wurde. Nitrozellulosemembran und Gel wurden anschlieBend zwischen zwei befeuchtete
Schwdmme und drei befeuchtete Whatman-Papiere in eine Transferhalterung eingespannt.
Der Transfer erfolgte in einer Transferkammer bei 4 °C. In die Kammer wurde
IxTransferpuffer gefiillt und eine Stromstirke von 380 mA angelegt. Lediglich AR wurde,
aufgrund seiner geringen Grole, in einer speziellen Metallhalterung bei ebenfalls 380 mA
transferiert. Die Nitrozellulosemembran wurde so in der Transferhalterung eingespannt, dass
sich diese auf der Seite der Anode befand. Die Transferdauer richtete sich nach der Grol3e des
zu untersuchenden Proteins — je grofRer das Protein, desto langer wurde transferiert. GroRRere
Proteine wurden alternativ Gber Nacht mit einer Stromstdrke von 200 mA transferiert
(s.Tabelle 13).

Tabelle 13 - Western-Blot-Analyse - Protein-abhéngige Angabe der jeweiligen Transferdauer und der
Mdglichkeit des Transfers Uber Nacht

Protein Transferdauer Transfer Uber Nacht
maoglich
Ap 45min-1 h -
APP 3h X
sAPPp 3h X
ADAM 10 3h X
ADAM 17 3h X
BACE1 3h X
IDE 3h X
Nicastrin 3h X
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3.9.6. Proteinnachweis mittels ECL- (,,enhanced chemo-luminescence*) Methode

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Johanna Kuchenbecker, Universitat des
Saarlandes, 2011 basierend auf modifiziertem Protokoll des Amersham ECL-Detection Kit
und IDA et al., 1996)

Verwendete Puffer:

IXTBST: 10 mM Tris/HCI pH 8
150 mM NaCl
0,2% (v/v) Tween-20

Prinzip:

Die ECL-Methode ermdglicht die Detektion der auf der Nitrozellulosemembran
immobilisierten Proteine. An die Proteine wird zundchst ein spezifischer Antikorper
gebunden. AnschlieBend wird dieser mit einem Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradish
peroxidase (HRP-)) gekoppelten Sekundarantikérper markiert. Die Meerrettich-Peroxidase ist
in der Lage Luminol zu oxidieren. Das entstehende Produkt emittiert Licht, welches mit Hilfe
eines speziellen Films detektiert werden kann. Die Lichtintensitét ist direkt proportional zur

Proteinmenge.

Durchfuhrung:

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran in einer Blocklosung (10% (w/v)
Magermilchpulver (MP) in 1xPBS (s. Kap. 3.7.1.) oder 1xTBST) bei 4 °C Uber Nacht
inkubiert. Alle Membranen mit Proteinen, die anschlieBend mit dem WO02-Antikdper
detektiert wurden, wurden zuvor fur 5 min in 1x PBS gekocht. Dies erleichtert die spatere
Zuganglichkeit des Antikorpers zu dessen Epitop. Nach dem Blockvorgang, welcher die
unspezifische Bindung des Primarantikorpers verringert, wurde die Membran dreimalig je
5 min mit entsprechendem Puffer (1xPBS oder 1xTBST) gewaschen und anschlieBend fiir
1% h mit dem spezifischen Primarantikdrper inkubiert. Nach erneutem Waschen des Blots
wurde dieser mit dem Spezies-geeigneten  Meerrettich-Peroxidase- gekoppelten
Sekundarantikdrper fir 1 h inkubiert. Die AK-Konzentrationen, -Spezies sowie die -Puffer
sind Tabelle 14 zu entnehmen. Abschlieend wurde die Membran nochmals gewaschen, mit
ECL-Losung 1 und ECL-L6sung 2 im Verhaltnis 1:1 beschichtet und zwischen zwei
Fotokopierfolien gelegt. Die durch die beiden ECL-L6sungen gestartete Lichtemission konnte

in der Dunkelkammer mit Hilfe von ECL-Hyperfilmen detektiert und die Banden
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darauffolgend im Entwicklerbad sichtbar gemacht werden. Die Banden wurden mit der

Software ,,Image Gauge V3.45“ ausgewertet.

Tabelle 14 - Verwendete Priméar- und Sekundarantikérper

Konzentration und des verwendeten Puffers

mit jeweiliger Angabe der eingesetzten

Protein/Antigen Primar-AK | Konzentration/ | Sekundar-AK | Konzentration/
[Firma] Puffer [Firma] Puffer
AP w02 1 pg/ml Anti-mouse 1:5000/
APP [1% MP (w/v) in | [Dako] PBS
PBS]
SAPPB Anti-sAPPB | 1:200 Anti-rabbit 1:10000/
[MyBio [5% MP (w/v) in | [Promega] 5% MP (w/v) in
Source] PBS] PBS
ADAM 10 Anti- 1:2000 Anti-rabbit 1:10000/
ADAM10 [1% MP (w/v) in | [Promega] 5% MP (w/v) in
[Merck] PBS] PBS
ADAM 17 Anti- 1:5000 Anti-rabbit 1:10000/
ADAM17 [5% MP (w/v) in | [Promega] 5% MP (w/v) in
[Abcam] PBS] PBS
BACE1l Anti-BACE1 | 1:1000 Anti-rabbit 1:10000/
[Merck] [5% MP (w/v) in | [Promega] 5% MP (w/v) in
PBS] PBS
IDE Anti-IDE 1:2000 Anti-rabbit 1:5000/
[Calbiochem] | [5% MP (w/v) in | [Promega] 5% MP (w/v) in
TBST] TBST
Nicastrin Anti- 1:500 Anti-rabbit 1:10000/
Nicastrin [5% MP (w/v) in | [Promega] 5% MP (w/v) in
[S. Aldrich] | TBST] PBS
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3.9.7. Bestimmung von A4 und AB4, aus Maushirnen

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Verena Burg, Universitat des Saarlandes, 2014
und BURG et al., 2013 basierend auf modifiziertem Herstellerprotokoll Mouse Afa0, APz
ELISA Kit, Invitrogen)

Verwendete Puffer:

2xLysepuffer: 100 mM Tris/HCI pH 7,4
2% (v/v) NP-40
0,5% (w/v) Natrium-Desoxycholat
300 mM NacCl
2mM EDTA
2xProtease-Inhibitor-Cocktail mit AEBSF (Calbiochem)

200 pl der in Saccharosepuffer (ohne EDTA) homogenisierten Proben wurden in dem oben
aufgefuhrten 2xLysepuffer im Verhéltnis 1:2 nachlysiert. Nach der Inkubation von 15 min bei
4 °C wurden die Proben fiir 10 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in 150 pl 1xLysepuffer mittels 24G-Kanile resuspendiert und die
Proben anschlieBend fur 90 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fir 20 min
bei 13.000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand, mit dem gelosten AP, in ein neues
Reaktionsgefal Uberfihrt. Die Proteinmenge wurde bestimmt, die Proben auf eine
Proteinkonzentration von 4,5 mg/ml angeglichen und anschlieRend 1:2 im Standard
Verdunnungspuffer verdinnt. Von den Verdinnungen wurden 100 pl pro Vertiefung der
Mikrotiterplatte eingesetzt, sodass die finale Proteinmenge pro Vertiefung 225 ug betrug. Als
Blank wurden 100 pl des Standard-Verdinnungspuffers und als Standard 100 pl eines
100 pg/ml konzentrierten, synthetischen Peptids auf die Platte gegeben.

Die Proben wurden bei RT fur 2 h unter Schitteln auf der abgedeckten Mikrotiterplatte
inkubiert. Danach wurde die Platte viermal je 30 s mit 200 pl des im Kit enthaltenen
Waschpuffers gewaschen und zwischen den Waschschritten jeweils ausgeklopft.
AnschlieBend wurden 100 pl des AB40- bzw. Afs-Detektionsantikdrpers fir 1 h bei RT auf
der Platte inkubiert. Die Platte wurde erneut wie beschrieben gewaschen und im Folgenden
fur 30 min mit 100 pl des Meerrettichperoxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen-1gG-
Antikorper inkubiert. Nach einem abschlieBenden Waschschritt wurden 100 pl des
Chromogens auf die Platte pipettiert und diese nochmals fiir 20 min lichtgeschiitzt inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Stopplésung beendet und die Proben bei einer
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Wellenldnge von 450 nm im Spektralphotometer gemessen.
VVon den erhaltenen Messwerten wurde der Blank-Wert abgezogen und die zu untersuchende
APBao- und AB4p-Konzentration anhand des Standards bestimmit.

3.9.8. Bestimmung der AB4o-Gesamtdegradation

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Janine Mett, Universitat des Saarlandes, 2017
und GRIMM et. al, 2017 basierend auf modifiziertem Protokoll nach SUN et al., 2005)

Prinzip:

Der Versuchsaufbau diente der Beurteilung der Aps-Degradation nach Kurzzeit- bzw.
Langzeitinkubation von N2a-Zellen mit 25(OH)D3 (s. Kap. 3.7.4.). Es wurde synthetisches
Apso, entsprechend der humanen Aminoséuresequenz, verwendet, welches vom WO02-
Antikorper detektiert werden kann. Das wéhrend der Inkubationsphase entstehende endogene
AP hatte, aufgrund des murinen Ursprungs der NZ2a-Zellen, keinen Einfluss auf das
Gesamtsignal. Spezifische Enzyminhibitoren wurden nicht verwendet. Die Ergebnisse
spiegeln somit die Gesamtaktivitdtsanderung aller Ap-degradierenden Enzyme unter

25(0OH)D3-Einfluss wider, ohne eine Aussage Uber einzelne Enzyme zuzulassen.
Durchfihrung:

Inkubationsansatz: 200 pl Kulturmedium

0,5 pg/ml synthetisches APao
+ 100 nM 25(0OH)D3

Die AB-Gesamtdegradation wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl in vitro (auf N2a-
Zellen) als auch ex vivo (aus Maushirnhomogenaten) untersucht. Zunachst soll das VVorgehen
in vitro dargelegt werden:

Ausgehend von einer konfluenten 10 cm Zellkulturschale, wurden die N2a-Zellen auf eine
24-Loch-Platte umgesetzt. Die Zellen wurden mittels Trypsin abgeldst und in 10% FBS-
haltiges Kulturmedium aufgenommen. Die langzeitinkubierten Zellen wurden im
entsprechenden Kontroll- bzw. 25(OH)D3-haltigen Medium resuspendiert und vereinzelt. Die
Zellsuspension wurde mittels Multi-Step-Pipette in jede Vertiefung der 24-Loch-Platte
gegeben, die Zellen fir 24 h kultiviert und anschlieBend fur 10 bzw. 18 h im Kulturmedium
+100nM 25(OH)D3 vorinkubiert. Nach Entfernen des Mediums wurden je 200 pl des
Inkubationsansatzes (s.0) auf die Zellen gegeben. Das Medium wurde fiir 6 h auf den Zellen
belassen. Abschlieend wurde das Medium abgenommen und in 1,5 ml ReaktionsgefaRe
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uberfuhrt. Die Zellen wurden in 200 pl Lysepuffer abgeldst und der Proteingehalt pro
Vertiefung bestimmt, um die Homogenitat der Vertiefungen untereinander zu Uberprifen. Die
verbleibende AB-Menge wurde mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. Dazu wurden je 12
ul des Inkubationsmediums + 6 pl 3xProteinprobenpuffer auf ein Gel aufgetragen. Die ApB-
Degradation  wurde  rechnerisch  durch  Bildung des Kehrwertes ermittelt.
Ex vivo wurden 50 pg der Maushirnhomogenate fiir 15 min mit 100 nM 25(OH)D3 inkubiert.
Die Kontroll-Maushirnhomogenate wurden mit der entsprechenden Menge Ethanol behandelt.
Zu den jeweiligen Ansatzen wurde zur Erhdhung der Spezifitdt je 1 uM B-Sekretase- und
20 uM vy-Sekretase-Inhibitor gegeben. Anschliefend wurden die behandelten Homogenate flr
1 h mit 1 pg/ml ABs inkubiert. Die verbleibende ABso-Menge wurde wie oben beschrieben

bestimmt.

3.9.9. Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Verena Burg, Universitat des Saarlandes, 2014
und ROTHHAAR et al., 2012)

Die Enzymaktivitat der a-,8- und y-Sekretase wurde in verschiedenen Systemen und mit
unterschiedlicher Fragestellung fluorometrisch mit Hilfe intern gequenchter (engl.: to quench
— l6schen, abfangen) Peptidsubstrate, welche spezifische Schnittstellen der jeweiligen
Sekretase aufweisen, untersucht. Intern gequenchte Peptide tragen an entgegengesetzten
Enden einen Fluoreszenzdonor und einen Fluoreszenzakzeptor. Bei intaktem Substrat wird die
Emission des Donors durch den Akzeptor nahezu vollstandig absorbiert. Kommt es hingegen
zur Spaltung des Substrats und somit zur rdumlichen Dissoziation, wird das Quenching
aufgehoben und das Signal kann detektiert werden.

Folgendes wurde untersucht:

- Es wurden postnukleare Fraktionen (PNFs) aus Gehirnen von Vitamin D-defizienten und
Kontroll-Mausen erstellt und hieraus die ex vivo Aktivitaten aller drei Sekretasen bestimmt
- SH-SY5Y-Zellen wurden fur 24 h mit 25(OH)D3 inkubiert und anschliellend die Aktivitat

auf lebenden Zellen bestimmt

Diesen Versuchsaufbauten ist gemeinsam, dass sie den Gesamteinfluss von Vitamin D auf die
Aktivitat der Prozessierungsenzyme widerspiegeln. Es kann nicht zwischen einem direkten
oder einem indirekten Einfluss unterschieden werden.

Unter dem direkten Einfluss ist die direkte inhibitorische oder stimulierende Wirkung des

Vitamin D-Molekdls auf das Enzym zu verstehen, wohingegen sich der indirekte Einfluss auf
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Vitamin D-abhangigen Transkriptions-, Translations- und Modifikations-Effekte der

Sekretasen bezieht.

In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich der direkte Einfluss von 25(OH)D3 auf die
B-Sekretase im ex vivo und in vitro Modell untersucht. Hierzu wurden die praparierten PNFs
zusétzlich mit 100 nM 25(OH)D3 inkubiert.

Verwendete Puffer:

Saccharosepuffer ohne EDTA: 10 mM Tris/HCI pH 7,4
200 mM Saccharose
in ddH,O

Saccharosepuffer mit EDTA: 10 mM Tris/HCI pH 7,4
1 mM EDTA pH 8,0
200 mM Saccharose
in ddH,O

Alpha-Assay-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,4
200 mM Saccharose
5 UM MgCl,
5 UM ZnCl,
1x Complete (EDTA-frei)
1 uM B-Sekretase Inhibitor
1,46 UM Pepstatin A
pH 7,5 mit HCI einstellen

3.9.9.1. Herstellung von postnuklearen Fraktionen (PNFs)
(Durchfiihrung entsprechend GRIMM et al., 2011)

Die im flussigen Stickstoff tiefgefrorenen Maushirnhemisphéren wurden in einem
Potterréhrchen mit 1 ml Saccharosepuffer ohne EDTA auf Eis aufgetaut. Die Proben wurden
gemal 3.9.1.1. mechanisch aufgeschlossen und die Homogenate in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal berfihrt. Der Proteingehalt wurde bestimmt und die Proben in einem neuen
Reaktionsgefa auf die gewinschte Proteinkonzentration (s. Tabelle 15) eingestellt. Das
Endvolumen betrug jeweils 1100-1200 ul. Die Ansétze wurden 10 min bei 900 g und 4 °C
zentrifugiert. 1000 pl des Uberstands wurden abgenommen, in ein (Ultrazentrifugen-)

ReaktionsgefaR tberfiihrt und bei -80 °C gelagert.
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3.9.9.2. In vitro Inkubation von 25(OH)D3 mit Maushirn-PNFs

(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit, modifiziert nach ROTHHAAR et al.,
2012)

Diese Methode dient der Untersuchung des direkten Einflusses (s.0.) von 25(0OH)D3 auf die
Enzymaktivitat. In dieser Arbeit wurde dies ausschlieBlich in Bezug auf die p-Sekretase-
Aktivitat untersucht. Die verwendete Inkubationskonzentration betrug 100 nM, da dies der
physiologischen, entsprechend internationalen Empfehlungen als ausreichend geltenden
25(0OH)D3-Serumkonzentration entspricht (vgl. Kap. 2.6.).

Das Vorgehen entsprach hierbei der oben genannten Publikation. Es wurde jedoch erstmalig

Calcidiol verwendet.
Durchfihrung:

Die PNFs aus murinen Hirnproben wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 100 nM
25(0OH)D3 bzw. der aquivalenten Ethanolmenge zu den Kontrollen wurden die Proben flr
15 min bei 4 °C unter Schitteln mit 800 rpm inkubiert. Hierdurch konnte das 25(OH)D3-
Molekdl potentiell in die Membran inkorporiert werden bzw. mit regulatorischen Doméanen
von BACEL1 interagieren. Abschliefend wurden 950 pl der Proben in Ultrazentrifugen-

ReaktionsgefaRe tUberfiihrt. Das weitere VVorgehen entsprach dem folgenden Kapitel 3.9.9.3..

3.9.9.3. Membranpréaparation aus PNFs

(Durchfiihrung entsprechend Dissertation Dr. Verena Burg, Universitat des Saarlandes, 2014
und GRIMM et al., 2011)

Die Membranpraparationen unterschieden sich, abhéngig von der zu untersuchenden
Sekretase-Aktivitat, in  der  eingesetzten Proteinkonzentration ~ sowie  den
Resolubilisierungsvolumina. Siehe dazu Tabelle 15:

Tabelle 15 - Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten — verwendete Proteinkonzentrationen der PNFs und
Resolubilisierungsvolumina

PNF Sekretase Proteinkonzentration Resolubilisierungs-
der PNFs volumen [Puffer]
Maushirne a-Sekretase 1 mg/ml 1000 pl [Alpha-Puffer]
B-Sekretase 2 mg/ml 600 pl [SP onhe EDTA]
y-Sekretase 2 mg/ml 600 pl [SP onhe EDTA]
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Durchfihrung:

Die Proben wurden mit Hilfe einer Grammwaage tariert. Anschlieend wurden die Ansatze
fiir 75 min bei 4 °C und 55.000 rpm in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, die Membranpellets im entsprechenden Assaypuffer (s. Tabelle 15) aufgenommen
und resolubilisiert. Dazu wurden die Pellets nacheinander je 10 mal mit einer 23G-, 27G- und
29G-Kanule vereinzelt. Die so aufbereiteten Membranen wurden auf die Assay-Platte
pipettiert und die Enzymaktivitat anschlieBend fluorometrisch bestimmt (s. Kap. 3.9.9.4).

3.9.9.4. Messung der Sekretase-Aktivitaten nach Membranpréaparation

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Tatjana Rothhaar, Universitat des Saarlandes,
2013)

Zur Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten wurden je 100 pl der Membranpraparationen als
Dreifachbestimmung auf eine lichtundurchldssige 96-Loch-Platte pipettiert. Bei der
Bestimmung der B-Sekretase-Aktivitdt wurde die Probe 1:1 mit saurem 1xPBS (pH 4,5)

verdiinnt. Die entsprechenden eingesetzten Proteinmengen kdnnen

Tabelle 16 entnommen werden. Nach Zugabe der jeweiligen in DMSO verdunnten Substrate
wurde deren Umsetzung kontinuierlich im Fluorometer gemessen. Die eingesetzten
Konzentrationen, die Extinktions- und Emissions-Frequenzen sowie deren Bandbreiten sind

Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 16 - Bestimmung der Sekretase-Aktivitdten - eingesetzte Proteinkonzentration

Sekretase Proteinkonzentration
a-Sekretase 100 pg/Loch
B-Sekretase 250 pg/Loch
y-Sekretase 250 pg/Loch
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Tabelle 17 - Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten — eingesetzte Substrat-Konzentrationen, Extiktions-
und Emissions-Wellenlangen

Substrat Eingesetzte Ext.-Wellenlange | Emissions-
[Firma] Konzentration [uM] | [nm] Wellenlange [nm]
a-Sekretase-Substrat 11

: 3 340+ 10 490 + 10
[Calbiochem, 565767]
B-Sekretase-Substrat 1V

: 20 345+5 500+ 5
[Calbiochem, 565758]
y-Substrat 6,25 355 + 10 440 + 10

[Calbiochem, 565764]

3.9.9.5. Messung der Sekretase-Aktivitaten auf lebenden Zellen
(Durchfuhrung entsprechend GRIMM et al., 2013b und GRIMM et al., 2016a)

Verwendete Puffer/Lésung:
Assay-Puffer: 140 mM NaCl
5 mM KClI
8 mM CacCl,
1 mM MgCl,
20 mM HEPES, pH 7,4

Durchfihrung:

Fur die Messung der Sekretase-Aktivitaten auf lebenden Zellen wurden SH-SY5Y Wildtyp-
Zellen wie unter 3.7.1. beschrieben kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden diese
auf eine 96-Loch-Platte umgesetzt und erneut fir mindestens 24 h kultiviert. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation mit 25(OH)D3 wie unter 3.7.4. beschrieben. VVor der Messung wurden
die Zellen zweifach mit dem Assay-Puffer gewaschen. Abschlieend wurden 100 pl
(o-Sekretase) bzw. 50 pl (B- und y-Sekretase) des Assay-Puffers auf die Zellen gegeben, die in
Tabelle 17 aufgefiihrte Menge an Substrat hinzugefligt und die Proben bei den

entsprechenden Extinktions- und Emissionswellenléangen (s. Tabelle 17) vermessen.
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3.9.10. Messung der Neprilysin-Aktivitat

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Janine Mett, Universitat des Saarlandes, 2017
basierend auf modifiziertem Protokoll nach MINERS et al., 2008c¢)

In dieser Arbeit wurde die Neprilysin-Aktivitat aus Maushirnen und langzeitinkubierten N2a-

Zellen bestimmt.

Verwendete Puffer/Antikdrper/Substrat:

Assaypuffer: 100 mM Tris/HCI pH 7,0
50 mM NaCl
10 uM ZnCl;
1xComplete-Protease-Inhibitor ohne EDTA
Inhibitoren (B-Sekretase-Inhibitor 1l (1 pM); vy-Sekretase-
Inhibitor IV (25 uM); Bacitracin (10 puM))

Waschpuffer: 0,05% Tween20 in 1xPBS
Blocklosung: 10% BSA (Fettsaure frei) in 1XPBS
Lysepuffer: 0,5% Triton X-100

10% Saccharose
20 mM Tris pH 7,4

Antikorper: anti-NEP-AK (1,6 pg/ml in 1xPBS), R&D Systems
Substrat: Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH (2 mM in DMSO), R&D Systems
Durchfuhrung:

Eine MaxiSorp-96-Loch-Platte wurde mit dem oben beschriebenen Antikorper beschichtet.
Pro Vertiefung wurden 100 pl des obigen Antikérperansatzes eingesetzt. Die Platte wurde
abgeklebt, 10 min schuttelnd bei RT sowie weitere 24 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend
wurde die Platte 6 mal 1 min mit 200 pl Waschpuffer gewaschen und nach den
Waschschritten ausgeklopft. Zum Blocken unspezifischer Bindungen wurde 10% BSA
(Fettsaure-frei) in 1xPBS verwendet. Je 125 ul der Blocklésung wurden pro Vertiefung fur 3 h
bei RT und unter Schiitteln inkubiert und anschlielend, wie oben beschrieben, gewaschen.
Wahrend des Blockvorgangs wurden die Proben vorbereitet: Dazu wurden sie in dem oben
beschriebenen Lysepuffer aufgeschlossen und anschlieBend mit 1xPBS auf eine

Proteinkonzentration von 1,25 pg/pl verdinnt. 100 pl jeder Probe wurden pro Vertiefung
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eingesetzt und die Platte fir 1,5 h bei RT unter Schutteln inkubiert. Nach einem
abschlieBenden Waschschritt wurden 100 pl des Assaypuffers in jede Vertiefung pipettiert
und dieser nochmals fir 30 min inkubiert. Nach Zugabe von 1 pl des zuvor 1:4 in DMSO
verdunnten Substrats (finale Konzentration 5 uM) wurde die Neprilysin-Aktivitat bei einer

Extinktion von 320 nm und einer Emission von 405 nm fluorometrisch gemessen.

3.9.11. Messung der IDE-Aktivitat

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Janine Mett, Universitat des Saarlandes, 2017
basierend auf modifiziertem Protokoll nach MINERS et al., 2008b)

Die Messung der IDE-Aktivitat erfolgte in dieser Arbeit ausschliellich aus
Maushirnhomogenaten. Die Methode wurde aufgrund ihrer hheren Sensitivitat im Vergleich
zur Western-Blot-Analyse ausgewahlt, da die IDE-Expression im Mausgehirn wesentlich
geringer ist, als in N2a-Zellen.

Die Methode beruht, entsprechend der NEP-Aktivitdatsmessung (s. Kap. 3.9.10.), auf einer
Isolation des Enzyms aus dem Homogenat durch Inkubation auf einer IDE-Antikorper
beschichteten 96-Loch-Platte. Ergdnzend zu MINERS et al. wurden zusétzliche Blockschritte
durchgefuhrt und dem Assaypuffer die unten aufgefiihrten Inhibitoren hinzugefugt, um die

Spezifitat zu erhohen.

Verwendete Puffer:

2xLysepuffer: 1% Triton X-100
40 mM TrispH 7,4
20% Saccharose

Blockl6sung: 10% BSA (Fettsaure frei) in 1XPBS
Waschpuffer: 0,05% Tween20 in 1xPBS
Assaypuffer: 50 mM Tris pH 7,0

1 M NaCl

10 uM MgCl,

in ddH,0
Inhibitoren: 1 uM B-Sekretase-Inhibitor 11

25 uM vy-Sekretase-Inhibitor IV
1xComplete-Protease-Inhibitor ohne EDTA
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Antikorper: Anti-IDE/Insulysin  Rabbit antibody (5 pg/ml in 1xPBS),
ST1120 Calbiochem

Substrat: Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH (2 mM in DMSO), R&D Systems

Durchfuhrung:

100 pl des oben aufgefiihrten IDE-Antikorpers wurden in einer Konzentration von 5 pg/ml in
1xPBS in jede Vertiefung der 96-Loch-Platte gegeben. Es erfolgte eine Inkubation tber 24 h
bei RT. Die Platte wurde finfmal mit dem Waschpuffer gewaschen und anschliefend 125 pl
der Blocklésung in jede Vertiefung gegeben. Die Blockldsung wurde fur 2 h bei RT und unter
Schitteln (150 U/min) inkubiert. Wahrenddessen wurden die Maushirnhemispharen in ddH,O
homogenisiert und anschlieBend in dem oben angegeben 2xLysepuffer Uber 60 min
nachlysiert. Die Proben wurden mit dem Waschpuffer auf eine Proteinkonzentration von
0,5 ug/ul. 100 pl jeder Probe wurden nach dreimaligem Waschen der Platte in jede
Vertiefung pipettiert und fur 1 h bei 20°C und unter Schitteln inkubiert. Die 96-Loch-Platte
wurde anschlieBend flinfmal gewaschen und 150 pl des Assaypuffers (inklusive Inhibitoren)
in jede Vertiefung gegeben. Es erfolgte eine weitere 30 mindtige Inkubation bei RT und
Schitteln. In einer Konzentration von 10 uM pro Vertiefung wurde das oben aufgefiihrte
Substrat hinzugegeben und die Umsetzung kontinuierlich bei einer Extinktion von 320 nm

und einer Emission von 405 nm gemessen.
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3.9.12. Spezifitat der verwendeten Enzymaktivitatsmessungen

Tabelle 18 gibt die Spezifitat der jeweiligen Enzymaktivitdtsmessung und die entsprechende

Quelle an.

Tabelle 18 - Spezifitat der einzelnen Enzymaktivitatsmessungen

Enzym Spezifitat Quelle
a-Sekretase [Membranprap.] ~ 80% (ROTHHAAR et al., 2012)
[-Sekretase [Membranprap.] ~90% (BURG etal., 2013)
v-Sekretase [Membranprép.] 80-90% (BURG et al., 2013; GRIMM
etal., 2014)
a-Sekretase [lebende Zellen] 80% (GRIMM et al., 2013b)
B-Sekretase [lebende Zellen] ~70% Dissertation Frau Dr. Tatjana
Rothhaar
(GRIMM et al., 2015)
v-Sekretase [lebende Zellen] ~ 70-80% Dissertation Frau Dr. Tatjana
Rothhaar
(GRIMM et al., 2015)
Neprilysin ~ 80% (GRIMM et al., 2015)
IDE 60% Dissertation Frau Dr. Janine

Mett
(GRIMM et al., 2015)
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3.10. Lipidanalytische Arbeiten

3.10.1. 25-OH-VitaminD-ELISA

(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Kooperation mit Dr. Janine Mett;
modifiziert nach Herstellerprotokoll 25-OH-VitaminD-ELISA, Euroimmun)

Die quantitative Bestimmung der 25(OH)D3-Spiegel wurde unter Verwendung eines
kommerziell  erhdltlichen  25-OH-VitaminD-ELISA  Kits  (25-OH-VitaminD-ELISA,
Euroimmun) durchgefiihrt. Laut Herstellerangaben ist hiermit die Bestimmung aus Serum
und/oder Plasma mdglich. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte in Kooperation mit Dr. Janine

Mett die Etablierung der Messung aus N2a-Zellkulturen und Maushirnhomogenaten.

Prinzip:

Das 25(OH)D3 bindet an die, an der Mikrotiterplatte fixierten, Anti-25(OH)D3-Antikorper.
Dabei werden umso mehr Antikorper-Bindungsstellen besetzt, desto hoher die Calcidiol-
Konzentration in der entsprechenden Probe ist. Das im zweiten Inkubationsschritt
dazugegebene Enzymkonjugat, bestehend aus einer an 25(OH)D3 gekoppelten Peroxidase,
bindet an die freien Fab-Regionen der Antikorper. Somit besteht ein reziprokes Verhéltnis

zwischen der 25(OH)D3 Probenkonzentration und der Intensitat des Farbumschlages.

Durchfuhrung:

Aus N2a-Zellen

Die verwendeten N2a-Zellen wurden in 1xPBS mechanisch aufgeschlossen (s. Kap. 3.9.1.1.),
die Proteinmenge bestimmt und alle Proben auf eine Konzentration von 6 pg/pl in einem
Endvolumen von 100 pl eingestellt. Die verwendete Proteinkonzentration entsprach ca. 1/10
der EiweiRR-Serumkonzentration (ca. 60 pg/ul). Im Rahmen der Etablierungsarbeit hatte sich
gezeigt, dass eine hohere Proteinkonzentration der Homogenate mit einer geringeren
Sensitivitat bzw. verringerten Linearitdt der Vitamin D-Bestimmung einherging. Es wurde
sich fur einen mechanischen Zellaufschluss entschieden, um stérende Effekte des Lysepuffers
(s. Kap. 3.9.1.2.) auf das verwendete ELISA Kit auszuschlielen. Das weitere Vorgehen
entsprach dem Herstellerprotokoll. Zu jedem Ansatz wurden 160 pl der 1:10 angesetzten
Biotinlosung gegeben. Die Reaktionsansdtze wurden fiir 10 min bei RT inkubiert. Neben den
zu untersuchenden Proben, wurden jeweils ein Standard von 60 ng/ml und eine
Negativkontrolle analog zu den Homogenaten inkubiert.

Je 200 pl der Ansatze wurden in die Vertiefungen der Antikorper-beschichteten

Mikrotiterplatte gegeben und diese fir 2 h unter Schitteln inkubiert. Anschlielend wurde die
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Platte dreimal 60 Sekunden mit 300 pl Waschpuffer gewaschen und nach jedem Mal
trockengeklopft. Nach vollstdndigem Entfernen des Waschpuffers wurden 100 pl des
Enzymkonjugats in jede Vertiefung gegeben und die Mikrotiterplatte erneut fur 30 min
geschuttelt. Der anschlielende Waschschritt erfolgte analog zum oben genannten.
AbschlieBend wurden 100 pl der Chromogen/Substrat-Losung in jedes Loch der Platte
gegeben. Die darauffolgende Reaktion wurde nach 15 mindtiger Inkubation unter Schitteln
mittels Stoppldsung angehalten und die Proben bei 450 nm im Spektralphotometer gemessen.

Aus Maushirnhomogenaten

Da die 25(0OH)D3-Konzentration in den Maushirnhomogenaten sehr gering ist (s. Kap. 5.1.),
wurde das 25(OH)D3 mit Hilfe einer Lipidextraktion modifiziert nach Bligh und Dyer
angereichert (s. Kap. 3.10.2.). Wéhrend der Lipidextraktion wurde die Phase mit den polaren
Nukleinsduren, Zuckern und Proteinen verworfen, welche die 25(OH)D3-Detektion durch
Blockierung des Epitops gestort hatten. Des Weiteren wurde das DBP denaturiert, welches
einen Grofiteil des Vitamin Ds bindet, sodass das freigesetzte 25(OH)D3 ebenfalls in der
lipophilen Phase detektiert werden konnte. Die extrahierten Lipide wurden nach Abdampfen
des Losungsmittels in 400 ul Ethanol resuspendiert. Es zeigte sich, dass Ethanol keinen
storenden Einfluss auf die ELISA-Messung hatte. Je 30 ul der Lipidlésung wurden zu 70 pl
1xPBS in ein Reaktionsgefal? uberfuhrt. Ausgehend von diesem 100 pl Ansatz wurde nach
Zugabe von 160 pl der verdunnten Biotinlosung in gleicher Weise verfahren, wie oben

beschrieben.

3.10.2. Lipidextraktion aus Maushirnhomogenaten

(Durchfuhrung entsprechend Dissertation Dr. Benjamin Hundsdorfer, Universitat des
Saarlandes, 2014 basierend auf modifiziertem Protokoll nach BLIGH und DYER, 1959)

Prinzip:

In dieser Arbeit wurde die Lipidextraktion zur Isolierung und Konzentrierung von 25(0OH)D3
aus Maushirnhomogenaten verwendet. Das Prinzip der Methode beruht auf der Léslichkeit
verschiedener Stoffe in bestimmten Losungsmitteln. Lipide, wie beispielsweise die
Secosteroide, sind aufgrund ihrer langen Kohlenwasserstoffketten unpolarer als viele andere
Zellbausteine und l6sen sich dadurch gut in Chloroform. Zucker, DNS und Proteine hingegen

reichern sich in der polaren Methanol-haltigen Phase an, wodurch eine klare Trennung
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garantiert wird. Zwischen beiden Phasen befindet sich die Interphase, welche Zelltrimmer

und denaturierte Proteine enthalt.

Durchfuhrung:

Die Maushirnhemispharen wurden in ddH,O homogenisiert und der Proteingehalt der
Homogenate ermittelt. Die Proben wurden in verschlieBbaren 10 ml Glasréhrchen durch
Zugabe von ddH,O auf eine Proteinmenge von 5 mg, bei einem Endvolumen von 1 ml
eingestelit. Zu den jeweiligen Ansatzen wurden 3,75 ml eines
Chloroform/Methanol/Salzséure (37%) Gemisch im Verhatnis 5/10/0,075 hinzugegeben und
diese fur 1 h auf einem Schiittler (Multi Reax, Firma Heidolph) durchmischt. Nach weiterer
Zugabe von je 1 ml Chloroform und Wasser wurden die Proben erneut 15 min geschuttelt und
anschlieBend fur 10 min bei 4700 rpm und RT zentrifugiert. Die dabei entstandene oberste
Phase wurde abgenommen, die Interphase mit einer neuen Spitze durchstochen und die
untere, lipidhaltige Phase aufgezogen und in ein neues Glasréhrchen Gberfihrt. Im Anschluss
wurde das Procedere mit der lipidhaltigen Phase erneut durchlaufen, um die Anséatze weiter
aufzureinigen. Zuletzt wurde das Losungsmittel unter einem gleichmafigen Stickstoffstrom
abgedampft und die erhaltenen Lipide in Ethanol resuspendiert.

3.11. Statistische Datenauswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung von Microsoft Excel
und/oder SPSS Statistics 22.0.

Eine Uberprifung der Normalverteilung erfolgte mittels Shapiro-Wilk-Test. Die statistische
Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-test bestimmt.
p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001).

Alle quantifizierten Daten entsprechen dem Mittelwert von mindestens drei unabhangigen

Experimenten. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung dar.
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4. Ergebnisse

4.1. Auswirkung eines Vitamin D-Mangels auf die zerebrale Ap-Konzentration
4.1.1. Futterung weiblicher Wildtypmause mit Vitamin D-freiem Futter

In vivo wurde der Einfluss eines reduzierten Vitamin D-Spiegels auf die Ap-Pathologie
untersucht. Hierzu wurden sechs Wochen alte, weibliche C57BL/6 Wildtypmé&use (Charles
River, Sulzfeld, Germany) untersucht. Es wurden weibliche Méuse verwendet, da kognitive
Funktionseinschrankungen unter Vitamin D-Defizienz v.a. bei Frauen beschrieben wurden
(ANNWEILER et al., 2010; SEAMANS et al., 2010). Die Mé&use wurden fur vier bis sechs
Monate ad libitum mit Vitamin-D-defizientem Futter der Firma Altromin gefuttert. Die
Kontrollgruppe erhielt wahrend dieser Zeit ein Vitamin D-haltiges Futter. Der
Futterungsversuch wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Christian Herr, AG Bals durchgefihrt.
Der Vitamin D-Gehalt der Kontrolldiat Altromin C1000 betrug 500 I.E./kg, wohingegen das
Vitamin D-arme Futter Altromin C1017 kein Vitamin D enthielt. Eine internationale Einheit
(LLE.) entspricht dabei 0,025 pg Vitamin D. Beide Futtermittel waren isokalorisch und
identisch in ihrem Protein-, Kohlenhydrat-, Ballaststoff- und Mineral-Gehalt. Ausgehend von
einer taglichen Nahrungsaufnahme pro Maus von ca. 3 g Futter entspricht dies 1,5 I.E./Tag.
Bei einem Gewicht der Mduse von ca. 30 g wére dies eine Aufnahme von 50 I.E/kg. Aktuelle
Empfehlungen zur Vitamin D-Substitution bei Patienten, die gefahrdet sind einen Vitamin D-
Mangel zu entwickeln, sehen eine tagliche Aufnahme von 1500-2000 I.E./Tag als ausreichend
an (HOLICK et al., 2011). Normiert man dies wiederum auf ein Gewicht von ca. 80 kg
entspricht dies 25 L.E./Tag. Dies zeigt, dass durch die Fitterung eine ausreichende
Substitution gewahrleistet war und diese anndhrend der humanen Situation entsprach.

Ziel des Fitterungsversuches war es einen geringen bis moderaten Vitamin D-Mangel der
Wildtypméuse unter experimentellen Bedingungen zu generieren. Dies ldsst zum einen
Ruckschliisse auf die Auswirkung eines nur geringen Vitamin D-Mangels auf die Alzheimer-
Pathologie zu und entspricht zum anderen dem Vitamin D-Mangelzustand, wie er meist beim
Menschen beobachtet wird (BUELL et al., 2010).

Um eine Mangelversorgung durch die unterschiedlichen Futtermittel auszuschlieRen, wurde
das Gewicht der Mé&use direkt nach dem Toten bestimmt. Es zeigte sich kein signifikanter
Gewichtsunterschied beider Gruppen (Kontrollen: 27,94 g + 1,17 g; Vitamin D-Defizient:
27,699+£0,979; p=0,88n.s.)
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4.1.2. Bestimmung des zerebralen Vitamin D-Gehalts

Nach der in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Futterungsphase wurden die Mause in strikter
Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz getotet, die Gehirne entnommen und
in Saccharosepuffer homogenisiert. Um eine globale Aussage treffen zu kdnnen, wurden die
gesamten Gehirnhemisphédren und nicht nur einzelne Gehirnregionen verwendet. Da die
kommerziell erhdltlichen Vitamin D-Elisa-Kits ausschlieBlich zur Bestimmung des
25(0OH)D3-Gehalts aus Serum geeignet sind, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Janine Mett
ein Verfahren zur Detektion von 25(OH)D3 aus Gehirngeweben etabliert. Hierfur wurde das
fettlosliche 25(OH)D3 aus den Hirnhomogenaten mit Hilfe einer Lipidextraktion (s. Kap.
3.10.2.) angereichert und die 25(OH)D3 Konzentration unter Verwendung eines ELISA Kits
bestimmt (s. Kap. 3.10.1).

. Kontrolle

% |:] Vitamin D-Mangel
125

100

— )

g‘]:

2 g

& 5 I
[s2)

= 3

g

L)

50

0

Abbildung 3 - Zerebraler 25(OH)D3-Spiegel der Mause mit Vitamin D-Mangel (verandert nach GRIMM et
al., 2013c)

Weibliche Wildtypmause wurden fiir einen Zeitraum von vier bis sechs Monaten ad libitum mit Vitamin D-
armen Futter gefittert, anschlieBend getdtet und der 25(0OH)D3-Gehalt aus den Hirnhomogenaten mittels
modifiziertem ELISA bestimmt (s. Kap. 3.10.1). Die Abbildung zeigt die zerebralen 25(OH)D3-Spiegel relativ
zur Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von vier unabhangigen Messungen dar.
Abbildung 3 zeigt eine 23%ige Reduktion (x 4,33%; p = 0,027*) des zerebralen 25(OH)D3-
Gehalts der Vitamin D-defizienten Tiere relativ zu den Kontrollm&usen. Somit konnte durch
den Futterungsversuch eine Vitamin D-Mangelbedingung erreicht werden, die in diesem

MafRe typischerweise beim Menschen beobachtet wird (BUELL et al., 2010).
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4.1.3. Bestimmung des zerebralen Ap-Gehalts

Es wurde die Auswirkung des zerebralen Vitamin D-Mangels auf die Ap-Spiegel untersucht.
Aufgrund des storenden Einflusses der Detergenzien bei der 25(OH)D3-Bestimmung, wurden
die in Saccharosepuffer homogenisierten Proben in einem speziellen Lysepuffer nachlysiert
und die l6slichen ABso- und AP4,-Spiegel mittels ELISA Kit bestimmt (Mouse ABso, APz
ELISA Kit, Invitrogen) (s. Kap. 3.9.7.).
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Abbildung 4 - Zerebrale AB4- und AB4,-Proteinspiegel der Mause mit Vitamin D-Mangel (verandert nach
GRIMM et al., 2013c und Dissertation Dr. Janine Mett, Universitat des Saarlandes, 2017)

Der Einfluss eines leichten zerebralen Vitamin D-Mangelzustands auf die APB-Menge wurde durch die
Bestimmung der 16slichen A,o- sowie AP4p-Proteinspiegel aus den Vitamin D-defizienten Mausen untersucht.
Die Detektion der Peptide erfolgte mittels AB-ELISA (Mouse Ap40, AB42 ELISA Kit, Invitrogen). Die
Abbildung zeigt den zerebralen AB-Gehalt der Tiere relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere
Standardabweichung von vier unabhangigen Messungen (pro Messung je drei Tiere) dar.

Abbildung 4 zeigt, dass es bei einer physiologisch relevanten zerebralen
25(OH)D3-Reduktion zu einem signifikanten Anstieg des loslichen ABs- (10% * 1,4%,
p = 0,006**), wie auch des APs-Gehalts (12,8% + 2,18%, p = 0,014*) in den Vitamin D-
defizienten M&usen kommt. Das AP4o/AP4o-Verhatnis ist hingegen nicht signifikant verandert

(2,5% + 3,0%, p = 0,57).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass eine zerebrale Hypovitaminose D zu einer
Erhohung der 16slichen AB-Spiegel flihrt, ohne das AP4o/APs2- Verhéltnis zu beeinflussen.
Der zerebrale AB-Gehalt wird von mehreren Faktoren bestimmt: U.a. kann eine gesteigerte
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amyloidogene Prozessierung durch die - und vy-Sekretase zu einem Anstieg der Ap-
Produktion fiihren. Auch 4p-degradierende Enzyme konnen in ihrer Aktivitat und Expression
vermindert sein, was zu einem verringerten Abbau der Ap-Peptide und zu deren
Akkumulation fuhrt. Im Folgenden wurden daher die mdglichen Mechanismen des Ap-

Anstiegs unter Vitamin D-Mangelbedingungen untersucht.
4.2. Sekretase-Aktivitaten aus Vitamin D-defizienten M&ausen
4.2.1. Amyloidogene Prozessierung

Die amyloidogene APP-Prozessierung wird durch den Schnitt der B-Sekretase eingeleitet. Es
entstehen das 16sliche sAPPP sowie das membranstidndige B-CTF. Im weiteren Verlauf wird
das B-CTF durch die y-Sekretase geschnitten, wodurch Af und AICD entstehen.

4.2.1.1. Bestimmung der B-Sekretase-Aktivitat

Die B-Sekretase-Aktivitat wurde aus den in Saccharosepuffer homogenisierten Maushirnen
bestimmt. Dazu wurden postnukleare Fraktionen (PNFs) erstellt (s. Kap. 3.9.9.1)),
anschlieend Membranen isoliert (s. Kap. 3.9.9.3) und die -Sekretase-Aktivitat im Zeitraum

von 0-5000 Sekunden gemal Kapitel 3.9.9.4. fluorometrisch bestimmt.
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Abbildung 5 - B-Sekretase-Aktivitdt der Mause mit Vitamin D-Mangel (verdndert nach GRIMM et al.,
2013c)

Es wurde die -Sekretase-Aktivitat nach Membranisolation bestimmt. A — zeigt die -Sekretase-Aktivitat der
Vitamin D-defizienten Mause relativ zu den Kontrolltieren. B — zeigt die gemittelte Enzymkinetik der
B-Sekretase im Zeitraum von 0-5000 Sekunden. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von
je 15 gemessenen Tieren dar.
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Abbildung 5 zeigt, dass es unter Vitamin D-Mangelbedingungen zu einer signifikanten
Aktivitatssteigerung der B-Sekretase um 6% (= 1,44%, p = 0,007**) kommt. Dies bedingt
eine  Verschiebung der APP-Prozessierung in  Richtung des amyloidogenen

Prozessierungswegs.

4.2.1.2. Bestimmung der pB-Sekretase-Aktivitat mit zusatzlicher 25(OH)D3-

Supplementierung
* entnommen aus und modifiziert nach GRIMM et al., 2017

Die unter 4.2.1.1. beschriebene p-Sekretase-Aktivitdtsanderung wurde in einem zweiten
Versuchsansatz reproduziert. Zusétzlich erfolgte vor der Aktivitatsbestimmung die
Supplementierung von 100 nM 25(OH)D3 zu den PNFs, um mdogliche direkte Effekte des
Molekiils auf die B-Sekretase zu untersuchen.
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Abbildung 6 - p-Sekretase-Aktivitat der Mause mit Vitamin D-Mangel + 25(OH)D3-Supplementierung
(verandert nach GRIMM et al., 2017)

Die B-Sekretase-Aktivitdt wurde entsprechend 4.2.1.1. bestimmt. Zuséatzlich erfolgte die Messung nach Zugabe
von 25(0OH)D3 in den Assay-Ansatz um einen mdglichen direkten Effekt des 25(OH)D3-Molekiils auf die
B-Sekretase zu untersuchen. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von je 15 gemessenen
Tieren dar.

Abbildung 6 zeigt entsprechend dem Kap. 4.2.1.1. eine signifikante Steigerung der B-
Sekretase-Aktivitat unter Vitamin D-Mangelbedingungen auf 108,4% (+ 1,2%, p = 0,003*%*)
im Vergleich zu den Kontrollen. Nach Hinzugabe von Calcidiol zeigt sich eine signifikante
Reduktion der Aktivitat in Richtung des Kontroll-Niveaus auf 104,9% (x 0,9%, p = 0,03%),
welches jedoch nicht erreicht wird. Folglich missen weitere, indirekte Effekt, wie
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beispielsweise eine veranderte Expression oder ein veranderter Proteinspiegel beteiligt sein,

die im Folgenden untersucht wurden (siehe ab 4.2.1.4.)
4.2.1.3. Bestimmung der sAPPB-Proteinspiegel

Als Spaltprodukte entstehen beim APP-Schnitt der [-Sekretase sAPP und das
membranstidndige B-CTF. B-CTF wird anschlieBend durch die y-Sekretase geschnitten, sodass
die B-CTF-Proteinspiegel sowohl von der Aktivitdt der -, als auch der y-Sekretase abhéngig
sind. sAPPB hingegen wird durch kein weiteres Prozessierungsenzym geschnitten und
reflektiert somit, abgesehen von einer unspezifischen Degradation, die B-Sekretase-Aktivitat.
Folglich wurde zur Verifizierung der gesteigerten Aktivitdt von BACE1L eine Western-Blot-
Analyse der sAPPp-Proteinspiegel aus Maushirnhomogenaten durchgefiihrt. SAPPB wurde
mit Hilfe des Antikorpers sAPP beta — Wild Type antibody detektiert, der eine Reaktivitat
gegen ein C-terminales Epitop von sAPP besitzt (CITRON et al., 1992).
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Abbildung 7 - sAPPB-Proteinspiegel der Mause mit Vitamin D-Mangel

Die Maushirnhomogenate wurden nachlysiert und die sAPPB-Proteinspiegel mittels Western-Blot-Analyse
bestimmt. Die Abbildung zeigt die sAPPB-Proteinspiegel der Vitamin D-defizienten Mause relativ zur Kontrolle.
Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von acht unabh&ngigen Messungen dar.

Im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigt sich in den Vitamin D-Mangel Mé&usen ein nicht
signifikanter Anstieg der sAPPp-Proteinspiegel (Abbildung 7). Mit 4,06% (£ 3,87%, p = 0,47
n.s.) spiegelt er dennoch die mittlere Aktivitatssteigerung der B-Sekretase von 6 % wider und
unterscheidet sich von dieser nicht signifikant (p = 0,29 n.s.). Beim Western-Blot ist eine
durchschnittliche Messstandardabweichung von 5-10% zu erwarten. Somit waren zum
Erreichen eines signifikanten Ergebnisses unter Anwendung eines zweiseitigen ungepaarten

Student’s t-test bei einer Aktivitatssteigerung der B-Sekretase um 6% rein rechnerisch 25
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4. Ergebnisse

Proben notwendig (Fundamental‘s of Biostatistics, Rosner B.). Da diese Menge an Tieren
nicht zur Verfligung stand, kann die Statistik hier nur begrenzt eine Aussage uber die

Irrtumswahrscheinlichkeit liefern.
4.2.1.4. Western-Blot-Analyse der BACE1-Proteinspiegel

Um einen potentiellen indirekten Einfluss von Vitamin D auf die BACE1-Aktivitat zu
untersuchen, wurden die BACEZ1-Proteinspiegel mittels Western-Blot-Analyse ermittelt.
BACE1 wurde mit Hilfe der Antikorper Anti-BACE (Ab-2) (485-501) [PC529 Merck
Millipore] bzw. Anti-BACE1 antibody [ab2077 Abcam] detektiert.
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Abbildung 8 - BACEL1-Proteinspiegel der Mause mit Vitamin D-Mangel (verandert nach GRIMM et al.,
2013c und Dissertation Dr. Janine Mett, Universitat des Saarlandes, 2017)

Mittels Western-Blot-Analyse wurden die BACEL-Proteinspiegel der Vitamin D-defizienten Tiere relativ zur
Kontrolle bestimmt. Die Abbildung zeigt die BACE1-Proteinspiegel von je acht Mausen. Die Fehlerbalken
stellen die mittlere Standardabweichung dar.

Abbildung 8 zeigt, dass die BACEZ1-Proteinspiegel der Vitamin D-defizienten Tiere im
Vergleich zu den Kontrollmdusen signifikant erhoht sind (16%; + 4,56%; p = 0,028%).
Zusatzlich  zeigt sich ein signifikanter Unterschied von 9,8% zwischen der
B-Sekretase-Aktivitat (106%; + 1,43%) und der BACEL-Proteinmenge (p = 0,009**).

Die bei dem Vitamin D-Mangel erhéhten BACE1-Proteinspiegel kénnen u.a. zwei Ursachen
haben: Entweder konnte eine gesteigerte BACEL1 de novo Synthese durch eine erhéhte
Transkription und Translation oder eine verringerte BACEZ1-Proteindegradation dieses
Ergebnis erklaren. Der Einfluss auf die Transkription wurde mittels RT-PCR untersucht. Die

BACE1-Proteindegradation wurde im Folgenden nicht weiter untersucht, da diese klassischer
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4. Ergebnisse

Weise mit Hilfe eines radioaktiven ,, Pulse-Chase “-Experiments untersucht werden wirde.

Dies stellt sich jedoch im in vivo System als schwierig dar.
4.2.1.5. Bestimmung der Bacel-Genexpression

Wie unter 4.2.1.4. bereits erwahnt, wurde die Bacel-Genexpression mit Hilfe der
quantitativen Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) untersucht (s. Kap. 3.8.). Als
Fluoreszenz-Farbstoff wurde in der gesamten Arbeit SYBR-Green verwendet. Die
Maushirnhemisphéren wurden in Trizol homogenisiert, die RNS isoliert und diese
anschlieend in cDNS umgeschrieben. Als konstitutiv exprimiertes Gen (engl.: housekeeping
gene) wurde p-Aktin verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels 4/4Ct-Methode nach Livak
und Schmittgen.
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Abbildung 9 - Bacel-Genexpression der Mause mit Vitamin D-Mangel

Die Bacel-Genexpression wurde mittels RT-PCR untersucht. Die Abbildung zeigt die Bacel-Genexpression
relativ zur Kontrolle. Der Fehlerbalken stellt die mittlere Standardabweichung von drei unabh&ngigen
Messungen dar.

Abbildung 9 zeigt, dass die M&use mit Vitamin D-Mangel eine reduzierte, jedoch nicht
signifikante Bacel-Genexpression auf 87% (£ 7%, p = 0,15 n.s.) aufweisen.

Zusammenfassend fihrt eine Vitamin D-Mangelsituation, die Uber einen gewissen Zeitraum
besteht, zu einer Aktivitatssteigerung der B-Sekretase (s. Kap. 4.2.1.1.). Dieser Effekt ist auf
eine BACE1-Proteinspiegelerhbhung zurtckzufihren (s. Kap. 4.2.1.4.), wobei die Bacel-
Genexpression nicht signifikant veréndert ist (s. Kap. 4.2.1.5.). Des Weiteren hat 25(OH)D3
einen direkten Einfluss auf die B-Sekretase-Aktivitat (s. Kap. 4.2.1.2.).
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4. Ergebnisse

4.2.1.6. Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitat

Wie bereits oben beschrieben spaltet die y-Sekretase das membranstandige B-CTF innerhalb
seiner Transmembrandoméne, wodurch AB und AICD gebildet werden.

Um eine Aktivitatsverdnderung der y-Sekretase unter leichten Vitamin D-Mangelbedingungen
zu untersuchen, wurde wie unter 4.2.1.1. beschrieben vorgegangen und die Aktivitat im

Zeitraum von 1800-5400 Sekunden fluorometrisch bestimmit.
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Abbildung 10 - y-Sekretase-Aktivitat der Mause mit Vitamin D-Mangel

Zur fluorometrischen Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitat wurden dieselben Membranpréparationen wie unter
4.2.1.1. verwendet. A — zeigt die y-Sekretase-Aktivitdt der Vitamin D-defizienten Mause relativ zu den
Kontrollen. B - =zeigt die Kinetik der y-Sekretase im Zeitraum von 1800-5400 Sekunden. Die Fehlerbalken
stellen die mittlere Standardabweichung von 13 unabhéngigen Messungen dar.

Abbildung 10 zeigt, dass im Gegensatz zur [-Sekretase keine signifikante
Aktivitatssteigerung der y-Sekretase (0,96% =* 3,70%, p = 0,86 n.s.) relativ zur Kontrolle zu

beobachten ist.
4.2.1.7. Western-Blot-Analyse der Nicastrin-Proteinspiegel

Zur Verifizierung der Ergebnisse aus 4.2.1.6. wurden die Nicastrin-Proteinspiegel aus den
Maushirnen untersucht. Nicastrin stellt eine essentielle Untereinheit des vy-Sekretase-
Komplexes dar. Im Gegensatz zu Presenilin (PS 1 oder 2) und dem Anterior Pharynx
Defective 1 Homolog (APH1 a oder b), gibt es bei Nicastrin nur eine Isoform, welche an der
Bildung des multimerischen Komplexes beteiligt ist. Aus diesem Grund wurden die Nicastrin-
Proteinspiegel hier stellvertretend fiir die y-Sekretase untersucht.

Aus Maushirnlysaten wurden mittels Western-Blot-Analyse die Nicastrin-Proteinspiegel der
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4. Ergebnisse

Tiere mit Vitamin D-Mangel relativ zu den Kontrollen untersucht. Zur Proteindetektion

wurde der Antikorper Anti-Nicastrin antibody [N1660 Sigma Aldrich] verwendet.

. Kontrolle

% D Vitamin D-Mangel
140

120 _
n.s.

—

100

Nicastrin-Proteinspiegel
relativ zur Kontrolle

80

0

Abbildung 11 - Nicastrin-Proteinspiegel der Mause mit Vitamin D-Mangel
Nicastrin stellt eine essentielle Untereinheit des multimerischen y-Sekretase-Komplexes dar. Die Abbildung
zeigt den Nicastrin-Proteinspiegel der Vitamin D-defizienten Tiere relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken
stellen die mittlere Standardabweichung von drei unabhéngigen Messungen dar.

Abbildung 11 zeigt, dass es unter leichten Vitamin D-Mangelbedingungen zu keiner
signifikanten Verdnderung der Nicastrin-Proteinspiegel (6,86% + 3,34%, p = 0,22 n.s.)
kommt. Aufgrund der Dbisherigen Ergebnisse sind Verdnderungen im einstelligen
Prozentbereich zu erwarten. Bei der verwendeten Stichprobenzahl ist kritisch anzumerken,
dass diese bei gegebener Standardabweichung nicht ausreicht um ein signifikantes Ergebnis
zu erhalten. Die Probenzahl wurde durch die Menge der defizienten Mduse begrenzt, auf die
kein Einfluss genommen werden konnte. Es ist daher nicht auszuschliel3en, dass es bei einem
starkeren Vitamin D-Mangel oder bei einer hoheren Stichprobenzahl zu einer signifikanten

Anderung der y-Sekretase-Aktivitat kommen wiirde.
4.2.1.8. Genexpressionsanalyse der y-Sekretase-Untereinheiten

Da es sich bei dem y-Sekretase-Komplex um einen multimerischen Komplex handelt und die
Zusammensetzung variabel ist (s. Kap. 2.3.2.2.), wurde trotz fehlender y-Sekretase-
Aktivitats- und der nicht signifikanten Nicastrin-Proteinspiegeldnderung abschliefend die
Genexpression der unterschiedlichen Untereinheiten unter Vitamin D-Mangelbedingungen

mittels Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion bestimmt. Hierdurch sollte geklart werden, ob
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4. Ergebnisse

einzelne Untereinheiten potentiell in ihrer Genexpression verandert sind bzw. ob
gegebenenfalls Proteinspiegel, Expression und Aktivitat einen dhnlichen, wenn auch nicht
signifikanten, Trend aufweisen.
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Abbildung 12 - Genexpressionsanalyse der y-Sekretase-Untereinheiten der M&use mit Vitamin D-Mangel
Die y-Sekretase ist ein multimerischer Enzymkomplex. Dieser setzt sich aus vier Untereinheiten zusammen:
Aphla oder b (Anterior Pharynx Defective 1 Homolog), Psenl oder Psen2 (Presenilin 1 oder 2), Psenen2
(Presenilin Enhancer 2), Ncstn (Nicastrin). Die Abbildung zeigt die Genexpressionsanalyse der verschiedenen
Untereinheiten relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von drei
unabhéngigen Messungen dar. Der Balken ,,y-Sekretase-Komplex* sowie dessen Fehlerbalken représentieren die
gemittelten Werte aller Untereinheiten.

Abbildung 12 zeigt die Expression der verschiedenen Gene relativ zur Kontrolle: Aphla (95%
+ 18%, p = 0,81 n.s.), Aphlb (88% + 6%; p = 0,11 n.s.), Ncstn (131% + 40%, p = 0,49 n.s),
Psenl (89% =+ 41%, p = 0,79 n.s.), Psen2 (128% + 22%, p = 0,27 n.s.), Psenen2 (125% =+
27%, p = 0,41 n.s.). Auch hier zeigt sich weder eine signifikante Verénderung einer der
Untereinheiten, noch des gesamten y-Sekretase-Komplexes (109% + 26%, p = 0,29 n.s.) nach
Verrechnung aller Untereinheiten. Die Ncstn-Genexpression unterscheidet sich nicht

signifikant von den in Kap. 4.2.1.7. bestimmten Proteinspiegeln (p = 0,59 n.s.).

Zusammengefasst zeigt sich unter den hier gewéhlten experimentellen Bedingungen, sowohl
eine leichte Erhdhung der y-Sekretase-Aktivitat (s. Kap. 4.2.1.6.), wie auch der Nicastrin-
Proteinspiegel (s. Kap. 4.2.1.7.) und der Genexpression (s. Kap. 4.2.1.8.). Da keine weiteren

68



4. Ergebnisse

Vitamin defizienten Méuse zur Verfligung standen, wurde durch Zellkulturexperimente, wie
in Kapitel 4.4.2.3. beschrieben, ein potentieller Effekt von Vitamin D auf die y-Sekretase
uberpraft.

4.2.2. Nicht-amyloidogene Prozessierung

Nach der Analyse der amyloidogenen APP-Prozessierung, wurde im Folgenden der Einfluss
einer Vitamin D-Defizienz auf den nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg untersucht.
Dieser wird mit dem Schnitt der a-Sekretase innerhalb der AB-Domdane des APP-Molekiils
initiiert und verhindert somit die Bildung des AB-Peptids. ADAM10 und ADAML17 gelten als
Hauptvertreter der katalytischen Aktivitit der a-Sekretase, wobei ADAM10 das dominante
Enzym innerhalb des Gehirngewebes ist.

Im Folgenden wurde zunichst die o-Sekretase-Aktivitdt der Vitamin D-defizienten Tiere

untersucht.
4.2.2.1. Bestimmung der a-Sekretase-Aktivitat

Aus den Maushirnhomogenaten wurden, wie oben bereits beschrieben, PNFs erstellt und nach

der Membranpraparation die a-Sekretase-Aktivitat gemall Kap. 3.9.9.4. fluorometrisch

A . Kontrolle B
% D Vitamin D-Mangel
1209
: 6000+
.. H Kontrolle
T O vitamin D-Mangel
25 50004 7TTTTTT£I
100 jii 11343
- S stette it
® o rrTjiad iffl
e crriiiiaed
S = 40004 TIIiitzesd
€ E piligett?
X = H
Z ;ylilzes?
) TTitgsd
S 80 gzt
2 5 30004 riisd
- N
2 =
>
@D
L=

20004 T+3

Relative Fluoreszenz-Einheiten

60 —

1000 :*

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Zeit [Sek]

Abbildung 13 - a-Sekretase-Aktivitat der Mause mit Vitamin D-Mangel

PNFs wurden erstellt, die Membranen pripariert und die a-Sekretase-Aktivitat fluorometrisch bestimmt. A —
zeigt die Aktivitdt der a-Sekretase relativ zur Kontrolle. B — zeigt die Kinetik im Zeitraum von 0-10000
Sekunden. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von 12 unabh&ngigen Messungen dar.
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Abbildung 13 zeigt die leicht erhohte, jedoch nicht signifikante Aktivitatssteigerung der
a-Sekretase relativ zur Kontrolle (4,96% = 2,01%, p = 0,06 n.s.) sowie die Kinetik der

a-Sekretase im Zeitraum von 0-10000 Sekunden.
4.2.2.2. Western-Blot-Analyse der ADAM10- und ADAM17-Proteinspiegel

Aufgrund der tendenziell erhohten a-Sekretase-Aktivitdat und dem Erreichen eines nahezu
signifikanten Niveaus, wurden die ADAM10- und ADAML17-Proteinspiegel aus den
Maushirnen mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. Zur Detektion der Proteine wurden die
Antikorper Anti-ADAM10 (735-749) [422751 Calbiochem] und Anti-ADAM17 antibody
[ab39162 Abcam] verwendet.
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Abbildung 14 - ADAM10- und ADAM17-Proteinspiegel der Mause mit Vitamin D-Mangel

Die Hauptvertreter der a-Sekretase-Aktivitat sind die beiden Disintegrin-Metalloproteasen ADAM10 und
ADAML17. Die Abbildung zeigt die Proteinspiegel der beiden Enzyme in Vitamin D-Mangel Mausen relativ zu
deren Kontrollen. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von drei unabhéngigen Messungen
dar.

Abbildung 14 zeigt die ADAM10- und ADAM17-Proteinspiegel relativ zur Kontrolle:
Wéhrend ADAM10 keine signifikante Veranderung aufweist (0,22% + 2,93%, p = 0,96 n.s.),
sind die ADAM17-Proteinspiegel signifikant um 10,46% (+ 2%, p = 0,03*) gesteigert.
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4. Ergebnisse

4.2.2.3. Bestimmung der Adam17-Genexpression

Zur Untersuchung einer verdnderten Adaml17-Genexpression unter leichten Vitamin D-
Mangelbedingungen, die die gesteigerten Proteinspiegel erklaren wiirde, wurde eine RT-PCR
durchgefunhrt.
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Abbildung 15 - Adam17-Genexpression der Mause mit Vitamin D-Mangel

Die Adam17-Genexpression wurde mittels RT-PCR uberprift. Die Abbildung zeigt die Adam17-Genexpression
relativ zur Kontrolle. Der Fehlerbalken stellt die mittlere Standardabweichung von drei unabhéngigen
Messungen dar.

Trotz der gesteigerten ADAML17-Proteinspiegel, zeigt sich hier keine signifikante
Verénderung der Genexpression (94% + 8%, p = 0,50 n.s.).

Wihrend bei der y-Sekretase sowohl bei Aktivitdt, Proteinspiegel und Expression
vergleichbare Ergebnisse erzielt werden konnten, zeigte sich beziiglich der a-Sekretase kein
einheitlicher Trend. Da kein weiteres Gewebe aus Vitamin D-defizienten Mé&usen zur
Verfligung stand, wurde versucht im Zellkulturmodell den Einfluss von Vitamin D auf die

a-Sekretase weiter zu eruieren.
4.3. Die Ap-Degradation aus Vitamin D-defizienten Mausen

Neben der AP de novo-Synthese durch den amyloidogenen APP-Prozessierungsweg, wird der
zerebrale Ap-Spiegel maligeblich durch die Ap-Degradation beeinflusst. Es wird
angenommen, dass im Gehirn gesunder Menschen ca. 8% der 16slichen AB-Spezies pro
Stunde durch Ap-degradierende Enzyme umgesetzt werden (BATEMAN et al., 2006).

Verschiedene Proteasen werden als AB-Degradationsenzyme diskutiert, wie bereits in Kap.
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2.3.3. dargelegt wurde. Im Folgenden wurde untersucht, ob neben der de novo Synthese die

Ap-Degradation in einer Vitamin D-Mangelsituation verandert ist.
4.3.1. Bestimmung der Ap-Gesamtdegradation
* entnommen aus und modifiziert nach GRIMM et al., 2017

Es wurde eine Anderung der AB-Gesamtdegradation unter Vitamin D-Mangelbedingungen
mit und ohne zusétzliche 25(OH)D3-Supplementierung untersucht. Hierzu wurden
Maushirnhomogenate mit synthetischem AP inkubiert und das verbleibende AP
anschlieBend mittels W02-Antikorper detektiert.
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Abbildung 16 - Ap-Gesamtdegradation der Mause mit Vitamin D-Mangel + 25(OH)D3-Supplementierung
(verandert nach GRIMM et al., 2017)

Synthetisches AB4 wurde in einer Konzentration von 1 pg/ml fir eine Stunde mit Kontroll- und Vitamin D-
Mangel-Maushirnhomogenaten inkubiert. Zusatzlich wurde zu den Vitamin D-defizienten Homogenaten
25(OH)D3 gegeben, um einen maoglichen direkten Effekt des Molekils auf die Gesamtdegradation zu beurteilen.
Die Abbildung zeigt die AB-Gesamtdegradation (Kehrwert der verbleibenden AB4-Menge) relativ zur Kontrolle.
Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von drei (Vitamin D-Mangel und Vitamin D-Mangel
+ 25(0OH)D3) bzw. vier (Kontrolle) unabhéngigen Messungen dar.

Abbildung 16 zeigt eine signifikante AB-Gesamtdegradationsreduktion unter Vitamin D-
Mangelbedingungen im Vergleich zu den Kontrollen auf 79,2% (+ 1,2%, p = 0,002**). Eine
Supplementierung mit 25(OH)D3 fiihrt zu Steigerung der AB-Degradation im Vergleich zur
unsupplementierten Mangelsituation, welche jedoch kein signifikantes Niveau erreicht
(82,3% £ 2,1%, p = 0,23 n.s.). Da homogenisiertes Gewebe mit Vitamin D supplementiert
wurde, in dem keine Transkription und Translation stattfinden kann, ist zu vermuten, dass die
durch die Vitamin D-Supplementierung verursachte Steigerung der A-Degradation auf einen
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direkten Effekt von 25(OH)D3 auf die Degradationsenzyme zurtickzufiihren ist. Die
Supplementierung bewirkte jedoch keine Steigerung der AB-Degradation auf das Niveau der
Kontroll-Mduse, sodass bei den Kontroll-Mé&usen im Vergleich zu den defizienten Mdusen
zusétzlich auch indirekte Effekte wie Expression oder verdnderte Proteinspiegel beteiligt sein

konnten, welche in den folgenden Kapiteln untersucht wurden.
4.3.2. Bestimmung der Neprilysin-Aktivitat

Neprilysin gilt als zentrales AB-degradierendes Enzym im Gehirn (SHIROTANI et al., 2001).

Um die Neprilysin-Aktivitat zu untersuchen, wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Janine Mett

eine Neprilysin-spezifische FRET-basierte Aktivitatsbestimmung entwickelt. Die Spezifitat

dieses Assays wurde durch einen vorangehenden NEP-ELISA erhoht (GRIMM et al., 2015).
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Abbildung 17 - Neprilysin-Aktivitat der Mause mit Vitamin D-Mangel (verdndert nach GRIMM et al.,
2013c und Dissertation Dr. Janine Mett, Universitat des Saarlandes, 2017)

Die Abbildung zeigt die Neprilysin-Aktivitat relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere
Standardabweichung von zehn unabhé&ngigen Messungen dar.

Abbildung 17 zeigt eine signifikante Aktivitatsreduktion von Neprilysin um 7% (x 1,28%,
p = 0,003**) in den Mausen mit Vitamin D-Mangel im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Aufgrund des Fehlens eines suffizienten Antikorpers zur Western-Blot-Analyse der
NEP-Proteinspiegel, wurde im Folgenden direkt die NEP-Genexpression untersucht.
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4.3.3. Bestimmung der Nep-Genexpression

Um die Ursache der nachgewiesenen Neprilysin-Aktivitatsminderung zu untersuchen, wurde
die Neprilysin-Genexpression mittels RT-PCR bestimmt.

Abbildung 18 zeigt eine signifikante Reduktion der Neprilysin-Genexpression (83%;
+ 5,24%, p = 0,009**) relativ zur Kontrolle.
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Abbildung 18 - Nep-Genexpression der Mause mit Vitamin D-Mangel (verédndert nach GRIMM et al.,
2013c)

Die Neprilysin-Genexpression wurde mittels RT-PCR untersucht. Die Abbildung zeigt die Nep-Genexpression
relativ zur Kontrolle. Der Fehlerbalken stellt die mittlere Standardabweichung von sechs unabhédngigen
Messungen dar.
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4.3.4. Bestimmung der IDE-AKktivitat

Neben Neprilysin, kommt IDE eine wichtige Rolle bei der Degradation von AP im lebenden
System zu (FARRIS et al., 2003). Zur Untersuchung einer Verénderung der IDE-Aktivitét
unter Vitamin D-Mangelbedingungen, wurde diese aus den Mausen bestimmt. In Kooperation
mit Dr. Janine Mett wurde eine FRET-basierte IDE-Aktivitatsmessung entwickelt. Die

Spezifitat des Assays wurde durch Zugabe verschiedener Inhibitoren erhoht (s. Kap. 3.9.11).
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Abbildung 19 - IDE-Aktivitat der Mause mit Vitamin D-Mangel
Die Enzymaktivitat wurde fluorometrisch bestimmt. Die Abbildung zeigt die IDE-Aktivitét relativ zur Kontrolle.
Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von drei unabhéngigen Messungen dar.

Abbildung 19 zeigt, dass IDE im Gegensatz zu Neprilysin keine signifikante
Aktivitatsverdnderung unter Vitamin D-Mangelbedingungen aufweist (- 1,46% + 3,28%,
p=0,7ns.).

4.3.5. Genexpressionsanalyse der Ap-degradierenden Enzyme

Um abschlieBend die Verdnderung der Expression weiterer APB-degradierender Enzyme,
inklusive IDE, unter Vitamin D-Mangelbedingungen zu untersuchen, wurde die
Genexpression der unter 2.3.3. aufgeflihrten Proteasen per RT-PCR untersucht.

Tabelle 19 fasst die Messergebnisse zusammen.
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4. Ergebnisse

Tabelle 19 - Ergebnisse der Degradationsenzym-Genexpressionsanalyse aus Vitamin D-defizienten
Mausen

Die Tabelle zeigt den Mittelwert (MW), die mittlere Standardabweichung (StabWM), den t-Test sowie die
Anzahl der Messungen (n-Zahl) der AB-degradierenden Enzyme: Ace (Angiotensin converting enzyme), Ctsb
(Cathepsin B), ECE-1 und -2 (endothelin converting enzyme 1 und 2), IDE (insulin degrading enzyme), Mmp2
und 9 (Matrix metalloproteinases 2 und 9), Nep (Neprilysin), Plg (Plasminogen).

AP degradierendes-Enzym [ MW [%] StabWM t-Test e
[%6]
Ace 83 9 0,12 3
Ctsb 129 17 017 ;
ECE-1 80 14 0,18 6
ECE-2 93 9 0,49 6
IDE 111 34 0,76 3
Mmp2 169 41 0,16 3
Mmp9 103 22 0,89 3
e 83 5 0,01% 5
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Ap-degradierende Enzyme
Abbildung 20 - Expressionsanalyse der AfB-degradierenden Enzyme aus Vitamin D-defizienten M&usen
Die Genexpressionsanalyse wurde mittels RT-PCR durchgefilhrt. Die Absolutwerte der Messungen sind Tabelle

19 zu entnehmen. Die Abbildung zeigt die Expression der einzelnen Enzyme. Die Fehlerbalken stellen die
mittlere Standardabweichung der Messungen dar.

Wie Tabelle 19 und Abbildung 20 verdeutlichen, zeigt ausschliel3lich Neprilysin, wie bereits

unter 4.3.3. beschrieben, eine signifikante Reduktion seiner Genexpression, wohingegen die

Expression der restlichen Degradationsenzyme nicht signifikant verandert ist.

Damit l&sst sich zusammenfassen, dass neben der APP-Prozessierung auch die Ap-

Degradation unter milden bis moderaten Vitamin D-Mangelbedingungen veréndert ist. Unter
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4. Ergebnisse

den hier gewdhlten Bedingungen zeigt jedoch ausschliellich Neprilysin eine signifikante

Anderung seiner Aktivitat und Genexpression.
4.4. Zellkultur — Inkubation von SH-SY5Y- und N2a-Zellen mit 25(OH)D3

Im Folgenden wurden SH-SY5Y- und NZ2a-Zellen wie in Kapitel 3.7.4. beschrieben
kultiviert. Zur Simulation einer physiologischen Vitamin D-Substitution wurden die Zellen
mit einer 25(OH)D3-Konzentration von 100 nmol/l inkubiert. Es wurde 25(OH)D3
verwendet, da dies der Vitamin D-Metabolit mit der langsten Halbwertszeit aufgrund seiner
hohen Affinitat zum DBP ist. Es konnte gezeigt werden, dass unter der gewéhlten
Konzentration die Zytotoxizitat unter 3% lag (GRIMM et al., 2017). Es ist bekannt, dass das
verwendete FBS im Zellkulturmedium als Vitamin D-Quelle dient und abh&ngig von der
verwendeten Charge unterschiedliche Konzentrationen der Vitamin D-Spezies vorliegen
(Vitamin D, 25(0H)D3, 1,25(0H)2D3). Nelson et al. zeigten in diesem Zusammenhang
beispielsweise, dass die 25(OH)D3-Serumkonzentration von Kélbern in Amerika abhéangig
von der Jahreszeit und geographischen Lage zwischen 10-50 ng/ml liegt (NELSON et al.,
2016). Wahrend im vorangegangenen Kapitel die Auswirkung einer Vitamin D-Defizienz
untersucht wurde, sollte im Folgenden der Einfluss einer zusatzlichen Vitamin D-
Supplementierung unter bereits physiologischer Vitamin D-Versorgung bestimmt werden. Die
Zellen wurden auf zwei unterschiedliche Weisen inkubiert:

1. Kurzzeitinkubation — hier wurden SH-SY5Y- und N2a-Zellen fur 24 h (8 + 16 h) mit
25(0OH)D3 inkubiert und anschlieRend flir die entsprechenden Versuche verwendet.
2. Langzeitinkubation — um die Einstellung einer Vitamin D- und AB-Homoostase zu
ermoglichen, wurde wie folgt vorgegangen: Die Zellen wurden flr einen Zeitraum von
mindestens vier Wochen in 5% FBS haltigen Medium mit zusatzlich 100 nM 25(0OH)D3
kultiviert. Die Kontrollzellen wurden fiir denselben Zeitraum mit der dquivalenten Menge an
Ethanol als Losungsmittelkontrolle kultiviert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt,
um eine suffiziente Versorgung mit Né&hrstoffen (inklusive Mikrondhrstoffen wie den
verschiedenen Vitamin D-Spezies (s.0.)) und exogenem 25(OH)D3 sicherzustellen. Nach
Erreichen der Konfluenz wurde ein Teil der Zellen entsprechend Kapitel 3.7.1. auf neue
Schalen uberfiihrt. Es wurde sich fur eine Reduktion des FBS-Gehalts auf 5% entschieden,
um eine Vitamin D-Zufuhr Uber das FBS mdglichst gering zu halten. Gleichzeitig besteht eine

ausreichende Nahrstoffzufuhr ohne erhéhten Zelluntergang.

Es wurde zunéchst der Einfluss von 25(OH)D3 auf den AB-Gehalt in SH-SY5Y-Zellen nach

Kurzzeitinkubation untersucht.
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4. Ergebnisse

4.4.1. Bestimmung des Ap-Gehalts aus SH-SY5Y-Zellen
* entnommen aus und modifiziert nach GRIMM et al., 2017

Transfizierte SH-SY5Y-Zellen, welche das humane APP695 Uberexprimieren, wurden fir
24 h mit Calcidiol inkubiert. Das produzierte und sezernierte AP wurde mittels W02-
Antikorper im Medium detektiert.
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Abbildung 21 - Ap-Proteinspiegel aus SH-SY5Y APP-Zellen nach 25(OH)D3-Inkubation (verandert nach

GRIMM et al., 2017)
SH-SY5Y APP-Neuroblastomzellen wurden fiir 8 + 16 h mit 100 nM Calcidiol inkubiert. Die sezernierte Ap-

Menge wurde mittels W02-Antikorper detektiert. Die Abbildung zeigt detektierte AB-Proteinspiegel relativ zur
Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von 5 unabhangigen Messungen dar.

Abbildung 21 zeigt eine signifikante Reduktion der AB-Gesamtmenge auf 55,1% ( 4,2%,
p < 0,001***) im Vergleich zu den Kontrollzellen. Im Folgenden wurden nun in Analogie

zum ersten Abschnitt der Arbeit der AB-Anabolismus und -Katabolismus untersucht.
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4. Ergebnisse

4.4.2. Amyloidogene Prozessierung nach 25(OH)D3-Kurzzeitinkubation
4.4.2.1. Bestimmung der pB-Sekretase-Aktivitat
* Abb. 22A entnommen aus und modifiziert nach GRIMM et al., 2017

Die [B-Sekretase-Aktivitat wurde aus lebenden Zellen und isolierten Membranen von
SH-SY5Y-Zellen bestimmt. Zweiteres wurde zur Verifizierung des vermuteten direkten
Effekts von 25(OH)D3 auf die B-Sekretase-Aktivitdt im Mausmodell (s. Kap. 4.2.1.2.)
analysiert.
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Abbildung 22 - B-Sekretase-Aktivitat aus lebenden Zellen und PNFs nach 25(OH)D3-Inkubation
(verandert nach GRIMM et al., 2017)

A - Lebende SH-SY5Y WT-Zellen wurden fir 24 h mit 100 nM Calcidiol inkubiert und anschliefend die
B-Sekretase-Aktivitat im lebenden System bestimmt. B — PNFs wurden aus SH-SY5Y WT-Zellen erstellt und
diese fur 15 min mit 100 nM Calcidiol inkubiert. Anschliefend erfolgte eine Membranpraparation. Die
Abbildungen zeigen die jeweiligen Aktivitaten relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere
Standardabweichung von 5 (A) bzw. 7 (Kontrolle B)/18 (25(OH)D3 B) unabhéngigen Messungen dar.
Abbildung 22A zeigt eine signifikante Aktivitatsreduktion der P-Sekretase auf 74,4%
(= 6,3%, p = 0,009**) im Vergleich zu den Kontrollzellen im lebenden, metabolisch aktiven
System. Die gemessene -Sekretase-Aktivitat auf den isolierten Membranen (Abbildung 22B)
zeigt sich ebenfalls tendenziell auf 95,76% (£ 0,97%) reduziert, erreicht jedoch kein

signifikantes Niveau (p = 0,06 n.s.).
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4. Ergebnisse

4.4.2.2. Bestimmung der BACE1-Genexpression und —Proteinspiegel
* Abb. 23B enthommen aus und modifiziert nach GRIMM et al., 2017

Die unter 4.4.2.1. beschriebene signifikante Aktivitdtsreduktion der B-Sekretase lasst sich
nicht alleine durch einen direkten Effekt von Calcidiol erklaren, sodass weitere indirekte
Effekte, wie eine Beeinflussung der Expression und Translation die Aktivitat beeinflussen

missen. Daher wurden die BACE1-Genexpression und —Proteinspiegel untersucht.

Die BACE1-Genexpression (80,8% + 2,9%, p = 0,003**; Abbildung 23A) und -
Proteinspiegel (54,1% * 5,7%, p = 0,004**; Abbildung 23B) zeigen sich jeweils signifikant
reduziert. Zu beachten ist jedoch, dass sich die Genexpression signifikant von den
Proteinspiegeln unterscheidet (p = 0,014*). Eine potentielle Ursache konnte eine verénderte

Proteinstabilitat sein, die in Kap. 5.3.1. diskutiert wird.
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Abbildung 23 - BACE1-Genexpression und -Proteinspiegel aus SH-SY5Y WT-Zellen nach 25(OH)D3-
Inkubation (verandert nach GRIMM et al., 2017)

SH-SY5Y WT-Zellen wurden fir 24 h mit 100 nM 25(OH)D3 inkubiert und anschliefend die BACEL-
Genexpression und -Proteinspiegel bestimmt. Die Abbildung zeigt diese relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken
stellen die mittlere Standardabweichung von jeweils drei unabhéngigen Messungen dar.
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4. Ergebnisse

4.4.2.3. Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitat und Nicastrin-Expression
* Abb. 24A entnommen aus und modifiziert nach GRIMM et al., 2017

Um die Beteiligung der y-Sekretase an der signifikanten AB-Reduktion nach 25(OH)D3-
Inkubation zu beurteilen, wurde die y-Sekretase-Aktivitat auf lebenden Zellen sowie die

Nicastrin-Expression untersucht.
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Abbildung 24 - vy-Sekretase-Aktivitdit und NCSTN-Genexpression aus SH-SY5Y WT-Zellen nach
25(OH)D3-Inkubation (verandert nach GRIMM et al., 2017)

SH-SY5Y WT-Zellen wurden fur 24 h mit 100 nM 25(OH)D3 inkubiert. AnschlieBend wurde die
v-Sekretase-Aktivitdt auf lebenden Zellen sowie die Nicastrin-Expression mittels RT-PCR bestimmt. Die
Abbildung zeigt die Aktivitdt bzw. Expression relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere
Standardabweichung von funf (A) bzw. drei (B) unabhéngigen Messungen dar.

Die y-Sekretase-Aktivitét zeigt sich im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant reduziert
(85,3% * 2,5%, p < 0,001***). Interessanterweise ist die Nicastrin-Expression im selben
Male signifikant reduziert (83,3% * 4,1%, p = 0,015*). Hierbei besteht, im Gegensatz zur
[-Sekretase, zwischen der Aktivitdt und der Expression kein signifikanter Unterschied
(p=0,70n.s.).

4.4.3. Nicht-amyloidogene Prozessierung nach 25(OH)D3-Kurzzeitinkubation
* entnommen aus und modifiziert nach GRIMM et al., 2017

Unter Vitamin D-Mangelbedingungen zeigte sich eine geringe, tendenzielle Steigerung der
a-Sekretase-Aktivitat (s. Kap. 4.2.2.1.), welche sich durch eine erhohte ADAML17-
Proteinmenge erklaren liel (s. Kap. 4.2.2.2.). Es zeigten sich jedoch gleichzeitig inverse
Effekte bei der Adam17-Genexpression oder anderen an der a-Sekretase-Aktivitat beteiligten
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Enzymen wie ADAM10. Um den Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung auf den nicht-
amyloidogenen Prozessierungsweg zu untersuchen, wurde daher die Gesamt-a-Sekretase-
Aktivitadt auf lebenden Zellen bestimmt, die ein Summensignal aller an der o-Sekretase
beteiligten Enzyme darstellt.
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Abbildung 25 - a-Sekretase-Aktivitat aus SH-SY5Y WT-Zellen nach 25(OH)D3-Inkubation (verandert
nach GRIMM et al., 2017)

SH-SY5Y WT-Zellen wurden fir 24 h mit 100 nM 25(OH)D3 inkubiert und anschlieBend die o-Sekretase-
Aktivitat fluorometrisch bestimmt. Die Abbildung zeigt die Aktivitét relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken
stellen die mittlere Standardabweichung von sieben unabhangigen Messungen dar.

Abbildung 25 zeigt eine signifikante Aktivitatssteigerung auf 1145% (= 4,5%,
p = 0,015*). Wie bereits oben erwahnt, tragen unterschiedliche Matrixmetalloproteasen zur
a-Sekretase-Aktivitat bei. Es wird in der Literatur diskutiert, dass ADAM10 im Gehirn das
dominante Enzym darstellt. Dies ist jedoch Zelltyp- und Gewebe-abhéngig. Da kein
einheitlicher Effekt von Vitamin D auf die Matrixmetalloproteasen gefunden wurde, sollte
sich hier ausschlielich auf das a-Sekretase-Summensignal beschrénkt werden.

Es ist davon auszugehen, dass je nach Gewebe und Zelltyp die a-Sekretase-Zusammensetzung
variiert, sodass eine abschlieBende Beurteilung des Effektes von Vitamin D auf die

a-Sekretase nur eingeschrankt moglich erscheint.
4.4.4. Ap-Gesamtdegradation auf N2a-Zellen nach 25(OH)D3-Kurzzeitinkubation

Die Messung der AP-Gesamtdegradation erfolgte entsprechend dem Kap. 3.9.8.. Hierbei
wurde die AP-Degradation in Abh&ngigkeit der Inkubationsdauer der Zellen (10 h, 18 h,
4 Wochen (Langzeitinkubation —s. Kap. 4.4.5.2.)) mit 25(OH)D3 untersucht.
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N2a-Zellen wurden entsprechend Kap. 3.9.8. behandelt und anschlieend die verbleibende

AB-Menge mittels Western-Blot-Analyse bestimmt.
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Abbildung 26 — Ap-Gesamtdegradation nach 25(OH)D3-Kurzzeitinkubation (verdndert nach GRIMM et
al., 2017)

Murine N2a-Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert und anschliefend fir 10 bzw. 18 h mit 100 nM
25(0H)D3 inkubiert. Anschlieffend wurde fiir 6 h humanes APy auf die Zellen gegeben. Nach dieser Zeit wurde
der verbleibende AB4-Anteil mittels Western-Blot-Analyse bestimmt und die Gesamtdegradation durch Bildung
des Kehrwerts ermittelt. Die Abbildung zeigt die Gesamtdegradation relativ zu den Kontrollen. Die Fehlerbalken
stellen die mittlere Standardabweichung von jeweils vier unabhéngigen Messungen dar.

Abbildung 26 zeigt, dass es nach 10 stlndiger Inkubation der Zellen zu keiner signifikanten
Verénderung der AB-Gesamtdegradation kommt (100,1% + 2,33%, p = 0,98 n.s.). Nach einer
Inkubationsdauer von 18 h zeigt sich jedoch ein signifikanter Anstieg auf 119,57%

(£ 4,45%, p = 0,03 *).

Im Folgenden wurden die N2a-Zellen mit 25(OH)D3 langzeitinkubiert, um eine hdhere
Vergleichbarkeit mit dem in vivo Mausmodell zu erreichen (,,Langzeit-Mangelsituation*) und
um Effekte auf die Genexpression und Proteinspiegel deutlicher zu gewichten. Um
sicherzustellen, dass eine suffiziente Calcidiol-Aufnahme in die Zellen erfolgte, wurde nach
erfolgter Inkubation der 25(OH)D3-Spiegel bestimmit.
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4.4.5. ApB-Katabolismus nach 25(0OH)D3-Langzeitinkubation
4.4.5.1. Bestimmung der zellularen 25(OH)D3-Konzentration

Nach dreimaligem Waschen der Zellen (Entfernung der FBS-Rickstdnde und dem darin
enthaltenen Vitamin D) und anschlieRendem Homogenisieren wurde die zellulére 25(OH)D3-
Konzentration der N2a-Zellen mittels ELISA Kit (25-OH-VitaminD-ELISA, Euroimmun) in

ng/ml bestimmt.
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Abbildung 27 - 25(0OH)D3-Spiegel nach Langzeitinkubation der N2a-Zellen (verandert nach GRIMM et al.,
2013c)

N2a-Zellen wurden flir einen Zeitraum von vier Wochen mit 100 nM 25(0OH)D3 in einem 5%-FBS-haltigen
Medium kultiviert. Die Kontrollzellen wurden fir diesen Zeitraum mit der dquivalenten Menge an Ethanol
behandelt. Nach Ende der Inkubationsphase wurden die Zellen homogenisiert und der 25(OH)D3-Gehalt mittels
ELISA Kit (25-OH-VitaminD-ELISA, Euroimmun) bestimmt. Die Abbildung zeigt die 25(OH)D3-Spiegel in
ng/ml. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von drei unabhangigen Messungen dar.

Abbildung 27 zeigt die zellularen 25(OH)D3-Spiegel nach vierwdchiger Inkubation: Wahrend
die Kontrollzellen einen niedrigen 25(OH)D3-Gehalt von 2,45 ng/ml (x 3,28 ng/ml)
aufweisen, zeigen die langzeitsupplementierten Zellen eine signifikante Erhéhung der
zelluléren 25(0OH)D3-Konzentration (32,56 ng/ml + 0,67 ng/ml, p < 0,001***). 32,56 ng/ml
entsprechen hierbei 81,4 nmol/l.
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4.4.5.2. Bestimmung der Ap-Gesamtdegradation auf N2a-Zellen

Wie in Kapitel 4.4.4. dargestellt fihrte eine 25(OH)D3-Kurzzeitinkubation tGber 10 h zu
keiner signifikanten Anderung der AB-Gesamtdegradation, wohingegen eine 18 stiindige
Behandlung der Zellen einen signifikanten Anstieg zur Folge hatte. Dementsprechend scheint
die Anderung der Ap-Gesamtdegradation abhangig von der Inkubationsdauer/Wirkdauer von
25(0OH)D3 zu sein. Um zu untersuchen, ob eine langfristige Erhéhung der 25(OH)D3-
Konzentration zu einer weiteren Steigerung der Ap-Gesamtdegradation fuhrt, wurde diese aus
den langzeitinkubierten N2a-Zellen bestimmt.
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Abbildung 28 - AB-Gesamtdegradation nach 25(OH)D3-Langzeitinkubation (verandert nach GRIMM et
al., 2013c)

N2a-Zellen wurden fir einen Zeitraum von vier Wochen in 5% FBS-haltigen Medium (£100 nM 25(OH)D3)
kultiviert. Nach diesem Zeitraum wurde fiir 6 h synthetisches humanes AB4 in das Zellkulturmedium gegeben
und die verbleibenden Ap-Proteinspiegel aus dem Kulturmedium anschliefend mittels Western-Blot-Analyse
bestimmt. Zur Detektion wurde der W02 Antikdrper verwendet. Die Fehlerbalken stellen die mittlere
Standardabweichung von zehn unabhéngigen Messungen dar.

Abbildung 28 zeigt eine Reduktion des synthetischen AP4 auf 65,05% (x 1,58%,
p <0,001***) nach sechsstiindiger Degradation. Die berechnete AP-Gesamtdegradation
erhoht sich entsprechend auf 154% (+ 2,44%, p < 0,001***). Im Folgenden wurde der Effekt

auf die an der AB-Degradation beteiligten Enzyme weiter untersucht.
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4.4.5.3. Bestimmung der Neprilysin-Aktivitat

In vivo konnte bereits gezeigt werden, dass die verdnderte AB-Degradation hauptsachlich
durch eine verénderte Neprilysin-Aktivitat vermittelt wird (s. Kap. 4.3.2.). Hier sollte
untersucht werden, ob ein &hnliches Ergebnis unter Zellkulturbedingungen erzielt werden
kann. Die Bestimmung der NEP-Aktivitat erfolgte geméal Kap. 3.9.10..
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Abbildung 29 - Neprilysin-Aktivitat aus langzeitinkubierten N2a-Zellen (veréandert nach GRIMM et al.,
2013c)

Die Neprilysin-Aktivitat wurde fluorometrisch bestimmt, um die Beteiligung von Neprilysin an der beobachteten
Gesamtdegradationssteigerung zu untersuchen. A — zeigt die Neprilysin-Aktivitdt der 25(OH)D3-
langzeitinkubierten Zellen relativ zu den Kontrollzellen. B — zeigt die Enzymkinetik im Zeitraum von 0-20000
Sekunden. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von funf unabhéngigen Messungen dar.
Abbildung 29 zeigt eine signifikante Steigerung der Neprilysin-Aktivitdit um 9% (£ 2,6%,
p = 0,032*) nach Langzeit-25(OH)D3-Supplementierung. Im Vergleich zu der beobachteten
Neprilysin-Aktivitatsreduktion in den Vitamin D-defizienten Méausen (-7% + 1,28%), zeigte

sich somit eine Aktivitatszunahme in dhnlichem Malie.
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4.4.5.4. Bestimmung der Neprilysin-Genexpression

Im in vivo Modell konnte gezeigt werden, dass die NEP-Aktivitatsdanderung durch eine
veranderte Genexpression bedingt ist. Um zu analysieren, ob diese Expressionsédnderungen
auch bei langzeitinkubierten NZ2a-Zellen beobachtet werden koénnen, wurden die
Nep-Expression mittels RT-PCR Uberpruft.
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Abbildung 30 - Nep-Genexpression aus langzeitinkubierten N2a-Zellen (verdndert nach GRIMM et al.,
é?:glc\l)epriIysin-Genexpression wurde mittels RT-PCR aus langzeitinkubierten N2a-Zellen bestimmt. Die
Abbildung zeigt die Neprilysin-Genexpression relativ zur Kontrolle. Der Fehlerbalken stellt die mittlere
Standardabweichung von neun unabh&ngigen Messungen dar.

Wie in Abbildung 30 dargestellt, zeigt sich im Zellkulturversuch, in Ubereinstimmung
mit der beobachteten Neprilysin-Aktivitatssteigerung, eine signifikante Zunahme der
Neprilysin-Genexpression (187% + 36%, p = 0,03*). Es ist jedoch zu beachten, dass ein
nahezu signifikanter Unterschied zwischen der Nep-Genexpressionssteigerung und der
NEP-Aktivitat besteht (109,4% + 2,57%) (p = 0,07). Auf diese Unterschiede wird genauer in
der Diskussion eingegangen.

Zusammenfassend zeigt sich eine gesteigerte Neprilysin-Aktivitdit von 10 %, bel
gleichzeitiger Nep-Genexpressionssteigerung. Es besteht jedoch eine signifikanter

Unterschied zwischen der beobachteten Ap-Gesamtdegradationssteigerung (153,74%
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+ 2,44%) und der NEP-Aktivitatssteigerung (109,4% =+ 2,57%) (p < 0,001***). Dies weist auf

die potentielle Beteiligung weiterer Degradationsenzyme an der AB-Degradation hin.
4.45.5. Bestimmung der IDE-Proteinspiegel und —Genexpression

Wie in der Einleitung beschrieben, ist IDE, neben Neprilysin, eines der wichtigsten Ap-
degradierenden Enzyme. Daher wurden die IDE-Proteinspiegel und -Genexpression aus den
langzeitinkubierten N2a-Zellen mittels Western-Blot-Analyse bzw. RT-PCR bestimmt.

A . Kontrolle B . Kontrolle
o [] 25(0H)D3 o, [] 25(0H)D3
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Abbildung 31 - IDE-Proteinspiegel und Ide-Expression aus langzeitinkubierten N2a-Zellen (verandert
nach GRIMM et al., 2013c)

Die IDE-Proteinspiegel wurden mittels Western-Blot-Analyse, die Expression mittels RT-PCR untersucht. Zur
Detektion des Proteins wurde der Antikdrper Anti-IDE/Insulysin Rabbit verwendet. Die Abbildung zeigt die
IDE-Proteinspiegel (A) bzw. —Expression (B) der langzeitinkubierten N2a-Zellen relativ zur Kontrolle. Die
Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von funf unabhéngigen Messungen dar.

Wihrend unter Vitamin D-Mangelbedingungen in vivo weder die Aktivitdt, noch die Ide-
Expression signifikant verdndert waren, zeigt Abbildung 31 eine signifikante
Proteinexpressionssteigerung der 25(OH)D3 supplementierten Zellen um 14% (= 2,9%,
p = 0,009**) im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Genexpression zeigt sich tendenziell,
jedoch nicht signifikant, erhéht (105% + 9%, p = 0,57 n.s.).
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4.4.5.6. Genexpressionsanalyse der AB-Degradationsenzyme

In Analogie zum in vivo Modell wurde der Einfluss der vierwdchigen 25(0OH)D3-
Supplementierung auf die Expression der Ap-degradierenden Enzyme untersucht. Unter
Vitamin D-Mangelbedingungen hatte sich lediglich eine signifikante Expressionsreduktion
von Neprilysin gezeigt, die Gesamtexpression aller Degradationsenzyme war nicht signifikant
verandert.

Die Expressionsanalyse wurde mittels RT-PCR durchgefuhrt. Tabelle 20 fasst die Ergebnisse
zusammen:

Tabelle 20 - Ergebnisse der Degradationsenzym-Genexpressionsanalyse aus langzeitinkubierten
N2a-Zellen (verdndert nach GRIMM et al., 2013c)

Die Tabelle zeigt den Mittelwert (MW), die mittlere Standardabweichung (StabWM), den zweiseitigen Student’s
t-Test sowie die Anzahl der Messungen der verschiedenen AP-Degradationsenzyme: Ace (Angiotensin

converting enzyme), Ctsb (Cathepsin B), ECE-1 und -2 (endothelin converting enzyme 1 und 2), Ide (insulin
degrading enzyme), Mmp2 und 9 (Matrix metalloproteinases 2 und 9), Nep (Neprilysin), Plg (Plasminogen).

Ap-Degradationsenzym MW [%] StabWM t-Test n-Zahl
[%0]

Ace 156 2 0,01* 9
Ctsb 129 0,8 0,005** 6
Ece-1 105 26 0,86 9
Ece-2 102 1 0,85 15
Ide 105 0,9 0,57 9
Mmp2 133 23 0,16 12
Mmp9 141 27 0,15 9
Nep 187 36 0,03* 9
Plg 171 25 0,009** 12

Waéhrend bei milder bis moderater Hypovitaminose D in vivo nur tendenzielle VVerdnderungen
beobachtet werden konnten, fuhrt eine langerfristige supraphysiologische 25(OH)D3-
Supplementierung unter den gewahlten Zellkulturbedingungen zu einer signifikanten
Expressionssteigerung mehrerer AB-Degradationsenzyme. Diese Ergebnisse schlisseln die
unter 4.4.5.2. beobachtete Gesamtdegradationssteigerung weiter auf und ermdglicht eine
Aussage Uber die Vitamin D-abhdngige Regulation der bekannten Ap-degradierenden
Enzyme unter den gewéhlten Bedingungen. Alle Ergebnisse sind nochmals in Abbildung 32

graphisch dargestellt.
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Abbildung 32 - Genexpressionsanalyse der Ap-degradierenden Enzyme aus langzeitinkubierten
N2a-Zellen (verandert nach GRIMM et al., 2013c)
Es wurde eine Expressionsanalyse mittels RT-PCR der bereits unter 4.3.5. untersuchten AB-Degradationsenzyme
durchgefuhrt. Die Abbildung zeigt die Expression der einzelnen Enzyme relativ zur Kontrolle. Die

entsprechenden Werte sind Tabelle 20 zu entnehmen. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung
der Messungen dar.

4.4.6. Bestimmung des AB-Gehalts aus langzeitinkubierten N2a-Zellen

AbschlieRend wurden die langzeitinkubierten N2a-Zellen mit humanem APP (hAPP) transient
transfiziert, um die Auswirkung einer 25(OH)D3-Supplementierung auf die Ap-Homoostase
zu untersuchen.

Der quantitative Nachweis von APP und AP wurde mittels Western-Blot-Analyse
durchgefuhrt. Die APP-Proteinspiegel wurden zur Kontrolle der Transfektionseffizienz
bestimmt, da die Vitamin D inkubierten  Zellen  prinzipiell  geénderte
Tranfektionseigenschaften aufweisen konnten. Zur Anreicherung der AB-Peptide wurde eine
Immunpréazipitation gemaR Kapitel 3.9.3. durchgefiihrt. Die Detektion der Proteine erfolgte
mit dem Antikdrper W02.
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Abbildung 33 - APP- und AB-Proteinspiegel nach transienter Transfektion aus langzeitinkubierten N2a-
Zellen (verandert nach GRIMM et al., 2013c und Dissertation Dr. Janine Mett, Universitat des Saarlandes,
2017)

Die langzeitsupplementierten N2a-Zellen wurden mit humanem APP (hAPP) transient transfiziert, um den
Einfluss der 25(OH)D3-Supplementierung auf die AB-Homdostase zu untersuchen. Der quantitative
Proteinnachweis erfolgte mittels Western-Blot-Analyse. APP und A wurden mittels W02 Antikdrper detektiert.
A — zeigt die APP-Proteinspiegel zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz relativ zur Kontrolle. B — zeigt die
Ap-Proteinspiegel der supplementierten Zellen relativ zur Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen die mittlere
Standardabweichung von funf unabhéngigen Messungen dar.

Abbildung 33 A zeigt die APP-Proteinspiegel der transfizierten Zellen. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied in der Transfektionseffizienz (-2,96% * 6,03%; p = 0,74 n.s.).
Abbildung 33 B zeigt die resultierende AB-Proteinmenge. Durch die Supplementierung von
25(0H)D3 kommt es zu einer signifikanten Reduktion der ApB-Peptide auf 87,10%
(= 3,63%; p = 0,036*). Somit zeigt sich bei gleicher Transfektionseffizienz eine signifikante
Reduktion des produzierten APs. Es besteht ein signifikanter Unterschied zu den
ApB-Proteinspiegeln nach der AB-Gesamtdegradation (65,05% + 1,58 %) (vgl. Kap. 4.4.5.2.)
(Differenz: 22,05%, p < 0,001**%*),
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4.5. Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

Tabelle 21 - Tabellarische Gegentberstellung der Ergebnisse
Wahrend im ersten Abschnitt der Arbeit der Einfluss einer milden bis moderaten Hypovitaminose D in vivo auf
die Ap-Homdostase untersucht wurde, wurde im zweiten Abschnitt eine supraphysiologische Supplementierung
unter Zellkulturbedingungen in vitro erforscht. Die Tabelle stellt die jeweiligen Ergebnisse gegeniber — die
Kontrollen (WT-Mause; SH-SY5Y/N2a-Zellen) wurden auf 100% normiert. In Klammern ist die jeweilige
mittlere Standardabweichung angegeben. Wurde eine Versuch unter den jeweiligen Bedingungen nicht
durchgefiihrt, ist dies in der Tabelle vermerkt (n.b. — nicht bestimmt).

Vitamin D-Mangel

Kontrolle —

4. Ergebnisse

Vitamin D-Substitution

(WT-Mause) normiert auf 100% (SH-SY5Y/N2a)
(SH-SY5Y/N2a/
WT-Méause)
AP ao- 110% (x 1,4%), 100 Ap-Gesamt-
Proteinspiegel p = 0,006** Proteinspiegel
(SH-SY5Y):
55,1% (£ 4,2%),
p <0,001***
Ap-Gesamt-
Afar 113% (= 2,2%), 100 Proteinspiegel (N2a):
Proteinspiegel p =0,014* 87,1% (+ 3,6 %),
p =0,036*
[-Sekretase- 106% (1,44%), 100 SH-SY5Y (lebend):
Aktivitat p=0,007** 74,4% (x 6,3%),
p = 0,009**
SAPPp- 104% (z 3,9%), 100 n.b.
Proteinspiegel p=0,47
BACE1- 116% (£ 4,6%), 100 SH-SY5Y:
Proteinspiegel p = 0,009** 54,1% (£ 5,7%),
p = 0,004**
BACE1- 87% (x 7%), 100 SH-SY5Y:
Genexpression p=0,15ns. 80,8% (£ 2,9%),
p =0,003**
y-Sekretase- 101% (x 3,7%), 100 SH-SY5Y (lebend):
Aktivitat p=0,86n.s. 85,3% (£ 2,5%),
p <0,001***
Nicastrin- 107% (x 3,3%), 100 SH-SY5Y:
Proteinspiegel p=0,22n.s. 83,3% ( 4,1%),
p =0,015*
y-Sek.-Kompl. 101% (£ 26%), 100 n.b.
Genexpression p=0,29n.s.
a-Sekretase- 105% (x 2%), 100 SH-SY5Y (lebend):
Aktivitat p=0,06n.s. 114,5% (£ 4,5%),
p =0,015*
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ADAM10- 100,2% (= 3%), 100 n.b.
Proteinspiegel p=0,96 n.s.
ADAM 17- 110,5% (= 2%), 100 n.b.
Proteinspiegel p =0,03*
ADAM17- 94% (£ 8%), 100 n.b.
Genexpression p=0,50n.s.
Ap-Gesamt- 79,2% (= 1,2%), 100 N2a (10 h):
Degradation p = 0,002** 100,1% (£ 2,3%),
p=0,98n.s.
N2a (18 h):
119,6% (£ 4,5%),
p =0,03*
N2a (Langzeit):
154% (+2,44%),
p < 0,001***
Neprilysin- 93% (£ 1,3%), 100 109% (£ 2,6%),
Aktivitat p = 0,003** p =0,03*
Neprilysin- 83% (x 5,24%), 100 187% (£ 36%),
Genexpression p =0,013* p =0,03*
IDE- 98,5% (£3,3%), 100 n.b.
Aktivitat p=0,7n.s.
IDE- n.b. 100 114% (£ 2,9%),
Proteinspiegel p = 0,009**
IDE-Genexpression 111% (x 34%), 100 105% ( 9%),
p=20,76 n.s. p=0,57n.s.
ACE- 83% (x 9%), 100 156% (x 20%),
Genexpression p=0,12ns. p=0,01*
CTSB- 129% (£ 17%), 100 129% (£ 8%),
Genexpression p=0,17n.s. p = 0,005**
ECE1L- 80% (£ 14%), 100 105% (£ 26%),
Genexpression p=0,18n.s. p=0,86n.s.
ECE2-Genexpression 93% ( 9%) 100 102% (+10%),
p=0,5n.s. p=0,85n.s.
MMP2- 169% ( 41%), 100 133% (£ 23%),
Genexpression p=0,16 n.s. p=0,16 n.s.
MMP9- 103% (= 22%), 100 141% (= 27%),
Genexpression p=0,89n.s. p=0,15n.s.
PLG- n.b. 100 171% (x 25%),
Genexpression p = 0,009**
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5. Diskussion

5.1. Zerebraler Vitamin D-Mangel in vivo, supraphysiologische Vitamin D-

Supplementierung in vitro

Wie bereits in der Fragestellung der Arbeit dargelegt, sollten in der hier vorliegenden Arbeit
zwei verschiedene Bedingungen untersucht werden: In vivo sollte die AB-Homdostase unter
milden bis moderaten Vitamin D-Mangelbedingungen analysiert werden, wohingegen in vitro
der Einfluss einer supraphysiologischen Vitamin D-Supplementierung bestimmt werden
sollte.
Calcidiol hat die langste Halbwertszeit der Vitamin D-Metaboliten und gilt im klinischen
Alltag als Parameter fur die Vitamin D-Versorgung eines Patienten (vgl. Kap. 2.6.) (DUSSO
et al., 2005). Daher wurde ein kommerziell erhéltliches ELISA-Kit verwendet (25-OH-
VitaminD-ELISA, Euroimmun), um die 25(OH)D3-Spiegel in vivo und in vitro zu bestimmen.
Zusétzlich erfolgte die Inkubation der N2a-Zellen mit 25(OH)D3 aus oben genannten
Griinden.
Die Calcidiol-Gewebekonzentration ist abhdngig von der Serumkonzentration. Zusétzlich
zeigen fetthaltige Gewebe hohere Konzentrationen als fettarme, aufgrund der lipophilen
Eigenschaften der Vitamin D-Metaboliten, die eine Secosteroid-Struktur aufweisen. Jedoch
sind die  Gewebekonzentrationen  insgesamt  signifikant  niedriger als  die
Serumkonzentrationen (s.u.) (BURILD et al., 2016). Aus diesem Grund war es notwendig das
25(0OH)D3 aus den verwendeten Gehirnen zunédchst mittels Lipidextraktion zu extrahieren
und somit zu konzentrieren (s. Kap. 3.10.2.). Es wurde die lipidhaltige Phase verwendet und
die Phase mit den polaren Nukleinsduren, Zuckern und Proteinen verworfen, welche das
Signal des verwendeten ELISAs durch Blockierung des Epitops gestort hatten. Gleichzeitig
wurde durch die Extraktion das Vitamin D-bindende Protein, welches einen GroRteil an
Vitamin D bindet, denaturiert, sodass das zuvor gebundene Vitamin D ebenfalls in der
lipophilen Phase nachgewiesen werden konnte. Aus Kostengriinden wurde auf ein
Standardadditionsverfahren zur exakten quantitativen Bestimmung des Vitamin D-Spiegels
verzichtet und die Proben relativ zueinander betrachtet.
Zusammengefasst wurden durch die Lipidextraktion drei Effekte erzielt — eine Blockierung
des Epitops wurde durch Herauslosen der polaren Stoffe (s.0.) reduziert, das gebundene
Vitamin D freigesetzt und letztlich konzentriert.
Bei der Konzentrationsbestimmung in vitro war hingegen keine vorherige Lipidextraktion
notwendig. Es wurde eine Calcidiol-Konzentration von 100 nM gewéhlt. Dies entspricht
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einem hochnormalen  Serumspiegel. Laut Literatur ist klinisch erst ab einer
Serumkonzentration von 150 ng/ml (374 nM) mit einer Toxizitat zu rechnen (HOLICK,
2007). Die gewahlte Menge entspricht daher der Zielsetzung einer supraphysiologischen
Vitamin D-Supplementierung in vitro. Durch die vorherige Behandlung der Zellen (vgl. Kap.
3.10.1) wurde der Anteil an 25(OH)D3 bestimmt, welcher in die Zellen aufgenommen wurde.
Dieser lag bei ca. 80% der Konzentration des supplementierten Wachstumsmediums (81,4 nM
vs. 100 nM). Im Vergleich zu den Kontrollzellen (2,45 ng/ml 2 6,13 nM) war somit die
Konzentration um ca. 1300% erhoht. Hierbei ist von besonderer Wichtigkeit, dass trotz der
13-fachen Erhéhung auch bei der Langzeitinkubation die ermittelte Zytotoxizitat unter 3% lag
(GRIMM et al., 2017). Neben der unveranderten Zytotoxizitat konnten bei den behandelten
Zellen keine Verénderungen in der Morphologie oder im Wachstumsverhalten beobachtet
werden.

Das Ziel des Ftterungsversuches war es eine Mangelsituation zu generieren, wie sie
typischerweise in unserer (westlichen) Gesellschaft vorliegt und gerade bei dlteren Menschen
zu beobachten ist. Es wurden Wildtyp-Méause verwendet, da lediglich < 5% der
Alzheimer-Falle familiar bedingt und somit auf Mutationen im APP oder Presenilin
zurlickzufuhren sind (BEKRIS et al., 2010). Calcidiol-Spiegel > 30 ng/ml (75 nmol/l) gelten
nach internationalen Empfehlungen als optimal, wéhrend Spiegel zwischen 21— 29 ng/ml
(52,5 nmol/l — 72,5 nmol/l) bereits als insuffizient/leichte Mangelsituation angesehen werden
(HOLICK, 2007; HOLICK et al., 2011; ROSEN, 2011). Llewellyn et al. zeigten, dass rund
40% der untersuchten Probanden mit einem Alter > 65 Jahre eine leichte Vitamin D-
Mangelsituation aufweisen (LLEWELLYN et al., 2011). Auch Klenk et al. beschrieben in
einer Untersuchung aus Deutschland, dass in Abhéngigkeit der Jahreszeit eine Vitamin D-
insuffiziente Versorgung bei 19,2% (Marz) — 63,4% (August) der Probanden (> 65 Jahre)
bestand (KLENK et al, 2013). Buell et al. berichteten, dass Patienten mit
Demenzerkrankungen im Vergleich zu Nicht-Demenzpatienten eine im Mittel rund 15%
niedrigere (16,8 ng/ml vs. 20 ng/ml) 25(OH)D3-Serumkonzentration aufweisen (BUELL et
al., 2010). Um eine optimale Vitamin D-Versorgung zu erreichen, sehen aktuelle
Empfehlungen fiir Patienten, die geféhrdet sind einen Vitamin D-Mangel zu entwickeln, eine
tagliche Substitution von 1500-2000 I.E. als suffizient an (HOLICK et al., 2011). Wie bereits
in Kap. 4.1.1., dargestellt entsprach die Futterung/Supplementierung der Kontrolltiere
(Vitamin D-reiches Futter) weitestgehend der humanen Situation. Die Bestimmung der
Vitamin D-Serumkonzentration der Kontrollmause durch die AG Bals spiegelte dies ebenfalls

wieder, da die Tiere im Durchschnitt Serumkonzentrationen von > 27 ng/ml aufwiesen. Eine
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Reduktion der zerebralen Calcidiol-Konzentration um 23% in den Vitamin D-Mangelméusen
entspricht somit der oben dargestellten leicht-moderaten Mangelsituation. Hierdurch konnte
die zweite Fragestellung der Arbeit, ob eine leichte Vitamin D-Defizienz zur Alzheimer-
Demenz beitragen kann, genauer untersucht werden. Zu beachten ist jedoch, dass hiermit nur
eine Aussage Uber das Gehirn-Gewebe getroffen werden konnte. Es ist denkbar, dass sich die
Reduktion im Gehirn geringgradiger darstellt, als in anderen Geweben, da bereits &ltere
Studien belegen, dass Vitamin D und seine Metaboliten v.a. im Fettgewebe und somit
vermutlich auch in anderen Geweben mit hohem Fettgehalt, wie dem Gehirn, akkumulieren
und gespeichert werden kénnen (MAWER et al., 1972; ROSENSTREICH et al., 1971,
RUNGBY et al., 1993; RUNGBY et al., 1990). Zusétzlich scheinen Gewebe mit Hilfe des
VDRs Vitamin D-Metaboliten anreichern zu kénnen (CHRISTAKOS et al., 2010; DUSSO et
al., 2005; KAMEL, KOLINSKI, 2012). Dies muss jedoch in weiteren Studien verifiziert
werden.

Durch die Vitamin D-Supplementierung in vitro sollte geklart werden, welchen Einfluss eine
zusétzliche Vitamin D-Gabe bei bereits bestehender physiologischer Vitamin D-Versorgung
hat. Wéhrend die Kurzzeitinkubation einen ,,Vitamin D (25(OH)D)-Impuls* darstellte, sollte
durch die Langzeitinkubation eine Situation geschaffen werden, in der sich zwischen den
einzelnen Vitamin D-Metaboliten (aktiv/inaktiv) ein Gleichgewicht einstellt, welches auf die
Zellen wirkt. Es ist bekannt, dass neuronale Zellen die hierzu notwendigen Enzyme
(CYP27A1, CYP27B1, CYP24A1) und den VDR exprimieren (CELLI et al., 1999; LANDEL
etal., 2017; ZHANG et al., 2017). Zusétzlich sollte die Langzeitinkubation eine langerfristige
Supplementierung, entsprechend der humanen Situation, imitieren. Wie bereits unter 4.4.
dargelegt, muss das verwendete Kélberserum (FBS) als Vitamin D-Quelle im
Zellkultursystem beachtet werden. Dies spiegelt sich in dem Nachweis von 25(OH)D3 in den
Kontrollzellen wider. Bezieht man die nachgewiesenen 25(OH)D3-Konzentrationen auf die
eingesetzte Proteinkonzentration (~ 1154 pg/ml) ergibt sich eine Gewebekonzentration von
2,1 pg 25(0OH)D3/kg vs. 28 pg 25(0H)D3/kg in den inkubierten Zellen. Burild et al. zeigten
in diesem Zusammenhang in einer Studie an Schweinen, dass bei einem optimalen
25(0OH)D3-Serumspiegel (Mittel 27,2 ng/ml), die Gewebekonzentration (Muskulatur,
Fettgewebe, Lebergewebe) in Abhdngigkeit des jeweiligen Fettgehaltes zwischen 1,07 — 4,52
pg 25(0OH)D3/kg lag (BURILD et al., 2016). Somit wird bestatigt, dass die Kontrollzellen
alleine durch das FBS suffizient/optimal mit 25(OH)D3 versorgt waren, wéhrend die

inkubierten Zellen eine 10-15 fach hohere, supraphysiologische Gewebekonzentration
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aufwiesen. Da das FBS aus einem lebenden Organismus gewonnen wird sollten alle

Metaboliten, inklusive dem aktiven Calcitriol, zusatzlich enthalten sein.
5.2. Der Einfluss von Vitamin D auf die Ap-Pathologie
5.2.1. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu einer zerebralen Ap-Erhéhung

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt erwahnt, wird ein Vitamin D-Mangel mit einer
erhdhten Alzheimer-Inzidenz assoziiert (AFZAL et al., 2013; BUELL et al., 2010;
LITTLEJOHNS et al., 2014). Ein typisches Merkmal der Alzheimer-Pathologie sind die
extrazelluldren amyloiden Plaques, welche zum grofiten Teil aus aggregiertem AP bestehen
(GLENNER, WONG, 1984; MASTERS et al., 1985).

In der vorliegenden Arbeit fiihrte die 23%ige Reduktion des zerebralen 25(OH)D3 Gehalts zu
einem signifikanten Anstieg von APz um 10% bzw. von APs um 12%, wéhrend das
APao/APsz-Verhdltnis unverdandert war. In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass in
friiheren Arbeiten gezeigt werden konnte, dass bereits ein geringer ABs-Anstieg zu einem
friheren Erkrankungsalter flihrt (DUERING et al., 2005).

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits von Yu et al. beschrieben. Dort fiihrte eine Vitamin D-
Supplementierung zu reduzierten AB-Spiegeln in APP/PS1 transgenen Méausen. Im Vergleich
zu den Kontrollmdusen zeigten die Vitamin D-supplementierten Mause eine
25(0OH)D3-Plasmakonzentrationserhdhung um 75% (21,98 ng/ml vs. 38.53 ng/ml). APso
(48%ige  Reduktion) und  APs;  (46%ige  Reduktion)  waren in den
Vitamin D-supplementierten Tieren signifikant reduziert, wohingegen auch hier das
ABao/APa-Verhéltnis unverandert war. Wird von einem linearen Zusammenhang
ausgegangen, fuhrte der Anstieg des 25(OH)D3-Spiegel um 1% zu einer 0,7%igen Reduktion
der AB-Menge (YU et al., 2011). In Ubereinstimmung mit diesen Daten, kam es in der
vorliegenden Arbeit zu einem durchschnittlichen AB-Anstieg von 0,5% pro Prozentpunkt
25(0OH)D3-Reduktion.

Briones und Darwish beschrieben ebenfalls einen Einfluss von 1,25(0OH),D3 auf die Ap-
Pathologie. Mannliche Wildtyp F344 Ratten mit einem Alter von 6 Monaten (junge
Population) bzw. 20 Monaten (alte Population) erhielten tGber einen Zeitraum von 21 Tagen
subkutane Injektionen mit 1,25(0OH),D3. Durch diesen Versuchsaufbau konnten sie zusatzlich
altersspezifische Aussagen tber die Auswirkung einer Vitamin D-Supplementierung treffen.
Interessanterweise kam es bei den jungen Ratten zu keiner signifikanten Anderung des
1,25(0OH),D3-Plasmaspiegels, wohingegen er bei den alten Ratten signifikant erhoht war.

Entsprechend kam es zu keiner signifikanten Anderung der untersuchten AB-Oligomere im
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Hippocampus der jungen Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu
zeigten die alten im Vergleich zu den jungen Tieren eine signifikant hohere Anzahl an Af-
Oligomeren (35% hoher in alten Kontroll- und 18% hoher in alten 1,25(0OH),D3-
supplementierten Ratten), wobei die 1,25(0OH),D3-supplementierten, alten Tiere signifikant
weniger AP-Oligomer aufwiesen (BRIONES, DARWISH, 2012). Folglich scheint eine
Vitamin D-Supplementierung v.a. im Alter eine wichtige Rolle einzunehmen. Unter
zusétzlichem Einbezug der hier dargelegten Daten, sollte bereits ein leichtgradiger Mangel
ausgeglichen werden, da dieser schon Auswirkungen auf den Erkrankungsbeginn haben

konnte.
5.2.2. Eine Vitamin D-Supplementierung in vitro fiihrt zu einer Ap-Reduktion

Wahrend in vivo die AB-Pathologie unter Vitamin D-Mangelbedingungen untersucht wurde,
sollte in vitro der Einfluss einer supraphysiologischen Supplementierung auf die
AB-Produktion beurteilt werden. Es wurde zwischen einer Kurzzeit- und einer
Langzeitinkubation unterschieden. Wie bereits in dem Kapitel 5.1. beschrieben, wiesen die
langzeitsupplementierten N2a-Zellen eine 13-fach hohere 25(OH)D3-Konzentration im
Vergleich zu den Kontrollzellen auf. Da es sich bei den SH-SY5Y-Zellen ebenfalls um eine
Neuroblastom-Zelllinie handelt, ist von einer dhnlichen Aufnahme an Calcidiol auszugehen.
Beziiglich der nachgewiesenen Ap-Reduktion unterschieden sich die Kurzzeit- und
Langzeitinkubation um ca. das Vierfache (45% vs. 13%), was jedoch vermutlich auf die
unterschiedlichen Zelltypen (humane SH-SY5Y-Zellen vs. murine N2a-Zellen) und die
unterschiedliche Behandlung der Zellen (stabil vs. transient transfiziert) zurtickzuftihren ist.
Gezen-Ak et al. untersuchten in einer aktuellen Studie u.a. den Einfluss von Vitamin D auf
die AB-Homoostase in vitro. Es wurden kortikale Primdrneurone von Ratten verwendet und
diese mit zwei verschiedenen Konzentrationen an Calcitriol inkubiert (10 nM und 100 nM).
Die APs-Konzentrationen wurden intrazellular mittels Immunfluoreszenz und extrazellular
mittels ELISA bestimmt. Es wurden zwei Zeitpunkte untersucht — eine 24 stiindige und eine
48 stundige Inkubation der Zellen. Passend zu den hier dargelegten Daten zeigten sich sowohl
die intrazelluldren als auch die extrazelluldren Ag4,-Spiegel reduziert. Interessanterweise
zeigte sich eine stdrkere intra- und extrazellulare ApPs-Reduktion nach 24 stiindiger
Inkubation mit der niedrigeren Konzentration. Nach 48 h waren die AP4,-Spiegel fur beide
Konzentrationen weiterhin reduziert im Vergleich zu den Kontrollzellen, glichen sich jedoch
auf einem Niveau an (GEZEN-AK et al., 2017). Auch hier ist von einer supraphysiologischen

Supplementierung auszugehen, da die Primarneurone fur mindestens 7 Tage vor Beginn der
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Experimente kultiviert wurden. Die Beobachtung, dass die geringere Calcitriol-Konzentration
eine stirkere APg-Reduktion nach 24 h bewirkte und diese nach 48 h nicht Uberschritten
wurde, lasst vermuten, dass bei suffizienter Versorgung eine zusatzliche Supplementierung
zwar eine AB-Reduktion bewirken kann, jedoch eine Sattigungskurve besteht. Da es sich bei
dieser Untersuchung lediglich um in vitro Untersuchungen handelt, sollte diese Hypothese in
vivo Uberpruft werden. Hieraus konnten wichtige Schlussfolgerungen zur Risiko-Nutzen-
Abwigung (Nebenwirkungen vs. AP-Reduktion) bei einer Supplementierung unter

suffizienter Versorgung gezogen werden.
5.3. Beeinflussung der amyloidogenen APP-Prozessierung durch Vitamin D
5.3.1. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fiihrt zu einer Steigerung der B-Sekretase-Aktivitat

Um die Ursache der erhohten AB-Proteinspiegel zu untersuchen, wurde in Kap. 4.2.1.1. die -
Sekretase-Aktivitat aus den Vitamin D-defizienten Maushirnen bestimmt. Es zeigte sich eine
signifikante Steigerung der Aktivitat um ca. 6% (s. Kap. 4.2.1.1.), bei gleichzeitiger ca.
16%iger BACEL-Proteinspiegelerhthung (s. Kap. 4.2.1.4.). Die BACEL-Aktivitatsmessung
wurde in einem zweiten Kollektiv wiederholt, da sich der Effekt relativ schwach darstellt.
Auch hier zeigte sich eine signifikante BACEL-Aktivitatssteigerung um ca. 8%. Zusétzlich
wurden die erstellten PNFs vor der Messung mit 25(OH)D3 inkubiert. Da durch diesen
Versuchsaufbau keine Beeinflussung der Enzymaktivitdt durch Transkriptions- und
Translationsvorgange erfolgte, konnte hierdurch eine Aussage uber den direkten Einfluss von
Calcidiol auf BACEL1 getroffen werden (s. Kap. 4.2.1.2.). Es zeigte sich eine im Vergleich zur
unsupplementierten Situation (108,4%) eine signifikant reduzierte BACEL-Aktivitat auf
104,9%, sodass vermutet werden kann, dass Calcidiol direkt mit BACE1 interagiert. Calcidiol
hat als Secosteroid eine groRe strukturelle Ahnlichkeit zu Cholesterin (s. Abbildung 1),
welches direkt mit BACEL interagieren kann (KALVODOVA et al.,, 2005). Eine
abschlieBende Aussage beziiglich der sAPPp-Proteinspiegelsteigerung, als Ausdruck der
gesteigerten Sekretaseaktivitat, konnte aufgrund eines zu geringen Stichprobenumfangs und
bestehenden Effekten im einstelligen Prozentbereich nicht nachgewiesen werden (s. Kap.
4.2.1.3.). Es bestand lediglich eine tendenzielle Steigerung der sAPPB-Proteinspiegel um
4,06% ohne signifikanten Unterschied zur B-Sekretaseaktivitédtssteigerung. Interessanterweise
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der -Sekretase-Aktivitatssteigerung und
den bestimmten BACEL-Proteinspiegeln (6% Sekretase-Aktivitatssteigerung vs. 16%
Proteinspiegel-steigerung) (p = 0,009**). Diese Beobachtung kénnte auf eine gesteigerte de

novo Synthese oder eine verminderte BACEL-Degradation zuriickzufiihren sein, mit
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gleichzeitiger Akkumulation von inaktiven BACE1-Molekilen in der Zelle. Eine gesteigerte
de novo Synthese erscheint jedoch in diesem Zusammenhang unwahrscheinlicher, da in
Kapitel 4.2.1.5. gezeigt werden konnte, dass die Bacel-Genexpression unverdndert bzw.
sogar tendenziell reduziert war. Die Reduktion der Bacel-mRNS-Menge konnte Ausdruck
einer moglichen Gegenregulation auf Gen-Ebene auf die gesteigerten BACEL1-Proteinspiegel
darstellen. Eine Anderung der Translation unter Vitamin D-defizienten Bedingungen wurde
in dieser Arbeit nicht untersucht, sodass letztlich keine endgiltige Beurteilung der BACEL de
novo Synthese maoglich ist.

Wie bereits oben erwahnt, Il&sst sich jedoch die hier beobachtete BACE1-
Proteinspiegelerhéhung potentiell durch eine gednderte BACEL-Degradation unter Vitamin
D-Mangelbedingungen erklaren. BACEL kann lysosomal und proteasomal abgebaut werden
(KOH et al., 2005; QING et al., 2004). Wahrend bei der Regulation der lysosomalen
Degradation vor allem GGAS3 eine wichtige Rolle spielt (KANG et al., 2010; KOH et al.,
2005; TESCO et al., 2007), ist die proteasomale BACEL1-Degradation von der Ubiquitin
carboxy-terminal hydrolase L1 (UCHL1) abhéngig (ZHANG et al., 2012). Vor allem das
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) wird in Zusammenhang mit dem Vitamin D-
Metabolismus gebracht. Entsprechend werden zahlreiche Gene des UPS durch 1,25(0H),D3
reguliert (ALVAREZ-DIAZ et al., 2010). Eine Untersuchung von Muskelzellen zeigte, dass
zahlreiche Gene, die im Proteinkatabolismus beteiligt sind, unter Vitamin D-defizienten
Bedingungen herunterreguliert sind. Dabei gehdren die am starksten betroffenen Gene zum
UPS (MAX et al., 2013). Im Gegensatz dazu scheint die lysosomale Aktivitat unter Vitamin
D-Mangelbedingungen nicht verdndert zu sein (BHAT et al., 2013). Bemerkenswerterweise
besteht ein mdglicher Zusammenhang zwischen einem dysfunktionalen UPS und der
Alzheimer-Erkrankung (DE VRIJ et al., 2001; KELLER et al., 2000; VAN LEEUWEN et al.,
1998). Folglich kdnnte eine Vitamin D-Defizienz bei Alzheimer-Patienten die proteasomalen
Dysfunktion zusatzlich verstarken.

Auch  weitere  Arbeitsgruppen  beschrieben eine  BACE1L-Proteindnderung unter
Vitamin D-Mangelbedingungen. Yu et al. beobachteten neben einer signifikanten Reduktion
der AB4o- und APso-Proteinspiegel, eine signifikante Reduktion der B-CTF-Proteinspiegel in
den Vitamin D-supplementierten Mausen im Vergleich zu den Kontroll- und Vitamin D-
defizienten Tieren. Zusétzlich zeigten die supplementierten Tiere einen signifikanten sAPPa-
Anstieg. Da die a- und die B-Sekretase um das APP-Substrat konkurrieren, schlussfolgerten
die Autoren, dass ihre Beobachtungen auf eine mogliche B-Sekretaseaktivitétssteigerung unter

Vitamin D-Mangelbedingungen zurtickzufuhren sei (YU et al., 2011). Auch Briones und
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Darwish zeigten in ihrer Studie, dass es unter Vitamin D-Mangelbedingungen zu einer
signifikanten Erhohung der BACEL-Proteinspiegel im Hippocampus kommt (BRIONES,
DARWISH, 2012). Diese wurde nur in der alten Rattenpopulation beobachtet, wohingegen
die sechs Monate alten Tiere keine Anderung der BACE1-Proteinspiegel nach 1,25(0OH),D3-
Supplementierung aufwiesen. Verschiedene Studien zeigen, dass sowohl die BACE1-mRNS,
als auch der -Proteingehalt und die -Aktivitat im Gehirn von Alzheimer-Patienten erhoht sind
(FAGHIHI et al., 2008; FUKUMOTO et al., 2002; L1 et al., 2004), sodass sich ein Ausgleich
einer Hypovitaminose D bei diesen Patienten aufgrund der dargelegten Ergebnisse als

sinnvoll darstellt.

5.3.2. Eine Vitamin D-Supplementierung in vitro fuhrt zur Reduktion der p-Sekretase-
Aktivitat

Wéhrend sich in vivo lediglich geringe Effekte auf die p-Sekretase unter milden-moderaten
Mangelbedingungen zeigten, flhrte eine Supplementierung in vitro zu einer hochsignifikanten
26%igen Reduktion der p-Sekretase-Aktivitdt auf lebenden SH-SY5Y-Zellen. Nach
Inkubation von PNFs aus SH-SY5Y-Zellen zeigte sich in Ubereinstimmung mit dem unter
4.2.1.2. beschriebenen direkten Effekt von Calcidiol auf die B-Sekretase eine tendenzielle
Reduktion der Aktivitat um 4,24%. Als zusétzliche Erklarung der dokumentierten
Aktivitatsreduktion wurde eine signifikante Reduktion der BACE1-Genexpression auf 81%
(p = 0,003**) und -Proteinspiegel auf 54% (p = 0,004**) im Vergleich zu den Kontrollzellen
nachgewiesen. Hierbei unterschieden sich die Genexpression und Proteinspiegel signifikant
voneinander, was erneut auf eine gednderte BACEL1-Proteinstabilitat hindeuten konnte. Es ist
maoglich, dass BACE1, wie im vorangegangenen Kapitel bereits ausfuhrlich diskutiert,
vermehrt Vitamin D-abhéngig im UPS degradiert wird. Dies muss jedoch in weiteren
experimentellen Ansétzen Uberpruft werden.

Bezuglich der beschriebenen BACE1-Genexpressionsreduktion konnten in einer aktuellen
Zellkulturuntersuchung ahnliche Effekte nachgewiesen werden. Gezen-Ak et al. behandelten
kortikale Primdrneurone von Ratten mit u.a. VDR SiRNS, was eine VDR-
Expressionsreduktion bedingte. Dies fuhrte in den untersuchten Zellen zu einer signifikanten
Erh6hung der BACE1-Genexpression und -Proteinmenge. Umgekehrt resultierte eine
Inkubation der Zellen mit Calcitriol Uber 48 h in eine signifikante BACE1-mRNS-Reduktion
im Vergleich zu den Kontrollzellen (GEZEN-AK et al., 2017). Folglich kann die BACE1-
Expression ber den VDR reguliert werden. Die BACE1-Promotorregion enthalt zahlreiche
Bindedomanen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren (CHRISTENSEN et al., 2004), wobei
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u.a. NF-xkB an diese binden und die Genexpression regulieren kann (BOURNE et al., 2007;
BUGGIA-PREVOT et al., 2008). APs, kann u.a. Uber diesen Weg die BACE1-Expression
induzieren (BUGGIA-PREVOT et al., 2008). Calcitriol ist ebenfalls in der Lage den NF-«xB-
Signalweg zu beeinflussen. Es wurde beschrieben, dass 1,25(0OH),D3 die Expression von
IkB-a, dem Inhibitor von NF-kB, steigert und gleichzeitig dessen Phosphorylierung
vermindert, was zu einer reduzierten proteasomalen Degradation des Inhibitors fihrt.
Zusétzlich verringert Vitamin D die Translokation von NF-kB in den Kern (CHAGAS et al.,
2012). Daher konnte die erfolgte Calcidiol-Supplementierung zu einer Hemmung des NF-kB-

Signalwegs fuhren und folglich eine Reduktion der BACE1 de novo Synthese bedingen.

5.3.3. Ein moderater Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu tendenziellen Veranderungen

des y-Sekretase-Komplexes

Da eine Anderung der B-Sekretase-Aktivitat unter milden-moderaten Vitamin D-
Mangelbedingungen nachgewiesen werden konnte, wurde ab Kapitel 4.2.1.6. die y-Sekretase,
als weiteres essentielles Enzym des amyloidogenen Prozessierungsweges, analysiert. Zur
Untersuchung einer y-Sekretase Proteinspiegeldnderung, wurde stellvertretend der Nicastrin-
Proteingehalt aus den Mausgehirnen bestimmt. Nicastrin stellt eine essentielle Untereinheit
des multimerischen Enzymkomplexes dar und ist u.a. fir dessen Maturation verantwortlich
(CHAVEZ-GUTIERREZ et al., 2008). AuRerdem hat Nicastrin, im Vergleich zu den anderen
Untereinheiten, nur eine Isoform, was die Aussage Uber das Vorliegen aktiver y-Komplexe
erleichtert.

Im Gegensatz zur p-Sekretase, zeigten sich fiir die vy-Sekretase keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Vitamin D-defizienten Tieren und den Kontrollmdusen. Dennoch
waren die Nicastrin-Proteinspiegel (vgl. Kap. 4.2.1.7.) sowie die mMRNS-Expression einzelner
Untereinheiten des multimerischen Komplexes tendenziell gedndert (vgl. Kap. 4.2.1.8.):
Wihrend die y-Sekretase-Aktivitit keine Anderung zwischen beiden Gruppen aufwies
(0,96%, n.s.), waren die Nicastrin-Proteinspiegel in den Vitamin D-defizienten Tieren um ca.
tendenziell 7% erhoht. Auch die Nicastrin-Genexpression zeigte eine tendenzielle Steigerung
und unterschied sich nicht signifikant von den bestimmten Proteinspiegeln. Folglich kdnnte
die Proteinspiegelsteigerung auf eine vermehrte Transkription zurtickzuftihren sein. Auch eine
verminderte Degradation tiber das UPS, wie unter 5.3.1. diskutiert, ist denkbar, da Nicastrin
ebenfalls tber diesen Weg abgebaut wird (HE et al., 2007). Die Expression von Presenilin 2
und dem Presenilin Enhancer war ebenfalls tendenziell erhoht. Nach Verrechnung aller

Untereinheiten  zeigte sich zusétzlich eine 9%ige, jedoch nicht signifikante,
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Expressionssteigerung des gesamten vy-Sekretase-Komplexes (s. Kap. 4.2.1.8.). Die
eingeschrankte Anzahl an in vivo Proben l&sst jedoch keine abschlieBende Beurteilung der
tatsdchlichen Expressionsdnderung der y-Sekretase-Untereinheiten unter leichten-moderaten
Vitamin D-Mangelbedingungen zu.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass bei moderater Vitamin D-Defizienz tendenziell
die Expression der y-Sekretase-Komponenten sowie die Nicastrin-Proteinspiegel erhéht sind.
Gleichzeitig zeigt sich jedoch keine Verdnderung der vy-Sekretase-Aktivitdt. Die
Aktivitatsbestimmung basiert auf der proteolytischen Spaltung eines Peptids, wodurch die n-
und c-terminal verknupften Fluorophor- und Quencher-Molekiile rédumlich voneinander
getrennt werden. Hierdurch kommt es bei der Spaltung zur Fluoreszenz. Da das verwendete
Peptid nicht nur durch die y-Sekretase, sondern ebenfalls durch andere Proteasen degradiert
werden kann, ist mit einer gewissen Unspezifitdt zu rechnen. Experimentell wurde versucht
diese durch Membranpraparation und durch das Einsetzen verschiedener Proteaseinhibitoren
zu reduzieren. Es ist dennoch mit einer Unspezifitat der Aktivitatsbestimmung von 10-20% zu
rechnen. Insbesondere bei der, aufgrund der Expressions- und Proteinspiegel-Analyse zur
erwartenden, Aktivitatssteigerung im einstelligen Prozentbereich, kann dies dazu fuihren, dass
Verdnderungen nicht detektierbar waren. Es gilt zu kléren, ob sich die tendenziellen
Expressionsunterschiede mit zunehmender Vitamin D-Mangelsituation verstarken wirden.
Dies ist von besonderem Interesse, da Untersuchungen umgekehrt einen moglichen Einfluss
der y-Sekretase auf den Vitamin D-Metabolismus nahelegen: Es wurde beschrieben, dass
Megalin durch die y-Sekretase geschnitten wird (ZOU et al., 2004). Megalin (auch Low
Density Lipoprotein receptor-related Protein 2 — LRP2) gehort zur LDL-Rezeptor
Superfamilie und ist wichtig fir die endozytotische Aufnahme von 25(OH)D3 in die Zelle
(NYKJAER et al., 1999; SAITO et al., 1994). Die Megalin-Expression wird durch Vitamin D
reguliert und durch 1,25(0OH),D3 gesteigert (LIU et al., 1998). Im ZNS befindet sich Megalin
vor allem im Plexus choroideus (ZHENG et al., 1994) sowie in Oligodendrozyten des
Rickenmarks (WICHER et al., 2006). In Neuronen und Gliazellen wurde das Protein
hingegen nicht nachgewiesen (CHUN et al.,, 1999; KOUNNAS et al.). Folglich kdnnte
Megalin eine wichtige Rolle beim Transport von 25(OH)D3 uber die Blut-Hirn-Schranke
spielen. Zusatzlich transportiert Megalin AP aus dem Liquor in die Blutzirkulation (ALVIRA-
BOTERO, CARRO, 2010). Zusammengefasst konnte dies bedeuten, dass die Megalin-
Expression unter Vitamin D-Mangelbedingungen reduziert ist, was zu einem verminderten
Transport von 25(OH)D3 in den Liquor und von AP in die Blutzirkulation fithren konnte.

Dies wiirde zu einer Verschlechterung der Vitamin D-Versorgung des Gehirnparenchyms und
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zu einem verminderten AP-Abtransport fithren. Eine mogliche Steigerung der y-Sekretase-
Aktivitdt unter Vitamin D-defizienten Bedingungen kodnnte diesen Zustand noch weiter

verschlechtern. Diese Hypothese muss jedoch in Folge-Studien weiter untersucht werden.

5.3.4. Eine Vitamin D-Supplementierung in vitro fihrt zur signifikanten Reduktion der
v-Sekretase-Aktivitat

Aufgrund der nicht eindeutigen Datenlage bei den Vitamin D-defizienten Méusen, wurde der
Einfluss von Calcidiol auf die y-Sekretase-Aktivitat in lebenden SH-SY5Y-Zellen untersucht.
Dies erfolgte in Analogie zur in vitro B-Sekretase-Aktivitatsmessung, d.h. es wurden
Neuroblastomzellen fur 24 h (8 + 16 h) mit einer supraphysiologischen Konzentration von
100 nM 25(OH)D3 inkubiert. Es zeigte sich eine signifikante Aktivitatsreduktion der
y-Sekretase auf 85% im Vergleich zu den Kontrollzellen (p < 0,001***). Zusétzlich wurde die
Nicastrin-Expression bestimmt. Diese zeigte sich im selben MaRe auf 83% signifikant
reduziert (vgl. Kap. 4.4.2.3.). Hierbei bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der
Aktivitdt- und der Expressionsédnderung, sodass vermutet werden kann, dass die
Aktividtsreduktion auf die dokumentierte Expressionsreduktion zurtickzuftihren sein konnte.
Interessanterweise zeigten Gezen-Ak et al. in der bereits oben beschriebenen Studie in
Ubereinstimmung mit den hier dargelegten Daten, dass eine Inkubation von kortikalen
Primarneuronen mit Calcitriol Gber 48 h zu einer signifikanten Reduktion der Nicastrin-
Expression fiihrte. Dies dokumentierten die Autoren sowohl fiir eine eingesetzte
Konzentration von 10 nM, als auch fiir 100 nM. Des Weiteren untersuchten die Autoren den
Einfluss von 1,25(0OH),D3 auf die Presenilin 1- und 2-Expression. Hier ergaben sich keine
eindeutigen Ergebnisse — Die PS1-Expression zeigte zeit- (12 — 24 — 48 h) und
konzentrationsabhangige (10 nM und 100 nM) Schwankungen. Nach einem Zeitraum von
48 h war sie im Vergleich zu den Kontrollzellen tendenziell (10 nM) bzw. sogar signifikant
erhoht (100 nM). Die PS2-Expression unterschied sich nach dem entsprechenden Zeitraum
hingegen nicht signifikant von der Kontrolle. Die Behandlung der Zellen mit VDR siRNS
flhrte passend zu einer gesteigerten Nicastrin-Expression und zu einer signifikanten
Erhéhung der Nicastrin-Proteinspiegel. Bemerkenswerterweise fiihrte dieses VVorgehen auch
zu einer signifikanten Steigerung der PS1- und PS2-mRNS-Spiegel und —Proteinmenge, im
Gegensatz zu den inhomogenen Ergebnissen nach erfolgter Supplementierung. Diese Daten
decken sich mit den tendenziellen Expressionsanderungen, welche im Mausmodell
nachgewiesen wurden (s.0.) (GEZEN-AK et al., 2017). Dies stiitzt die Vermutung, dass in

einer Vitamin D-Mangelsituation durchaus die y-Sekretase mitbetroffen ist und die fehlende
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Signifikanz auf die oben dargelegten Versuchsbedingungen zurtickzufiihren war. Des
Weiteren lassen die Daten von Gezen-Ak et al. annehmen, dass der Ausgleich einer
Mangelsituation in Bezug auf die Expressions- und Proteinspiegeldnderungen der v-
Sekretase-Untereinheiten (Nicastrin, Presenilin 1 und 2) wesentlich wichtiger erscheint, als
eine zusatzliche Supplementierung, da sich hier lediglich eine Anderung der Nicastrin-
Expression und -Proteinmenge zeigte. Diese Beobachtung muss jedoch weiter verifiziert

werden.
5.4. Beeinflussung der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung durch Vitamin D

In Kapitel 4.2.2. wurde die Auswirkung der Vitamin D-Mangelsituation in vivo auf den nicht-
amyloidogenen Prozessierungsweg untersucht. Es zeigte sich eine tendenzielle Steigerung der
a-Sekretase-Aktivitdt um ca. 5% (p = 0,06 n.s.). Ein Erreichen des Signifikanzniveaus ware
eventuell durch eine Erhéhung des Stichprobenumfangs moglich gewesen, jedoch stand
lediglich die angegebene Anzahl an Mausen zur Verfugung. Des Weiteren ist in Analogie zur
y-Sekretase-Aktivitatsbestimmung die Unspezifitat der Methode zu beachten (s. Kap. 5.3.3.).
Die tendenzielle Steigerung der o-Sekretase wurde auf eine signifikante ADAM17-
Proteinspiegelerhéhung zuriuickgefiihrt (10,46%, p = 0,03*), wohingegen die ADAM10-
Proteinmenge in den Vitamin D-defizienten Tieren nicht erhoht war (0,22%; p = 0,96 n.s.)
(vgl. Kap 4.2.2.2.). Eine gleichzeitige Adam17-Expressionssteigerung, welche die erhthten
Proteinspiegel erklart hatte, wurde in Kap. 4.2.2.3. nicht nachgewiesen, sodass von einem
proteinstabilisierenden Effekt auszugehen ist, welcher spater detaillierter diskutiert wird.
Obwohl in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Anderung der ADAM10-Proteinspiegel
und der Adaml7-Genexpression in vivo nachgewiesen werden konnte, ist jedoch ein
maoglicher Einfluss des Vitamin D-Metabolismus auf die Expressionsregulation der beiden
Metalloproteinasen denkbar:

Tippmann et al. untersuchten den Einfluss verschiedener Retinoid X Receptor (RXR)-
Liganden auf die ADAM10-Genexpression. Sie zeigten, dass diese durch Retinoid Acid
Receptor(RAR)/Retinoid X Receptor(RXR)-Heterodimere nach Stimulation mit Retinolsdure
gesteigert werden konnte. Der VDR bildet ebenfalls Heterodimere mit dem RXR (DUSSO et
al., 2005). Entsprechend zeigten die Autoren, dass eine Aktivierung des VDRs mit Calcitriol
zu einer erhéhten ADAM10-Promotoraktivitit, jedoch zu keiner signifikanten Anderung der
sAPPa-, sAPPB- und ADAM10-Proteinspiegel fiihrte (TIPPMANN et al., 2009). Es ist jedoch
zu beachten, dass Tippmann et al. supraphysiologische 1,25(0OH),D3-Konzentrationen

verwendeten. Wahrend die physiologische Serum-Calcitriol-Konzentration zwischen
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30-70 pg/ml (entspricht 70-170 pM) liegt (BELL et al., 1985; PARIKH et al., 2004), wurden
die Zellen in der Studie mit 25 nM 1,25(0OH),D3 behandelt. Folglich ist es schwierig eine
definitive Aussage Uber eine Vitamin D-abhdngigen ADAM10-Expressionsregulation unter in
vivo Bedingungen zu treffen. In der vorliegenden Arbeit wurden daher Neuroblastom-
Zelllinien mit einer (supra-)physiologischen Calcidiol-Konzentration von 100 nM fir 24 h
inkubiert. Wie beschrieben, tragen unterschiedliche Matrixmetalloproteasen zur a-Sekretase-
Aktivitét bei. Es wurde daher beschlossen die Gesamtaktivitdt der a-Sekretase zu bestimmen.
In Ubereinstimmung mit Gezen-AK et. al., welche eine signifikante Steigerung der ADAM10-
Expression nach 48 stundiger Inkubation von kortikalen Primédrneuronen mit 10 nM Calcitriol
beschrieben (GEZEN-AK et al., 2017), dokumentierten wir einen signifikanten Anstieg der
Gesamtaktivitdt der a-Sekretase auf ca. 115% (p = 0,015%) in vitro. In diesem Zusammenhang
ist hervorzuheben, dass die beobachtete Aktivitatssteigerung nicht nur auf eine mdgliche
Erhéhung der ADAM10-Expression, sondern auch auf eine Vitamin D-abhdngige Verlagerung
von ADAM10 aus dem Zytosol an die Plasmamembran bedingt sein kdnnte, wie in einer
neueren Studie von Yang et al. beschrieben wurde (YANG et al., 2016). Dies wirde eine
bessere Zuganglichkeit des Enzyms zum Substrat bedingen.

Die ADAM17-Expression kann ebenfalls durch den Vitamin D-Metabolismus reguliert
werden (DUSSO et al., 2010). Die TACE-Promotorregion enthélt keine Vitamin D-Response
Elements (VDREs), jedoch verschiedene CCAAT enhancer-binding protein f (C/EBPp)
Bindedoménen. C/EBPp ist ein Transkriptionsaktivator und gehort zu einer Familie von
Transkriptionsfaktoren, die in der Regulation von Zellwachstum, Differenzierung und
Inflammation beteiligt sind (HANSON, 1998; RAMJI, FOKA, 2002). Interessanterweise fuhrt
Calcitriol zu einer Steigerung der C/EBPB-mRNS-Spiegel (DHAWAN et al., 2005). Somit
konnte Vitamin D Uber diesen Weg Einfluss auf die TACE-Expression haben, was jedoch in
weiteren Studien verifiziert werden sollte.

Da in der vorliegenden Arbeit unter den gewéhlten Versuchsbedingungen einer nur moderaten
Vitamin D-Defizienz kein Einfluss auf die ADAM17-Expression nachgewiesen wurde, ist die
beschriebene ADAM17-Proteinspiegelerhéhung vermutlich auf eine Translations-steigerung
oder eine Proteinstabilisierung zuriickzuftihren. Beide Mdoglichkeiten wurden im Folgenden
aufgrund von fehlendem Material nicht genauer untersucht. In Anbetracht der diesbezuglichen
Literatur erscheint jedoch eine Proteinstabilisierung naheliegender. Dusso et al. diskutierten
eine mogliche Vitamin D-abhdngige ADAM17-Proteinstabilisierung tber Beeinflussung des
epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor- (engl.: epidermal growth factor receptor (EGFR))
und des Angiotensin Il (Angll)-Signalwegs (DUSSO et al., 2010). Der EGFR, ein
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transmembranes Glykoprotein, ist an der Regulation des Zellwachstums beteiligt
(CARPENTER, 1987; HILL, TREISMAN, 1995). EGFR erhoht die ADAM17-Proteinspiegel
durch Verlangerung der Halbwertszeit des Proteins, ohne die Genexpression zu beeinflussen
(SANTIAGO-JOSEFAT et al., 2007). Calcitriol hingegen bedingt eine Veranderung der
EGFR-Lokalisation und fuhrt zu einer Inhibition des EGFR-Signalwegs (CORDERO et al.,
2002).

Ang Il ist ein Haupteffektor des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems. Es fihrt zu einer
Induktion von TACE (LAUTRETTE et al.,, 2005), wohingegen 1,25(0OH),D3 zu einer
Reduktion der ATII-Typ 1-Rezeptoren fiihrt (DONG et al., 2012).

Aus der oben genannten Literatur ist daher zu folgern, dass ein Vitamin D-Mangel eine
TACE-Stabilisierung durch eine verminderte Inhibition des EGFR-Signalweges bzw. durch
eine Erhéhung der ATI1I-Rezeptoren bedingt. Dies muss jedoch in weiteren Studien analysiert
werden, da die vorliegenden Daten hauptséchlich aus Untersuchungen der renalen TACE-
Expression stammen und somit nicht ohne weiteres auf die zerebrale Expression zu
Ubertragen sind.

Unter Beachtung, dass ADAM17 im Gehirn nicht nur in Endothelien sondern v.a. auch in
Gliazellen exprimiert wird (GODDARD et al., 2001; KARKKAINEN et al., 2000), stellt sich
die Frage, welche Auswirkung eine ADAM17-Proteinspiegelerhdhung haben kénnte?
ADAMI17 st fir die Aktivierung von TNFoa durch den Schnitt des inaktiven
membrangebundenen TNFa-Vorldufers verantwortlich (BLACK et al., 1997; MOSS et al.,
1997). Entsprechend fuhrt eine TACE-Inhibition zu einer signifikanten Reduktion der LPS-
induzierten TNFa-Produktion (HORIUCHI et al., 2007, ZHANG et al., 2004). Die
pro-inflammatorischen Eigenschaften von TNFo werden vorwiegend iiber den TNFa
Rezeptor Typ | und zu einem geringeren Maf3e {iber den TNFa Rezeptor Typ Il vermittelt.
Interessanterweise werden beide Rezeptoren durch ADAM17 geschnitten (REDDY et al.,
2000; SOLOMON et al., 1999). Dies fihrt zu einer verminderten zellularen Antwort auf
TNFa und bedingt zusétzlich die Bildung eines 16slichen TNFa-Antagonisten (PORTEU,
NATHAN, 1990). Somit kann TACE auch zu einer Abschwdachung der
Inflammationsreaktion beitragen.

Zusétzlich hat ADAML17 Einfluss auf den Signalweg von IL-6, welches ebenfalls ein pro-
inflammatorisches Zytokin darstellt. Verschiedene Studien zeigten, dass TACE in der Lage ist
den IL-6-Rezeptor zu schneiden (ALTHOFF et al., 2000; MATTHEWS et al., 2003). Der
dadurch freigesetzte Rezeptor bindet IL-6 und lost eine Signalkaskade aus, die in einen

maoglichen Zusammenhang mit chronischen Inflammationsreaktionen gebracht wurde (ROSE-
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JOHN et al., 2006). Entsprechend wurde eine Beteiligung von TACE bei chronisch
entzindlichen ZNS-Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose, beschrieben (KIESEIER et
al., 2003).

TNF-o und IL-6 sind u.a. im Alzheimer-Gehirn erhoht (DICKSON et al., 1993; WOOD et al.,
1993), sodass eine Vitamin D-Mangelsituation mit daraus resultierender TACE-
Proteinspiegelerhohung zu einer Verstarkung pro-inflammatorischer VVorgénge, wie sie bei
der Alzheimer-Krankheit beschrieben wurde (HENEKA et al., 2015), fuhren kdnnte. Passend
dazu zeigen verschiedene Studien eine inverse Korrelation zwischen dem Vitamin D-
Serumstatus und unterschiedlichen Inflammationsmarkern (DOBNIG et al., 2008;
JABLONSKI et al., 2011), was u.a. durch verédnderte TACE-Spiegel erklart werden konnte.
Folglich sollte auch unter diesen Gesichtspunkten ein Mangel ausgeglichen werden, um ein
Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Prozessen zu schaffen. Diese
Forderung wird u.a. durch Beobachtungen von Yu et al. und Briones und Darwish gesttzt.
Yu et al. zeigten, dass die TNFa-Spiegel in den Vitamin D-defizienten und Kontrolltieren im
Vergleich zu den Vitamin D-supplementierten M&usen signifikant gesteigert waren.
Zusétzlich war in den erstgenannten Gruppen die Anzahl der aktivierten Astrozyten
signifikant erhéht (YU et al., 2011). Auch Briones und Darwish fanden einen signifikanten
Anstieg an pro-inflammatorischem IL-13 mRNS- und Proteinspiegeln in den Gehirnen der
alten Ratten, wobei die 1,25(OH),D3-Supplementierung zu einer signifikanten Reduktion
fihrte. Zusétzlich konnte durch die Supplementierung ein signifikanter Anstieg des anti-
inflammatorisch wirksamen 1L-10 erzielt werden (BRIONES, DARWISH, 2012). Ein
potentieller Einfluss auf die Inflammation, wie oben diskutiert, konnte auch in neueren
experimentellen Ansétzen unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden. SH-SY5Y-Zellen zeigten
nach Calcidiol-Inkubation eine tendenzielle Reduktion des proinflammatorischen IL-1p
(GRIMM et al., 2017).

5.5. Beeinflussung der AB-Degradation durch Vitamin D

55.1. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu einer Reduktion der

AB-Gesamtdegradation

Neben der AP-Produktion wird der zerebrale AP-Gehalt mafigeblich durch die Ap-
Degradation beeinflusst. Ein Verschieben des Gleichgewichts zwischen Synthese und Abbau
kann zur Ap-Pathologie fuhren und folglich das Risiko an der sporadischen Form der
Alzheimer-Krankheit zu erkranken erhthen (BATEMAN et al., 2006; MAWUENYEGA et

al., 2010). Entsprechend stellt die Beeinflussung der Ap-Degradation, neben der APP-
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Prozessierung, ein interessantes therapeutisches Ziel flr die Pravention und Behandlung der
Alzheimer-Krankheit dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Hypovitaminose D in vivo (s. Kap. 4.3.)
und einer supraphysiologischen Vitamin D-Supplementierung in vitro (s. Kap. 4.4.4.) auf die
AB-Degradation untersucht. In vitro wurde zusétzlich zwischen einer Kurzzeit- und einer
Langzeitsupplementierung unterschieden.

Es zeigte sich, dass bei Vitamin D-defizienten Méausen die Ap-Gesamtdegradation im
Vergleich zu den Kontrollen signifikant um ca. 21% (p = 0,002**) reduziert war. Nach
Zugabe von 25(0OH)D3 zu den Homogenaten der Vitamin D-defizienten Tiere konnte ein
tendenzieller, jedoch nicht signifikanter Anstieg der AP-Gesamtdegradation beobachtet
werden (s. Kap. 4.3.1.). Da Calcidiol zu Homogenaten und somit metabolisch inaktiven
Proben hinzugegeben wurde, konnte 25(OH)D3 die Ap-Degradation nicht Uber eine
Erhéhung der Translation und Transkription beeinflussen. Der beobachtete Effekt konnte
daher auf eine direkte Interaktion von Calcidiol mit den AP-degradierenden Enzymen
zuruckzufithren sein. Da nach der Zugabe von Calcidiol die AB-Degradation nur partiell
anstieg und ein signifikanter Unterschied zu den Kontroll-M&ausen bestand, ist davon
auszugehen, dass dies auf weitere indirekte, Vitamin D-abhéngige Effekte, wie Beeinflussung
der Transkription, Translation und/oder Proteinsortierung etc., zuriickzufihren ist. Es ist
kritisch anzumerken, dass im Homogenat zahlreiche Proteasen durch den Aufschluss der
Zellen freigesetzt wurden, welche die Unspezifitit der AP-Degradationsbestimmung
beeinflussen. Es wurde daher im Folgenden der Einfluss auf die einzelnen an der Ap-

Degradation beteiligten Enzyme untersucht (s. ab Kap. 5.5.3.).

5.5.2. Eine Vitamin D-Supplementierung in vitro fuhrt zu einer zeitabhangigen

Steigerung der AB-Gesamtdegradation

Im zweiten Abschnitt der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer
supraphysiologischen Vitamin D-Supplementierung auf die AB-Gesamtdegradation unter
Zellkulturbedingungen untersucht. Hierflr wurden murine Neuroblastom-Zellen (N2a-Zellen)
verwendet. Der Wechsel des Zellkultursystems von SH-SY5Y-Zellen auf N2a-Zellen war
notwendig, um den Einfluss der endogenen AB-Produktion bei Messung der Af-Degradation
zu exkludieren. Das murine AP unterscheidet sich vom humanen in drei Aminosduren im
n-terminalen Bereich des Peptids (YAMADA et al., 1987). Diese befinden sich im Epitop, an
das der verwendete WO02-Antikorper bindet. Durch die Supplementierung der murinen Zellen

mit humanem AP und Verwendung des W02-Antikorpers, konnte somit die AB-Degradation
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unabhéingig von der AB-Neusynthese untersucht werden.

Nach kurzer Inkubation wvon 10-12 h =zeigte sich keine Verdnderung der Af-
Gesamtdegradation (s. Kap. 4.4.4.). Basierend auf den in vivo Ergebnissen wurde ein
potentieller Einfluss von Vitamin D auf die Genexpression und somit Proteinspiegel der
AB-degradierenden Enzyme vermutet. Eine verldngerte Inkubationsdauer ermdglicht die
Einstellung der Homdostase der Proteinspiegel unter Vitamin D-Supplementierung. Es wurde
daher untersucht, ob nach einer Inkubation tUber 16 h bzw. nach Langzeitinkubation von vier
Wochen eine erhohte AB-Degradation festzustellen ist. Wahrend nach 10-12 h kein Effekt auf
die AB-Gesamtdegradation festgestellt werden konnte, zeigte sich nach 16 h zeitabhéngig eine
signifikante Erhohung auf ca. 120% (p = 0,03*) (s. Kap. 4.4.4.) bzw. nach vier Wochen eine
hochsignifikante Steigerung auf 154% (p < 0,001***) (s. Kap. 4.4.5.2.). Da sich nach
vierwochiger Langzeitinkubation der stirkste Effekt auf die AB-Gesamtdegradation zeigte,
wurden alle folgenden Untersuchungen aus den langzeitinkubierten N2a-Zellen durchgefihrt.
Die beobachtete zeitabhidngige Verdnderung der AB-Gesamtdegradation kann durch den
Vitamin D-Metabolismus selbst und durch zelluldre VVorgénge erklért werden. Calcidiol kann
selbst an den VDR binden, jedoch deutlich schwacher als Calcitriol (DUSSO et al., 2005),
folglich sollte fir eine optimale Aktivierung des VDR-Signalwegs zunéchst eine
Umwandlung in das biologisch aktive Calcitriol erfolgen. Uber Calcitriol und den VDR
erfolgt dann  die  Beeinflussung der  Transkription und  Translation  der
AB-Degradationsenzyme sowie die rdumliche Umverteilung innerhalb der Zellkompartimente
oder die Sezernierung nach extrazellular. Diese Ablaufe bedurfen einer gewissen Zeit.
Schnelle, nicht-genomische Vitamin D-Effekte, die innerhalb von Minuten auftreten, sowie
eine direkte Interaktion zwischen den Degradationsenzymen und 25(OH)D3 scheinen unter

den gewdhlten experimentellen Bedingungen eine untergeordnete Rolle zu spielen.

5.5.3. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu einer Reduktion der Neprilysin-Aktivitat

und -Expression

Neprilysin wird als eines der wichtigsten AB-Degradationsenzyme im Gehirn angesehen
(SHIROTANI et al., 2001). In Kapitel 4.3.2. konnte gezeigt werde, dass die Neprilysin-
Aktivitat unter moderaten Vitamin D-Mangelbedingungen im Vergleich zu den Kontrolltieren
um rund 6% reduziert war. Die Aktivitdtsreduktion konnte auf eine verminderte Nep-
Genexpression zurtickgefuhrt werden (s. Kap. 4.3.3.). Im direkten Vergleich zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der verminderten Aktivitat (~ 6%) und der NEP-mRNS-

Reduktion (~20%) (p = 0,013*). Dies lasst vermuten, dass unter Vitamin D-defizienten
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Bedingungen neben der Nep-Genexpression potentiell auch die NEP-Reifung
oder -Degradation veréndert sein konnte.

Briones und Darwish zeigten in ihrer Studie, dass die Neprilysin-Expression sowohl in der
Kontroll- als auch in der Vitamin D-Gruppe der alten Ratten im Vergleich zu den jungen
Ratten signifikant reduziert war. Eine Calcitriol-Supplementierung der alten Ratten fiihrte
hingegen zu einer signifikanten 15%igen Neprilysin-Proteinspiegelsteigerung (BRIONES,
DARWISH, 2012). Die Tiere wiesen im Vergleich zu den alten Kontrollratten einen 32%
hoheren Calcitriol-Spiegel auf. Ausgehend von einem linearen Zusammenhang, wirde sich
rechnerisch pro Prozentpunkt Calcitriol-Steigerung die NEP-Aktivitat um 0,45% erhohen.
Vergleichbar dazu flhrte in der vorliegenden Arbeit eine 23%ige 25(OH)D3-Reduktion zu
einer 6%igen NEP-Aktivitdtsminderung, was einer 0,3%igen Neprilysin-Aktivitatsabnahme
pro Prozentpunkt 25(OH)D3-Reduktion entsprache.

Auch weitere Autoren beschrieben die von Briones und Darwish beobachtete altersabhangige
Neprilysin-Reduktion (CACCAMO et al., 2005; IWATA et al., 2002; RUSSO et al., 2005).
Iwata et al. fanden, dass die NEP-Aktivitat gerade im Hippocampus von Mé&usen mit
zunehmendem Alter abnimmt. Entsprechend zeigten 132 Wochen alte Tiere eine 20%ige
Reduktion im Vergleich zu 10 Wochen alten Wildtyp-Mausen (IWATA et al., 2002). Russo et
al. berichteten zusatzlich, dass auch im menschlichen Kortex die NEP-mRNS-Spiegel mit
zunehmendem Alter abnehmen (RUSSO et al., 2005). Des Weiteren wurde in mehreren
Studien eine NEP-Expressionsabnahme bei Alzheimer-Patienten beschrieben und dies vor
allem in Hirnregionen, die besonders von der AB-Pathologie betroffen sind (AKIYAMA et
al., 2001; RUSSO et al., 2005; WANG et al., 2003; WANG et al., 2005; YASOJIMA et al.,
2001).

Da gerade alte Menschen und Alzheimer-Patienten hédufig einen Vitamin D-Mangel
aufweisen, konnte diese Defizienz eine weitere Reduktion der Neprilysin-Spiegel bedingen.
Dies konnte das Gleichgewicht zwischen Produktion und Degradation (weiter) negativ
beeinflussen und zu einer zunehmenden AB-Akkumulation fiihren. Somit erscheint erneut das

Ausgleichen einer Vitamin D-Mangelsituation sinnvoll.

5.5.4. Eine Vitamin D-Supplementierung in vitro fihrt zu einer Steigerung der

Neprilysin-Aktivitat und —Expression

Passend zu den Daten aus dem in vivo Mausmodell kam es nach 25(OH)D3-
Langzeitsupplementierung in vitro zu einer signifikanten 9,4%igen Steigerung der Neprilysin-

Aktivitat. Zusatzlich zeigte sich eine signifikante Steigerung der Nep-Genexpression auf
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187%, wobei hier lediglich ein tendenzieller, jedoch kein signifikanter Unterschied bestand
(p = 0,07). Dennoch ist zu diskutieren, warum sich die deutliche Expressionssteigerung um
ca. 90% nicht in der gesteigerten Neprilysin-Aktivitat (ca. 9%) widerspiegelt? Diese
Beobachtung lasst sich potentiell durch die Methode der Neprilysin-Aktivitatsbestimmung
erklaren: Durch Inkubation von Zellhomogenaten auf 96-Loch-Platten, welche zuvor mit
Neprilysin-spezifischem Antikorper beschichtet wurden, wurde nur der Neprilysin-Anteil
gebunden, welcher sich in der Zelle befand. Es ist jedoch bekannt, dass Neprilysin nach
extrazellular sezerniert werden kann, wo es ebenfalls AR degradiert (YAMAMOTO et al.,
2017). Dieser Anteil konnte durch die in dieser Arbeit verwendete Methode nicht detektiert
werden. Folglich gibt die Nep-Genexpression einen Hinweis auf die Anderung der Neprilysin-
Gesamtmenge, wahrend die Aktivitatsbestimmung lediglich eine Aussage tber den zellularen
und metabolisch aktiven Neprilysin-Anteil zulésst. Eine endgultige Aussage uUber den Einfluss
von Neprilysin auf die beobachtete AB-Gesamtdegradationsanderung ist daher nicht moglich
und sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Bereits &ltere Studien zeigen, dass die Neprilysin-Expression und -Aktivitdt Vitamin D-
abhangig reguliert werden kann (BENAYAHU et al., 1995; HOWELL et al., 1993; INDIG et
al.,, 1990). Eine in vitro Stimulation von Zellen mit physiologischen Calcitriol-
Konzentrationen (1-10 nM) (ber einen Zeitraum von 24-72 h fiihrte in den Studien zu einer
signifikanten Steigerung der NEP-Expression und -Aktivitét. In allen Untersuchungen wurden
jedoch ausschlieBlich (humane) osteoblastére und bindegewebige (fibroblastéare, endotheliale,
fibroendotheliale) Zelllinien verwendet. Dementsprechend verdeutlicht die hier vorliegende
Arbeit, dass Vitamin D nicht nur in diesen Zelllinien, sondern auch in neuronalen Zellen
Einfluss auf die Neprilysin-Expression hat. Zusétzlich zeigen die Ergebnisse, dass ein
Vitamin D-Mangel, im Gegensatz zur Vitamin D-Supplementierung, zu einer reduzierten
NEP-Expression und -Aktivitat fuhrt (s. Kap. 5.5.3.). Bemerkenswerterweise berichteten
Howell et al., dass die Neprilysin-Expression in osteoblastaren Zellen dosisabhdngig
(0,01-1 pM) anstieg (HOWELL et al., 1993). Dies lasst vermuten, dass die NEP-Expression
und -Aktivitat auch mit zunehmendem Vitamin D-Mangel kontinuierlich abnehmen konnte.

Diese Hypothese muss jedoch in weiteren Studien untersucht werden.

5.5.5. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung der
IDE-Aktivitat und -Expression

Das Insulin-degradierende Enzym (IDE) spielt neben Neprilysin ebenfalls eine wichtige Rolle

bei der AB-Degradation. Dies wird u.a. durch Studien von Farris et al. und Miller et al.
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gestitzt, welche zeigten, dass ein IDE-Knockout im Mausmodell zu einer signifikanten
> 50%igen Reduktion der AB-Degradation und folglich zu einem 1,6- bzw. 1,4-fachen
Anstieg der APgo bzw. AP4p-Spiegel fuhrte (FARRIS et al., 2003; MILLER et al., 2003).
Zusétzlich wurde IDE im menschlichen Liquor nachgewiesen, was seine in vivo Relevanz
unterstreicht (QIU et al., 1998).

In Kapitel 4.3.4. wurde die IDE-Aktivitat in den Gehirnen der Vitamin D-defizienten Tiere
untersucht. Es zeigte sich keine signifikante Veranderung der Aktivitat im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Auch die Ide-Genexpression war unter leichten Vitamin D-
Mangelbedingungen nicht signifikant verandert (s. Kap. 4.3.5.). Die IDE-Aktivitat wurde aus
Gehirnhomogenaten der Versuchstiere untersucht. Es wurde daher ein IDE-Summensignal
gemessen, da nach dem Aufschluss nicht zwischen den einzelnen Zellkompartimenten
unterschieden werden konnte. Folglich ist eine mdgliche IDE-Umverteilung unter Vitamin D-
Mangelbedingungen sowie eine Sezernierung nach extrazellulér nicht beurteilbar. Dies soll in

Kapitel 5.5.6. genauer diskutiert werden.

5.5.6. Eine Vitamin D-Supplementierung in vitro fihrt zu einer Erhéhung der
IDE-Proteinspiegel ohne signifikante Beeinflussung der Genexpression

Nach 25(OH)D3-Lanzeitsupplementierung in vitro kam es zu einer signifikanten IDE-
Proteinspiegelerhdhung um rund 14% (p = 0,009**), wéhrend die Ide-Expression nicht
signifikant verandert war (105%; p = 0,57). Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen der beobachteten Proteinspiegelerhohung und der Expressionssteigerung (p = 0,25
n.s.) (s. Kap. 4.45.5.), sodass eine Beteiligung der Expressionsdnderung an den IDE-
Proteinspiegelerh6hungen nicht génzlich ausgeschlossen werden kann. Es lasst sich vermuten,
dass die erhdhten IDE-Proteinspiegel auf eine mdgliche Stabilisierung oder einen verénderten
intrazellularen Transport des Proteins nach Vitamin D-Supplementierung zurtickzufihren sein
konnten. Dies muss jedoch in weiteren Studien untersucht werden.

Da eine Ide-Expressionssteigerung nicht ausgeschlossen werden kann, konnten die
veranderten IDE-Proteinspiegel in vitro eventuell durch eine Vitamin D-abhédngige
Beeinflussung der Notch-Signalproteine HES-1 und Hey-1 erklart werden. Leal et al.
berichteten, dass diese Proteine an den IDE-Promotor binden und dessen Transkription und
Aktivitat unterdriicken (LEAL et al., 2012). Interessanterweise beschrieben Matsue et al. eine
Suppression des Signalmolekils HES-1 durch Calcitriol (MATSUE et al., 1997). Es ist
bekannt, dass die zerebrale IDE-Expression und/oder Aktivitat bei Patienten mit sporadischer
Alzheimer-Form erniedrigt ist (CACCAMO et al., 2005; COOK et al., 2003; LEAL et al.,
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2012), wohingegen Notchl Uberexprimiert wird (BEREZOVSKA et al., 1998). Folglich
konnte eine Vitamin D-Supplementierung gerade bei diesen Patienten positiven Einfluss auf
die IDE-Spiegel und somit auf den AB-Abbau haben.

Hervorzuheben ist, dass der Versuchsaufbau beider Untersuchungen (in vivo und in vitro)
keine endgultige Beurteilung einer Beteiligung des Vitamin D-Stoffwechsels an der
IDE-abhingigen AB-Degradation zulasst:

Die hochste IDE-Aktivitat wird vorwiegend im Zytosol der Zelle gefunden, wéhrend diese
auch in anderen subzellularen Kompartimenten, wie der Plasmamembran, den Endosomen
oder den Peroxisomen nachgewiesen werden kann (DUCKWORTH et al., 1998). Des
Weiteren konnten u.a. Qui et al. zeigen, dass IDE von Mikrogliazelllen und Neuronen nach
extrazellular sezerniert wird (QIU et al., 1998; QIU et al., 1997). Da AP ebenfalls nach
extrazellular abgegeben wird, kommen vor allem den membrangebunden und nach
extrazellular sezernierten IDE-Isoformen eine Hauptfunktion in der Ap-Degradation zu
(BULLOJ et al., 2008; VEKRELLIS et al., 2000), wobei die Letzteren durch unseren
Versuchsaufbau nicht detektiert werden konnten.

Auch die signifikante IDE-Proteinspiegelerhdhung nach Vitamin D-Supplementierung ist
kritisch zu betrachten, da aufgrund der Western-Blot-Analyse aus Zelllysaten nur das zellular
lokalisierte IDE beurteilt werden konnte. Daher konnte die beobachtete Steigerung zum einen,
wie oben bereits erwahnt, Ausdruck einer IDE-Stabilisierung oder zum anderen einer
verminderten Protein-Sezernierung sein, was zu einer zellularen Akkumulation fuhren wirde.
In diesem Fall stinde weniger extrazelluldres IDE fiir eine Beteiligung an der Af3-Degradation
zur Verfligung. Jedoch scheint auch intrazelluldres IDE u.a. bei der mitochondrialen
AB-Degradation eine Rolle zu spielen (LEAL et al., 2013; LEISSRING et al., 2004). Folglich
sollten auch hier Studien folgen, die diese Fragen genauer untersuchen.

AbschlieBend zur verdnderten AP-Degradation unter Vitamin D-Mangelbedingungen bzw.
nach 25(0OH)D3-Langzeitinkubation bleibt der Einfluss von weiteren Ap-degradierenden
Enzymen zu diskutieren. Neben den oben beschriebenen, als dominant geltenden Ap-
Degradationsenzymen Neprilysin und IDE, werden auch ECE-1 und -2, ACE, Cathepsin B,
MMP-2 und -9 sowie Plasminogen ebenfalls Ap-degradierende Eigenschaften zugeschrieben.
Die Ergebnisse eines potentiellen Einflusses dieser Enzyme bei verénderten
Vitamin D-Spiegeln auf die Ap-Degradation in vivo und in vitro soll in den folgenden

Kapiteln zusammenfassend diskutiert werden.
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5.5.7. Ein Vitamin D-Mangel in vivo flhrt zu einer tendenziellen Reduktion der ECE-1-
und ECE-2-Expression. Eine Supplementierung in vitro fuhrt zu einer tendenziellen

Steigerung

Neben Neprilysin und IDE konnte auch fir die Endothelin konvertierenden Enzyme (engl.:
endothelin-converting enzymes), ECE-1 und -2, ein Einfluss auf die AB-Degradation in vivo
nachgewiesen werden (ECKMAN et al., 2006; ECKMAN et al., 2003). ECE-1 ist die
dominante Form im Gehirn (MINERS et al., 2008a) und weist selbst vier verschiedene
Isoformen auf (ECE-la, 1b, 1c und 1d). Wahrend ECE-1a und -1c vorwiegend an der
Zelloberflache exprimiert werden, befinden sich ECE-1b und -1d, wie auch ECE-2,
hauptséchlich intrazellular (MULLER et al., 2003; PACHECO-QUINTO, ECKMAN, 2013;
SCHWEIZER et al., 1997). Entsprechend zeigten Pacheco-Quinto und Eckman, dass ECE-1
und ECE-2, aufgrund ihrer zelluldren Lokalisation, Einfluss auf unterschiedliche Ap-
Ablagerungen (intra-, extrazellular) haben (PACHECO-QUINTO, ECKMAN, 2013).

In der vorliegenden Arbeit fanden sich in den Vitamin D-defizienten Mausen im Vergleich zu
den Kontrolltieren eine nicht signifikante Ece-1- (80%) und Ece-2-Expressionsreduktion
(93%), wahrend die Gesamt-Ece-Expression tendenziell reduziert war (87%; p = 0,18)
(s. Kap. 4.3.5.). In vitro fuhrte die 25(OH)D3-Langzeitsupplementierung zu einer leichten,
tendenziellen Ece-1- (105%), Ece-2- (102%) und Ece-Gesamtexpressionsanderung (103%).
Mehrere Studien zeigen, dass die ECE-Expression, wie auch die zelluldre Lokalisation durch
Proteinkinasen beeinflusst werden kann (KURUPPU, SMITH, 2012; ORZECHOWSKI et al.,
1998; ORZECHOWSKI et al., 2001; UCHIDA et al., 1997). Uchida et al. berichteten
beispielsweise, dass eine Stimulation der Proteinkinase C (PKC) zu einer signifikanten
Steigerung der ECE-1 und -2-mRNS- und -Proteinspiegel fiihrte (UCHIDA et al., 1997).
Zusétzlich beschrieben weitere Autoren eine signifikante ECE-Enzymaktivitatssteigerung an
der Zelloberflache und im Zellmedium nach Phosphorylierung des Enzyms durch die PKC
(KURUPPU et al., 2010; SMITH et al., 2006). Vitamin D ist in der Lage Uber schnelle, nicht
VDR-vermittelten Signalwege verschiedene Proteinkinase-abhéngige Signalwege zu
beeinflussen (CENTENO et al., 2011; FLEET, 2004; TUNSOPHON, NEMERE, 2010). In
vitro und in vivo konnte gezeigt werden, dass eine Calcitriol-Supplementierung u.a. zu einer
Aktivierung des PKC-Signalwegs fiihrt (CENTENO et al., 2011; ZANATTA et al., 2011a;
ZANATTA et al., 2011b).

Entsprechend konnten die hier beschriebenen tendenziellen Ece-Expressionsédnderungen in
vivo und in vitro Ausdruck einer verminderten bzw. verstarkten PKC-Aktivierung sein. Auch

weitere beschriebene Faktoren, wie eine TNFa-abhéngige ECE-2-Expressionsbeeinflussung,
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konnten hier eine zusétzliche Rolle spielen (CULPAN et al., 2011), gerade unter Beachtung
der hier beschriebene ADAM17/TACE-Proteinspiegelerhdhung (s. Kap. 4.2.2.2.). Jedoch
wurde eine mogliche Vitamin D-abhangige, Proteinkinase-vermittelte zellulare ECE-
Lokalisationsanderung nicht untersucht. Entsprechend koénnte die ECE-Lokalisation an der
Zelloberflache und im Zellmedium durch Vitamin D gedndert werden, was zu einer
verdnderten extrazelluliren AB-Degradation fuhren konnte. Diese Hypothese muss jedoch

genauer untersucht werden.

5.5.8. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu einer tendenziellen Reduktion der

ACE-Expression. Eine Supplementierung in vitro fuhrt zu einer signifikanten Steigerung

Das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) ist ein integrales Membranprotein mit einem
extrazellular lokalisierten katalytischen Zentrum. Eines der ACE-Hauptfunktionen ist die
Regulation des Blutdrucks durch die Umwandlung von Angiotensin | in Angiotensin 1l
(COATES, 2003). In vitro ist ACE in der Lage AP4o proteolytisch zu spalten und ABg, in die
weniger toxische Apaso-Spezies umzuwandeln (HU et al., 2001; ZOU et al., 2007). Die
Funktionsweise von ACE als AB-degradierende Protease wird jedoch kontrovers diskutiert
(FERRINGTON et al., 2011; FERRINGTON et al., 2012; HEMMING et al., 2007).
Hemming et al. fanden keinen Einfluss von Captopril, einem potenten ACE-Inhibitor, der
sowohl die menschliche, als auch die Blut-Hirnschranke von Nagern passieren kann
(BROWN, VAUGHAN, 1998), auf die 16slichen und unléslichen AB-Spiegel sowie Plaque-
Ablagerungen im Gehirn dreifach transgener Mause (PSlmissv, APPswe, taUpsoir)
(HEMMING et al., 2007).

In der vorliegenden Untersuchung kam es in den Gehirnen der Vitamin D-defizienten Méause
zu einer tendenziellen, jedoch nicht signifikanten, 83%igen Reduktion (p = 0,12 n.s.) der
zerebralen Ace-Expression (s. Kap. 4.3.5.). Umgekehrt flihrte die Vitamin D-Langzeit-
supplementierung in vitro zu einer signifikanten 156%igen Steigerung der Ace-Expression
(s. Kap. 4.4.5.6.). Folglich lasst sich vermuten, dass die ACE-Expression Vitamin D-abhangig
reguliert sein konnte.

In diesem Kontext zeigten Hagiwara et al., dass eine Vitamin D-, 25(OH)D3- oder
1,25(0OH)D3-Supplementierung von kultivierten Endothelzellen zu einer dosisabhdngigen
Verringerung der ACE-Aktivitat flhrte. Diese Aktivitatsreduktion wurde auf eine geringere
ACE-Gesamtmenge zuruckgefuhrt (HAGIWARA et al., 1988). Somit erscheint eine
Supplementierung von endothelialen Zellen, im Gegensatz zu den hier dargestellten

Ergebnissen, zu einer Reduktion der ACE-Expression zu flhren, was einen mdglichen
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Zelltyp-abhangigen Effekt nahelegt. Bemerkenswerterweise verwendeten Hagiwara et al., im
Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, nicht-physiologische Vitamin D-Konzentrationen
(33 uM), was Riuckschliisse auf die in vivo Relevanz erschwert. Daher sollte die Vitamin D-
abhangige Regulation der ACE-Expression und -Aktivitdt in weiteren Studien, unter

Berlicksichtigung moglicher gewebespezifischer Unterschiede, weiter untersucht werden.

5.5.9. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu einer tendenziellen Steigerung der
Cathepsin B-Expression. Eine Supplementierung in vitro fihrt zu einer signifikanten
Steigerung

Cathepsin B (CatB) spielt bei zahlreichen Krankheiten, wie beispielsweise Krebs und
Metastasierung, inflammatorischen Lungenerkrankungen oder rheumatoiden Erkrankungen
eine Rolle (REISER et al., 2010). Zusétzlich scheint CatB einen Einfluss auf die Alzheimer-
Pathologie zu haben. Jedoch ist die bisherige Studienlage inhomogen. Mueller-Steiner et al.
zeigten, dass CatB zu einer AB-Reduktion, insbesondere von APy, fuhrt. In vivo fihrte eine
CatB-Defizienz entsprechend zu einer APs-Akkumulation und zu einer verstérkten Plaque-
Bildung (MUELLER-STEINER et al., 2006). Im Gegensatz dazu zeigten die Ergebnisse
anderer Autoren eher pro-amyloidogene Eigenschaften. Das lysosomale Enzym wird als
mogliche  [-Sekretase diskutiert und entsprechend fuhrte eine CatB-Inhibition
sowie -Knockout in vivo zur Reduktion der zerebralen AB-Spiegel und zu einer verbesserten
Gedachtnisleistung (HOOK et al., 2012).

Wie in Kapitel 4.3.5. dargestellt, war die CatB-Expression unter Vitamin D-
Mangelbedingungen in vivo tendenziell gesteigert (129%, p = 0,17). Auch die Vitamin D-
Supplementierung in vitro flhrte zu einer CatB-Expressionssteigerung (129%), wobei hier ein
signifikantes Niveau erreicht wurde (p = 0,005**) (vgl. Kap. 4.4.5.6.).

Altere in vitro und in vivo Studien belegen eine mdgliche Regulation der CatB-Expression
und -Aktivitat durch Vitamin D. Simboli-Campbell et al. sowie Mathiasen et al. inkubierten
MCF-7 Brustkrebszellen mit Calcitriol und fanden eine zeit- und dosisabhangige CatB-
Expressions- und —Proteinspiegelsteigerung (MATHIASEN et al., 2001; SIMBOLI-
CAMPBELL et al., 1996; SIMBOLI-CAMPBELL et al., 1997). Ahnliche Ergebnisse wurden
nach Calcitriol-Supplementierung von humanen promyelozytaren Leukamiezellen (HL-60)
beschrieben. Bemerkenswerterweise kam es dabei im Vergleich zu den anderen untersuchten
Substanzen zu einem verzogerten Wirkungseintritt, was eine mdégliche indirekte Regulation
der CatB-Expression durch Vitamin D vermuten lasst (BERQUIN et al., 1999). Diese
Beobachtung unterstiitzt zusatzlich die in Kapitel 5.5.2. diskutierte zeitabhangige Anderung
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der AB-Gesamtdegradation in vitro. Passend zu diesen Ergebnissen beobachteten Nemere et
al. in vivo eine CatB-Aktivitatssteigerung von duodenalen Zellen Vitamin D-defizienter
Huhner nach Calcitriol- Injektion (NEMERE, NORMAN, 1987). Zu beachten gilt jedoch,
dass alle in vitro Untersuchungen mit supraphysiologischen Calcitriol-Konzentrationen
(zwischen 10-100 nM) durchgefuhrt wurden.

Zusammenfassend unterstlitzen diese Studien die in dieser Arbeit nachgewiesene 25(OH)D3-
abhéngige Expressionssteigerung in vitro. Zwei wichtige Unterschiede sind jedoch, dass die
hier dargelegten Daten eine Vitamin D-abhéngige CatB-Regulation im neuronalen Gewebe
zeigen und dies bei physiologischen Konzentrationen. Die gleichzeitige tendenzielle
Expressionserhohung bei einer Hypovitaminose D in vivo steht jedoch im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen. Eine mdgliche Erklarung stellen sekundare, Vitamin D-Mangel bedingte
Verénderungen, wie beispielsweise eine gesteigerte Neuroinflammation dar (s. Kap. 5.4.), da
die CatB-Expression u.a. durch pro- und anti-inflammatorische Zytokine reguliert werden
kann (ALVAREZ et al., 2002; DOI et al., 2008). Es mussen jedoch weitere Studien folgen,
um einerseits die Rolle von CatB bei der Alzheimer-Krankheit abschlielend zu klaren und

andererseits ein in vivo Relevanz der Daten genauer zu untersuchen.

5.5.10. Ein Vitamin D-Mangel in vivo fuhrt zu einer tendenziellen Steigerung der
MMP-2 und MMP-9-Expression. Eine Supplementierung in vitro fahrt zu einer

signifikanten Steigerung

Die Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 werden, im Vergleich zu den anderen
MMP-Familienmitgliedern, am stérksten im Gehirn exprimiert. Dort werden sie von
Neuronen und Astrozyten (ber einen Golgi-abhdngigen Transportweg nach extrazellular
sezerniert und sind in der Lage AP zu degradieren (BACKSTROM et al., 1996; ROHER et
al., 1994; SBAI et al., 2008; SBAI et al., 2010; YIN et al., 2006). AP selbst ist ein potenter
Stimulator der MMP-2- und MMP-9-Expression (DEB, GOTTSCHALL, 1996). Zusétzlich
kann die Expression durch verschiedene inflammatorische Zytokine, wie beispielsweise
TNFa, induziert werden (BEN-HUR et al., 2006; MUIR et al., 2002; PAGENSTECHER et
al., 1998). Die MMP-Expressionsregulation lauft dabei Uber den MAP-Kinase (MAPK)-
(engl.: mitogen-activated protein) und den NF-kB-Signalweg (CLARK et al., 2008; HE,
1996; VINCENTI, BRINCKERHOFF, 2007). Interessanterweise hat Vitamin D ebenfalls
Einfluss auf beide Signalwege (FLEET, 2004; SUN et al., 2006; WU et al., 2010a; WU et al.,
2010Db), was eine mogliche MMP-Expressionsregulation durch den Vitamin D-Metabolismus

vermuten lasst.
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In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Mmp-2-Expression im
Gehirn der Vitamin D-defizienten Mduse im Vergleich zu den Kontrolltieren tendenziell
gesteigert war (169%; p = 0,16), wahrend die MMP-9-mRNS-Spiegel keine Verdnderung
aufwiesen (103%; p = 0,89) (s. Kap. 4.3.5.). Die Gesamt-Mmp-Expressionsanderung war,
entsprechend  der  Mmp-2-Expressionsteigerung,  ebenfalls  tendenziell ~ erhoht
(136%; p = 0,39). Nach 25(OH)D3-Langzeitsupplementierung in vitro zeigte sich hingegen
eine tendenzielle Steigerung beider Metalloproteasen (Mmp-2: 133%; p = 0,16; Mmp-9:
141% p = 0,15). Die Gesamt-Mmp-Expression war signifikant gesteigert (137%; p = 0,01%).
Entsprechend der vermuteten Vitamin-D-abhangigen Expresssionsregulation und den hier
dargelegten Daten, konnten bereits zahlreiche Studien den Einfluss von Calcitriol auf die
MMP-2 und -9-Expression in vitro und in vivo nachweisen. Die meisten Studien verwendeten
Tumorzelllinien, da den MMPs u.a. eine wichtige Rolle bei der Tumorinvasion und
Metastasierung zugeschrieben wird (HADLER-OLSEN et al., 2013; MOOK et al., 2004).
Koli et al. beschrieben eine signifikante MMP-9-Aktivitatsreduktion nach Calcitriol-
Inkubation von MDA-MB-231 Brustkrebszellen (KOLI, KESKI-OJA, 2000). Ahnliches
wurde von Bao et al. nach Inkubation einer Prostatakrebszelllinie beobachtet (BAO et al.,
2006). Halder et al. konnten zusétzlich eine Calcitriol-abhéngige Reduktion der MMP-2-
Expression und -Proteinspiegel in Leiomyomzellen nachweisen (HALDER et al., 2013). In
vivo Untersuchungen fanden unterstitzend einen signifikanten MMP-2 und -9-
Aktivitatsanstieg in der Lunge und im Herzen von VDR-knockout Mausen, was die Autoren
auf eine mogliche NF-xkB Aktivierung zuriickfithrten (RAHMAN et al., 2007; SUNDAR et
al., 2011).

Untersuchungen anderer Autoren ergaben hingegen gegensatzliche Ergebnisse. Demnach
fuhrte eine Calcitriol-Inkubation osteoblastarer bzw. endothelialer Zelllinien zu einer
signifikanten MMP-2-Aktivitatssteigerung, wahrend es in den endothelialen Zellen nach
VDR-Inhibition zu einer reduzierten Aktivitit kam (GRUNDMANN et al., 2012; LUO,
LIAO, 2003). In einer neueren Studie beobachteten Won et al. zusétzlich eine MMP-9-
Expressionssteigerung nach Calcitriol-Inkubation von zerebralen endothelialen Zellen (WON
etal., 2015).

Folglich konnte die Vitamin-D-abhéngige MMP-Expressionsregulation zelltyp-abhangig sein.
Bei Interpretation der Studien muss zusatzlich beachtet werden, dass Tumorzellen im
Vergleich zum entsprechenden nicht-tumordsen Gewebe eine verstarkte MMP-Expression
aufweisen (HADLER-OLSEN et al., 2013), sodass eine Vitamin D-Supplementierung bei

diesen Zellen unterschiedlichen Einfluss haben kénnte. Da bisher keine Studien existieren, die
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Einblick in die neuronale, Vitamin D-abh&ngige MMP-Expressionsregulation geben, sollten
die vorliegenden in vitro Daten durch weitere Untersuchungen verifiziert werden.

Die tendenzielle MMP-2-Expressionssteigerung unter Vitamin D-Mangelbedingungen steht
auf den ersten Blick im Widerspruch zu den in vitro Ergebnissen, lasst sich jedoch
maoglicherweise auf die in Kapitel 4.1.3. nachgewiesene AB-Erhohung zuriickfiihren. Auch
eine Expressionssteigerung durch erhohte TNFa-Spiegel ist denkbar (s. Kap. 4.2.2.2.).
Dahingegen war die MMP-9-Expression unveréndert, obwohl diese, wie oben beschrieben,
ebenfalls durch AP und gesteigerte Inflammation induziert werden kann. Eine potentielle
Erklarung ware, dass bereits geringere Verdnderungen, wie sie in dieser Arbeit gefunden
wurden, zu einer Induktion der MMP-2-Expression fiihren, wahrend die MMP-9-Expression
erst durch hohere AB- und Zytokin-Spiegel stimuliert wird.

5.5.11. Eine Vitamin D-Supplementierung in vitro fuhrt zu einer signifikanten

Steigerung der Plasminogen-Expression

Plasminogen ist die inaktive Vorstufe der thrombolytischen Serinprotease Plasmin.
Plasminogen kann durch die Urokinase (engl.: urokinase-type plasminogen activator, uPA)
und durch den gewebespezifischen Plasminogenaktivator (engl.: tissue plasminogen activator,
t-PA) aktiviert werden. Die Aktivitdt dieser Enzyme kann wiederum durch verschiedene
Mitglieder der Serinprotease-Inhibitor-Familie (Serpin) gehemmt werden. Zu diesen gehdren
u.a. der Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) und Neuroserpin (NS). Alle Mitglieder
des Plasmin-Systems werden im Gehirn exprimiert.

Plasmin ist sowohl in vitro, als auch in vivo in der Lage AP zu degradieren (JACOBSEN et
al., 2008; LEDESMA et al., 2000). Insbesondere kann es extrazelluldres, phosphoryliertes A
abbauen. Es wird diskutiert, dass dieses eine Tendenz aufweist toxische Oligomere und
Fibrillen zu bilden. Die IDE- und ACE-abhingige AB-Degradation hingegen wird durch die
Phosphorylierung inhibiert, sodass Plasmin womdglich hier eine besondere Rolle zukommt
(KUMAR et al., 2011; KUMAR et al., 2012).

In dieser Arbeit wurde ausschliellich die Plasminogen-Expression nach Vitamin D-
Langzeitsupplementierung in vitro dargestellt (s. Kap. 4.4.5.6.). Es kam zu einer signifikanten
Expressionssteigerung in den N2a-Zellen um ca. 70% (p = 0,009**). In vivo konnte die
Bestimmung aufgrund von fehlendem Probenmaterial nicht reproduziert werden, sodass eine
abschliel’ende Beurteilung hier nur eingeschréankt maoglich ist.

Der Einfluss des Vitamin D-Metabolismus auf das Plasmin-System wurde in der Literatur

vorwiegend bei verschiedenen Tumorerkrankungen untersucht. Koli et al. zeigten, dass eine
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Behandlung von Brustkrebszellen mit Calcitriol zu einer dosisabhéngigen, verminderten
Sekretion an uPA und tPA fuhrte. Zusatzlich kam es zu einer PAI-1-Erh6hung, was letztlich
in einer 60%igen Plasmin-Aktivitatsreduktion resultierte (KOLI, KESKI-OJA, 2000). Bereits
in einer friheren Studie beschrieben Koli et al. eine Vitamin D-abhangige Reduktion der
Plasminogen-Aktivator (PA)-Aktivitat in Keratinozyten und Fibroblasten (KOLI, KESKI-
OJA, 1996). Bao et al. fanden hingegen keine signifikante Anderung der PA-AKktivitit in
Prostatakrebszellen nach 1,25(OH),D3-Inkubation (BAO et al., 2006). Im Gegensatz zu
diesen Studien beobachteten Merchiers et al. in Osteosarkomzellen eine Calcitriol-abhéngige
Stimulation der tPA-Genexpression, wobei bereits 1 nM 1,25(0OH),D3 zu einer dreifachen
Expressionssteigerung flhrte. In diesem Zusammenhang zeigten die Autoren, dass der
humane tPA-Enhancer zwei VDRE enthélt (MERCHIERS et al., 1999). Auch bei Hamilton et
al. kam es nach Calcitriol-Inkubation von osteoblastdaren Zellen zu einer signifikanten PA-
Aktivitatssteigerung (HAMILTON et al., 1985). Lu et al. beschrieben zusatzlich eine
Calcitriol-abhéngige uPA-Aktivitatssteigerung an der Zelloberflache von monozytéren Zellen,
wéhrend es zu keiner PAI-Beeinflussung kam (LU et al., 1988).

Zusammengefasst ist somit die Studienlage bezliglich der Vitamin D-abhdngigen Regulation
des Plasmin-Systems sehr heterogen, was vermutlich auf die jeweils verwendeten Zelllinien
zuriickzufuhren sein konnte. Gerade bei verschiedenen Krebserkrankungen kommt es zu einer
Dysregulation des Plasmin-Systems, was zu einer Beeinflussung des Tumorwachstums, der
Tumorinvasion und Metastasierung fuhrt (KWAAN, MCMAHON, 2009). Entsprechend
zeigte beispielsweise die von Koli et al. verwendete Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 eine
besonders starke uPA-, uPA-Rezeptor- und PAI-1-Expression (HOLST-HANSEN et al.,
1996; KOLI, KESKI-OJA, 2000), sodass Calcitriol hier woméglich zur Wiederherstellung des
Gleichgewichts ~ zwischen  verschiedenen Plasmin-System-Mitgliedern beitragt.
Bemerkenswerterweise wurde auch im Gehirn von Alzheimer-Patienten eine Dysregulation
des Plasmin-Systems beschrieben (BARKER et al., 2010). Ledesma et al. beobachteten
beispielsweise eine signifikante Plasmin-Aktivitatsreduktion im Gehirn von Alzheimer-
Patienten (LEDESMA et al., 2000). Fabbro und Seeds zeigten zusatzlich eine signifikante
tPA-Aktivitatsreduktion im frontalen Kortex von Alzheimer-Patienten, aufgrund erhohter
Neuroserpin-Spiegel (FABBRO, SEEDS, 2009). Auch erhéhte PAI-1 Proteinspiegel wurden
in diesem Kontext nachgewiesen (LIU et al., 2011). Folglich wirden alle diese
Verénderungen zu einer Reduktion der Plasmin-Aktivitat fiihren, sodass eine
Vitamin D-Supplementierung mit konsekutiver Plasminogen-Expressionssteigerung (vgl.

oben) auch hier zu einem Wiederherstellen des Gleichgewichts beitragen konnte. Eine
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positive Beeinflussung des Verhaltnisses zwischen zerebralen Plasminogenaktivatoren und
Plasminogenaktivatorinhibitoren ist in Bezug auf die oben dargelegte Literatur ebenfalls
denkbar. Interessanterweise sind uPA und Plasmin in der Lage pro-MMP-9 zu MMP-9 zu
aktivieren (BARAMOVA et al., 1997; DECLERCK, LAUG, 1996; MURPHY et al., 1992).
Dies alles kénnte in Zusammenschau zu einer Reduktion der AB-Last fihren (FABBRO et al.,
2011; JACOBSEN et al., 2008; LIU et al., 2011), was jedoch in weiteren Studien untersucht

werden muss.
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5.6. Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Vitamin D das Gleichgewicht zwischen AB-Anabolismus
und -Katabolismus beeinflussen kann und folglich auf die Ap-Pathologie wirkt. Die
madglichen zugrunde liegenden Mechanismen wurden hier systematisch dargestellt. Jedoch
zeigten sich gerade im in vivo Modell zum Teil nur tendenzielle Veranderungen, welche kein
signifikantes Niveau erreichten. Dies mag zum einen auf die biologische Varianz und bessere
Kompensationsmechanismen in vivo, zum anderen jedoch auch auf die eingeschrénkte Anzahl
der zu Verfugung gestandenen Tiere zurlickzufiihren sein. Des Weiteren waren die
beobachteten Effekte im in vivo Modell nur sehr gering ausgepréagt. Entsprechend sollten
weitere Studien mit einer hdéheren Stichprobenanzahl und unterschiedlich ausgepragtem
Vitamin D-Mangel folgen. Hieraus konnten dann weitere Informationen uber die in der
Diskussion vermuteten Sachverhalte geliefert werden. Zusétzlich konnte eine Aussage
dariiber getroffen werden, ob bei einer zunehmenden Defizienz die beschriebenen
Verénderungen ebenfalls progredient sind. In diesem Zusammenhang sollte auch untersucht
werden, inwiefern sich der ,,Gehirn-eigene Vitamin D-Metabolismus unter diesen
Bedingungen verdndert. Interessanterweise zeigten Dursun et al. in einer aktuellen Studie,
dass der VDR eine Ko-Lokalisation mit Proteinen der APP-Prozessierung aufweist (APP,
ADAM10, Nicastrin). Anderungen der VDR-Expression, welche selbst durch Vitamin D
reguliert wird, konnten direkten Einfluss auf die nicht-amyloidogene und amyloidogene
Prozessierung haben (DURSUN, GEZEN-AK, 2017). Zusatzlich sollten in vivo
Untersuchungen die hier dargelegte Hypothese, basierend auf den Ergebnissen der in vitro
Inkubation, Uberprifen, ob eine Erhohung der Serum 25(OH)D3-Spiegel in einen
hochnormalen Bereich ebenfalls einen positiven Einfluss auf die AB-Homdoostase hat. Gerade
hier muss jedoch die Gefahr einer Hypervitaminose D beachtet werden, welche durch eine
verstarkte enterale Calcium-Absorption und Calcium-Resorption aus dem Knochen zur
Hypercalciamie mit daraus resultierenden Symptomen wie Ubelkeit, Erbrechen, qualitativen
und quantitativen Bewusstseinsstérungen bis hin zum Tod fihrt. Daher scheint auch die
Untersuchung von Vitamin D-Analoga in Bezug auf die Beeinflussung der AfB-Homdostase
interessant, da diese zum Teil geringere kalzi&mische Wirkungen aufweisen (MAZZAFERRO
et al., 2014). In diesem Zusammenhang konnten wir in einer aktuellen Studie zeigen, dass
Vitamin D3- und D2-Analoga im Vergleich zu Calcidiol dhnliche, zum Teil starkere Effekte
auf den AP-Anabolismus und -Katabolismus aufweisen (GRIMM et al., 2017). Diese
Ergebnisse sollten weiter im in vivo Modell verifiziert werden, unter Beachtung der oben

aufgefiihrten Nebenwirkungen, um die Relevanz zu unterstreichen.
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5. Diskussion

Es ist bekannt, dass Vitamin D Inflammationsreaktionen beeinflussen kann (s. Kap. 2.6.),
welche auch als pathologischer Aspekt der Alzheimer-Krankheit diskutiert werden. Es
konnten erhohte Spiegel an pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-1p, IL-6 und TNFa, in
Alzheimer-Gehirnen nachgewiesen werden (DICKSON et al., 1993; WOOD et al., 1993). Im
hier verwendeten in vivo Modell konnte unter moderaten Vitamin D-Mangelbedingungen ein
erhohter ADAM17/TACE-Proteinspiegel nachgewiesen werden, was in Kapitel 5.4. als
Ausdruck einer erhohten Inflammationsreaktion diskutiert wurde. Passend dazu zeigten wir in
der bereits oben dargelegten aktuellen Studie, dass eine Inkubation von SH-SY5Y-Zellen mit
(supra-)physiologischen Calcidiol-Konzentration zu einer tendenziellen Reduktion von 1L-1f
fuhrte (GRIMM et al., 2017). Es gilt weiter zu kldren, ob in Analogie zur AB-Pathologie ein
hochnormaler Vitamin D-Status in vivo starker vor Inflammationsreaktionen schutzt, als eine
bereits normale, suffiziente Versorgung.

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die AB-Degradation durch Vitamin D
reguliert wird. Hier vor allem die dominanten Ap-Degradationsenzyme Neprilysin und IDE.
Weitere Degradationsenzyme wurden lediglich mittels Expressionsanalyse beurteilt, zeigten
jedoch ebenfalls tendenzielle oder sogar signifikante Veranderungen in einer Vitamin D-
Mangelsituation bzw. nach Vitamin D-Supplementierung. Diese Ergebnisse sollten durch
Bestimmung der Proteinspiegel und/oder der Enzymaktivitdten in weiteren Studien verifiziert
werden. Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, scheint die Ap-
Degradation nicht nur durch eine Anderung der Expression und Proteinspiegel der AP-
Degradationsenzyme beeinflusst zu werden, sondern auch durch deren zellulére Lokalisation
(intrazellular — membrangebunden — extrazellulér). Wie beispielsweise in Kapitel 4.4.5.4.
dargelegt, zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten Neprilysin-
Expression und -Aktivitat nach Vitamin D-Inkubation. Dies deutet neben einer Vitamin D-
abhangigen Beeinflussung der Expression auch auf eine Vitamin D-abhéngige
Lokalisationsanderung hin, wie in Kapitel 5.5.4. diskutiert. Da auch weitere Ap-
Degradationsenzyme, wie IDE oder ECE-1 und -2, durch eine zellulére
Lokalisationsdnderung Einfluss auf unterschiedliche Ap-Pools aufweisen, sollte eine

maogliche Vitamin D-Abhdangigkeit in weiteren Studien genauer untersucht werden.

Abbildung 34 fasst die hier dargelegten und diskutierten Ergebnisse noch einmal graphisch

Zusammen.

124



5. Diskussion

AB-Degradation

\ AB-Degradationsenzyme
%,

sAPPa

n

PR

‘“

et

a-CTF B-CTF

(o] a
S S
< <G

APP

Nicht-amyloidogener Amyloidogener
Prozessierungsweg m Prozessierungsweg

C-Terminus

Abbildung 34 — Einfluss von Vitamin D auf die APP-Prozessierung und Ap-Degradation (veréndert nach
GRIMM et. al, 2017)

Vitamin D beeinflusst das Gleichgewicht zwischen amyloidogener und nicht-amyloidogener Prozessierung — es
reduziert die Aktivitat der B- und y-Sekretase und stimuliert gleichzeitig die a-Sekretase. Die Reduktion der
p-Sekretase-Aktivitat ist zum Teil auf einen direkten Effekt von Vitamin D zuriickzufiihren. Zusétzlich
beeinflusst es die BACE1-Genexpression, -Proteinspiegel und vermutlich die -Proteinstabilitit. Die y-Sekretase-
Aktivitatsreduktion ist bedingt durch eine verminderte Nicastrin-Expression. Die a-Sekretase-
Aktivitatssteigerung ist potentiell auf eine Vitamin D-abh&ngige Beeinflussung der ADAM10- und ADAM17-
Genexpression und/oder deren Proteinstabilitat/-lokalisation zurlickzufiihren. Vitamin D hat zusétzlich
Auswirkung auf den ApB-Katabolismus durch die Expressionsregulation der Ap-Degradationsenzyme. Als
dominante Degradationsenzyme gelten Neprilysin und IDE. Gerade bei diesen kdnnte Vitamin D aulerdem die
zelluldre Lokalisation und somit die AB-Zugénglichkeit beeinflussen. Neben der AB-Homgostase beeinflusst
Vitamin D auch Inflammationsprozesse. Hier kdnnte ADAM17/TACE eine wichtige Rolle spielen.
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