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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer (entdeckt 1906 von dem deutschen Neurologen Alois Alzheimer)
ist die haufigste Demenzerkrankung weltweit. Seine Inzidenz steigt proportional mit
dem Lebensalter an. Heute sind 1-5% aller Giber 65jahrigen und bereits 20-40% aller
85jahrigen betroffen. Betrachtet man die immer héher werdende Lebenserwartung
der Menschen, so wird deutlich, dass die Alzheimer-Demenz (AD) in Zukunft noch
wesentlich an Bedeutung gewinnen wird. Dies gilt v.a. auch in wirtschaftlicher
Hinsicht. Zur Zeit ist Morbus Alzheimer noch nicht heilbar und nur begrenzt
symptomatisch therapierbar.

Gekennzeichnet ist die Alzheimer Demenz durch einen fortschreitenden Verlust von
Neuronen und damit einem Abbau der Hirnsubstanz (Abb. 1) (Desikan et al., 2008).
Abbildung 1: Zerebrale Atrophie

Der direkte Vergleich des Gehirnes eines gesunden
Menschen (rechts) mit dem eines Alzheimer-Patienten
(links) zeigt deutlich die zerebrale Atrophie sowie

vergroRerte Liquorrdume und eine verminderte

Durchblutung (rote Farbung) bei Morbus Alzheimer.

Foto: Bayer / www.aerzteblatt.de

In den meisten Féllen tritt die Alzheimer Demenz idiopathisch auf. Es gibt aber auch
Hinweise, dass die Erkrankung aufgrund eines genetischen Defekts auftreten kann.
So besteht z.B. bei Personen mit Down-Syndrom im mittleren und fortgeschrittenen
Lebensalter ein hohes Risiko an AD zu erkranken (Patterson et al., 1988; Head et al.,
2007; Zigman and Lott, 2007). Dies ist durch die Tatsache erklarbar, dass das APP-
Gen auf dem Chromosom 21 codiert wird, welches beim Down-Syndrom eine
Trisomie aufweist.

Betrachtet man die Verdnderungen auf der Ebene der Neuronen, so zeigen sich zwei
fur Morbus Alzheimer typische Prozesse: Es bilden sich innerhalb der Neurone
vermehrt Bundel von Tau-Protein (Alzheimer-Neurofibrillenbindel oder Alzheimer-

Degenerationsfibrillen). Das Tau-Protein ist ein normaler Bestandteil in der Zelle.
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Durch den vermehrten Einbau von Phosphatgruppen in das Tau-Protein bei
Alzheimerpatienten werden aber innerhalb der Zelle Transportprozesse gestort und
die Stabilitdit der Zelle vermindert. Dadurch kommt es zum Untergang des
betroffenen Neurons.

Des Weiteren ist die Pathologie dieser Erkrankung durch die Entstehung von
charakteristischen Plagues im Gehirn der Patienten gekennzeichnet (Abb. 2), die auf
eine Produktion des sogenannten B—amyloiden Peptids (AB) zurickzufihren sind
(Kubis and Janusz, 2008). Bilden sich verstarkt Amyloid-Verklumpungen zwischen
den Nervenzellen, so unterbrechen sie deren Kommunikation. Es kann auch
vorkommen, dass sich Amyloid-Plaques in den Blutgefal3en ablagern, was zu einer
verminderten Sauerstoffversorgung der betroffenen Gehirnareale fuhrt (Thal et al.,
2008).

AB entsteht durch die enzymatische Spaltung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins
(Roberds et al., 2001) unter Beteiligung einer B-Sekretase, die als BACE-1 (f5-site
APP cleaving enzyme) identifiziert wurde. Die Inhibition von BACE-1 ist ein zur Zeit
diskutiertes therapeutisches Ziel fir die Behandlung des Morbus Alzheimer (Vassar
et al., 1999); (Roberds et al., 2001). Allerdings ist dieses Enzym noch weitestgehend
unerforscht und potentielle Nebenwirkungen seiner Inhibition kdnnen nicht
abgeschatzt werden. Deshalb geht es in dieser Arbeit darum, durch verschiedene
Ansétze Anhaltspunkte fur mdgliche physiologische Funktionen von BACE-1 zu

ermitteln um damit mogliche Nebenwirkungen einer BACE-Inhibition besser absehen

zu konnen.
Faw Abbildung 2: B-amyloider Plaque
- - 3 Histologische Aufnahme einer Ablagerung im Gehirn eines
v %}-' o« 7 Alzheimer-Kranken. Der Kern besteht aus verklumptem
- *'i?f* £l '. i & Amyloid-Proteinen und ist von Entzindungszellen
s ¥ |
" ﬁ{f‘*" o i umgeben.
L] Vg i
' b ‘__'- ‘-}3'* o Foto: www.alois.de/patienten/krankheit/ursachen.htm
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1.2 Enzymatische Spaltung von Proteinen

Proteasen sind Enzyme, die Proteine spalten kdnnen. Diese Spaltung (Shedding)
erfolgt durch eine Hydrolysereaktion (Berg et al., 2003; Loffler and Petrides, 2003),
bei welcher ein Wassermolekil an eine Peptidbindung addiert wird. Man
unterscheidet intrazellular und extrazellular angreifende Proteasen sowie Endo- und
Exopeptidasen. Endopeptidasen greifen zentral am Protein an, wahrend
Exopeptidasen Proteine peripher spalten. Die Endopeptidasen gliedern sich
wiederum in Serin-, Cystein-, Metallo- und Aspartatproteasen (Berg et al., 2003;
Loffler and Petrides, 2003).

Bei den Serinproteasen Ubernimmt ein aktivierter Serinrest die Funktion der nukleo-
philen Gruppe und greift die Peptidbindung an (Berg et al., 2003). Durch Ubertragung
von Wasserstoffionen kommt es zu einer hydrolytischen Spaltung des Substrates.
Cysteinproteasen arbeiten im Wesentlichen wie Serinproteasen. Die Funktion der
nukleophilen Gruppe wird hier durch einen aktivierten Cysteinrest ersetzt.
Metalloproteasen enthalten im aktiven Zentrum ein gebundenes Metallion, fast immer
Zink. Dieses Metallion aktiviert ein Wassermolekil, welches wiederum die nukleo-
phile Gruppe bildet und die Carbonylgruppe des Peptids angreift (Berg et al., 2003).
Bei den Aspartatproteasen wirken im aktiven Zentrum zwei Asparaginsaurereste
zusammen, die durch Deprotonierung die Peptidcarbonylgruppe polarisieren. Ein
Wassermolekil greift nun die Carbonylgruppe an, die durch die Polarisierung eine
erhohte Empfindlichkeit aufweist (Berg et al., 2003).

1.3 Aspartatproteasen

Bekannte Enzyme, die zu den Aspartatproteasen zéhlen, sind zum beispielsweise
Renin oder Pepsin (Berg et al., 2003). Renin wird von Epitheloidzellen des
juxtaglomerularen Apparates der Niere gebildet und bei Blutdruckabfall
ausgeschiittet. Uber die Reaktionskaskade des Renin-Angiotensin-Systems fiihrt es
zu einer Erh6hung des Blutdruckes (Lullmann-Rauch, 2003). Pepsin ist ein
Verdauungsenzym, dessen Vorstufe Pepsinogen von den Hauptzellen des Magens
produziert wird (LUllmann-Rauch, 2003). Bereits vorhandenes Pepsin spaltet im
sauren pH-Milieu des Magens Pepsinogen und fuhrt so zur Entstehung von Pepsin,
welches nun die mit der Nahrung aufgenommenen Proteine spaltet. Auch das Enzym
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BACE, welches in dieser Arbeit untersucht werden soll, gehort zur Gruppe der
Aspartatproteasen (Dingwall, 2001; Dominguez et al., 2001; Citron, 2004).

1.4 APP und seine Proteolyse

APP (Amyloid Precursor Protein) ist ein Typ-1-Transmembranprotein mit weitgehend
unbekannter Funktion. Diskutiert wird, ob APP ein Rezeptor oder ein
Verbindungsmolekil zwischen Kinesin und synaptischen Vesikeln sein konnte
(Horiuchi et al., 2007). Auch eine Rolle als Adhasionsprotein mit einer Funktion fur
das Wachstum von Neuronen wéare moglich (Hoareau et al., 2008).

Die physiologische Proteolyse von APP findet durch eine a- und eine y—Sekretase
statt. Als o-Sekretase, welche die Ektodomé&ne des Proteins angreift, wurden
verschiedene Metalloproteasen identifiziert, vor allem Mitglieder der Familie der
ADAM-Proteasen (ADAM 9, 10, 17). Der y-Sekretase-Komplex wird von vier
Komponenten gebildet: Einem Presenilin Heterodimer, einer hoch glykosylierten
Form von Nicastrin sowie den beiden Proteinen Aph-1 (Aminoglykosid
Phosphotransferase-1) und Pen-2 (Presenilin-Enhancer-Protein-2). Dieser Komplex
greift APP in der Transmembran-Region an. Dies ist sehr ungewdhnlich, da eine
enzymatische Spaltung immer in Form einer Hydrolyse stattfindet und innerhalb der
Plasmamembran ein hydrophobes Milieu herrscht. Die intramembrane Proteolyse ist
dadurch zu erklaren, dass das gro3e Molekul als Multienzymkomplex um die
Schnittstelle herum selbst ein hydrophiles Milieu schafft.

Das Produkt der Proteolyse von a- und y-Sekretase ist ein Peptid namens p3,
welches keine pathologische Bedeutung aufweist (Abb. 3). Wird APP allerdings nicht
von der o—, sondern zuerst von einer B—Sekretase gespalten, so entsteht das
Amyloid-pB-Spaltprodukt (AB). Dieses kann als APB40 oder Ap42 vorliegen, je
nachdem, an welcher Stelle die y—Sekretase angegriffen hat (Abb. 3). AB findet man
in grofen Mengen in den pathologischen Plaques im Gehirn von Alzheimer-
Patienten. Diese Beobachtung fuihrte dazu, dass sowohl dem APP als auch der p-
Sekretase eine wichtige Bedeutung bei der Entstehung des Morbus Alzheimer

zugesprochen wurde (Marcinkiewicz and Seidah, 2000; Dingwall, 2001).
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APP Spaltung  nichi-amy amyloid Abbildung 3: APP-Spaltung
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1.5 Die Aspartatprotease BACE

BACE ist ein Typ-1-Transmembranprotein, das ein luminal gelegenes aktives
Zentrum aufweist. Matures BACE (ca. 70 kDa) entsteht aus der immaturen Form (ca.
65 kDa) durch eine Serie von post-translationalen Modifizierungen und Glykosilierun-
gen. Bisher sind zwei homologe Formen von BACE bekannt: BACE-1 und BACE-2.
BACE-1 findet man vorwiegend in primaren Neuronen des Gehirns, dagegen wird
BACE-2 vor allem im peripheren Gewebe exprimiert. Wahrend BACE-1 als
B—Sekretase identifiziert werden konnte (Vassar et al., 1999; Vassar, 2005; Cole and
Vassar, 2007; Cole and Vassar, 2008; Stockley and O Neill, 2008), ist die Funktion
von BACE-2 umstritten. BACE-2 scheint allerdings keine Schlisselrolle bei der
Spaltung von APP zu spielen (Citron, 2004). Als potentielle Drug-Targets fur die
Therapie der Alzheimer Demenz werden aufgrund dieser Fakten drei Varianten
diskutiert: Die Inhibition der y—Sekretase, die Stimulation der o-Sekretase, die mit der
—-Sekretase um das Substrat konkurriert oder die Inhibition der B—Sekretase. Das
Problem bei der Inhibition der y-Sekretase besteht darin, dass fiur diese viele
wichtige Substrate identifiziert sind, deren Prozessierungen essentiell sind und die
nicht von anderen Proteasen Ubernommen werden kdnnen. Insbesondere ist hier
das ,Notch“-Protein zu nennen, ein Transmembran-Rezeptor, der einen wichtigen
Transkriptionsfaktor bildet. Notch ist involviert in viele Differenzierungsprozesse und
in die Erneuerung von Organen wie der Haut, des Gastrointestinaltrakts und des

hamatopoetischen Systems.
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Die Funktion der a-Sekretase wird von verschiedenen Proteasen tbernommen. Noch
ist nicht bekannt, welche davon eine besondere physiologische Relevanz besitzt. Es
bleibt die Inhibition der p—Sekretase, deren physiologische Funktionen allerdings
ebenfalls noch nicht ausreichend erforscht wurden.

Um Anhaltspunkte Uber die physiologische Funktion der p—Sekretase zu erhalten,
wurden in Vorarbeiten bereits BACE defiziente Mause generiert, die folgenden
Phanotyp aufwiesen: BACE-1-defiziente Mause waren Kkleiner als ihre Wildtyp-
Geschwister (Abb. 4) und wiesen eine neonatale Mortalitdt von 50% auf (Abb. 5). In
ihrem Verhalten zeigten sie einen unsicheren und zurlckhaltenden Charakter. Fur
BACE-2-defiziente Mause konnte kein Phénotyp festgestellt werden, der von dem
des Wildtyps abwich. BACE-1/-2-doppeldefiziente Mause zeigten jedoch eine
signifikant hohere neonatale Mortalitat als BACE-1-defiziente Mause (Abb. 5).
Auffallig war, dass BACE-1- und BACE-1/2-defiziente Mause drei unterschiedliche
phanotypische Kohorten zeigten: Diejenigen mit neonataler Mortalitat, diejenigen, die
in der 4. bis 5. Lebenswoche verstarben und schlief3lich die dritte Kohorte, die das
Erwachsenenalter erreichte und keinen auffalligen Phéanotyp aufwies (Dominguez et
al., 2005). Diese Beobachtungen lassen verschiedene Vermutungen zu: BACE-1
besitzt spezifische Aufgaben, die von keiner anderen Protease tibernommen werden
konnen. Es gibt allerdings auch einige Uberschneidungen in den Funktionen von
BACE-1 und BACE-2. Anscheinend kann BACE-1 den Verlust von BACE-2
kompensieren. AulRerdem scheinen Umweltfaktoren eine Rolle fur die Mortalitat und
die Verhaltensauffalligkeiten von BACE-1-defizienten M&usen zu spielen. Die drei
unterschiedlichen Kohorten kénnten durch unterschiedliche Penetranz von BACE-1
zustandekommen, durch modifizierende Gene oder durch individuell verschiedene
kompensatorische Fahigkeiten von verwandten Genen.

Um die Funktion von BACE-1 zu verstehen wurden zahlreiche Untersuchungen
durchgefthrt, die zur Identifizierung von Substraten beigetragen haben. Zu diesen
gehoren die Glykosyltransferase ST6GAL 1 (Kitazume et al., 2004a; Kitazume et al.,
2005), der p-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) (Lichtenthaler et al., 2003), die
B2-Untereinheit von Natriumkanalen (Wong et al., 2005) sowie Neuregulin 1 (Willem
et al., 2006). Auch die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf Untersuchungen von
BACE-1, welches im Folgenden vereinfacht als BACE bezeichnet wird.



EINLEITUNG 7

Abbildung 4: Wildtyp- vs. BACE-1-defiziente
Maus

Gezeigt ist der direkte Vergleich einer Wildtyp-
Maus (links) und einer BACE-1-/- Maus (rechts).
Aufféllig ist der viel kleinere Kérper der BACE-1-

defizienten Maus.
Foto: (Dominguez et al., 2005)

Abbildung 5: Mortalitat

Die Grafik zeigt die Uberlebensrate in Tagen von
Wildtyp-Mausen (blaue Linie), BACE-1-defizienten
Mausen (rosa Linie) und BACE-1/2-

doppeldefizienten  Mausen (schwarze Linie).

=i + Bis/-

. g:«; Deutlich ist die erhohte neonatale Mortalitat von

Mumber of animals

BACE-1-defizienten = Mausen gegenuber den

Wildtyp-Mausen, aber auch die nochmals erhdhte

Mortalitat der doppeldefizienten gegenuber den

0 . days BACE-1-defizienten Mausen.

80
85
a0
a5
100
105

Grafik: (Dominguez et al., 2005)

1.6 Identifizierte Substrate der Protease BACE

Neben APP und den eng verwandten APLPs (Li and Sudhof, 2004) konnten bislang
erst wenige Substrate identifiziert werden. Dazu zdhlen die B-Untereinheiten
spannungsabhangiger Natriumkanale, die Glykosyltransferase ST6Gal 1, der PSGL-
1 (P-Selectin Glykoprotein Ligand-1) sowie Neuregulin 1.

Spannungsabhéangige Natriumkanale gehdren zu den wichtigsten lonenkanalen, die
eine unersetzbare Rolle fur die Auslésung eines Aktionspotentials in primaren Neu-
ronen spielen (Isom, 2001). Bei den f-Subunits dieser Kanale handelt es sich um
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie, die als Typ-1-Transmembranproteine

auch Zelladhasion vermitteln. Die S-Subunits werden, wie auch APP, sowohl von
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BACE-1 als auch von der y—Sekretase gespalten (Wong et al., 2005). Ein weiterer
Zusammenhang zwischen APP und den p-Subunits besteht darin, dass beide
Proteine bekannte Substrate von Metalloproteasen sind. Es ist denkbar, dass die
Spaltung dieser Untereinheit des Kanals die Auslosung eines Aktionspotentials
verhindern und so zur Hemmung von neuronalen Aktivitaten fihren kann. Die
kirzliche Entdeckung der A-Subunit als BACE-1-Substrat kdnnte zum weiteren
Verstandnis der Pathologie von Morbus Alzheimer beitragen.

Die Glykosyltransferase ST6Gal 1 ist eine Sialyltransferase, die Saurereste an
Glykoketten transferiert. Hierbei entsteht Sialyla2,6galactose, weldhzer
CD22/Siglec-2 (sialic acid binding Ig-like lectin-2) mit B-Zell-spezifischem Lektin
interagiert. Dies spielt eine Rolle bei der B-Zell-Differenzierung und
Antikdrperproduktion. BACE-1 schneidet ST6Gal 1 und kontrolliert so die Spiegel von
Sialylo2,6galactose, was anhand von in vitro (Kitazume et al., 2004b) und in vivo
Studien (Kitazume et al., 2005) bestatigt wurde.

PSGL-1 vermittelt die Adhasion von Leukozyten an die Membran von Endothelzellen
und damit die Rekrutierung von Leukozyten. Dies ist wichtig fur Entzindungs-
reaktionen sowohl im Gehirn als auch im peripheren Gewebe. Auch PSGL-1 wurde
als BACE-1-Substrat identifiziert (Lichtenthaler et al., 2003).

PSGL-1 zeigt - wie auch APP und die B-Subunits - ein typisches Muster der
sequentiellen Prozessierung: In der Ektodomane wirkt unter physiologischen
Bedingungen die o-Sekretase, gefolgt von der y-Sekretase, die das Protein in der
Transmembran-Region spaltet.

Neuregulin 1 ist ein axonales Signal-Protein, das fur die Entwicklung von Schwann-
Zellen und die Myelinisierung von Axonen verantwortlich ist. Es konnte gezeigt
werden, dass zum Zeitpunkt der Myelinisierung von Axonen hohe Spiegel von
BACE-1 zu finden sind, und dass BACE-1-defiziente Mause eine Hypomyelinisierung

der peripheren Nerven zeigen (Willem et al., 2006).

1.7 Potentielle Substrate der Protease BACE

Alle bisher identifizierten BACE-Substrate sind ebenfalls Substrate sowohl fur die a-
als auch fur die y-Sekretase. Dies lasst den Ruckschluss zu, dass es vielleicht noch

weitere, bislang unbekannte BACE-Substrate gibt die ebenfalls von a- und y-
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Sekretase prozessiert werden. Erschwerend fir die Analyse potentieller neuer
Substrate ist, dass mdglicherweise

a) die Aktivitdt von BACE nur bei Ausfall der entsprechenden Metalloprotease

sichtbar wird oder
b) BACE nur zu bestimmten Zeitpunkten in der Entwicklung (z.B. im
Embryonalstadium) aktiv ist.

Die beiden Substrate ST6Gal 1 und PSGL-1 lassen auf3erdem vermuten, dass BACE
eine Rolle innerhalb des Immunsystems spielt. In dieser Arbeit wurden zudem
weitere potentielle Substrate untersucht, die bisher noch nicht veréffentlicht wurden,
wie NCAM 140/180, TRANCE (Tumor Necrosis Factor Related Activation Induced
Cytokine), TNFa (Tumor Necrosis Factor a), TNF Rezeptor Il (Synonym: p75 oder
CD120b), TGFa (Transforming growth factor alpha), L-Selektin (Synonym: LECAM-1
oder LAM-1), Amphiregulin und Betacellulin.
NCAM gehort — ebenso wie die B-Subunits — in die Ig-Superfamilie und enthéalt 5 Ig-
Doméanen und 2 Fibronektin (FN)-Domanen. Wahrend der Embryonalentwicklung ist
NCAM im gesamten Organismus weit verbreitet (Kolkova, 2008). Spater kommt es
vor allem im Nervensystem an der neuromuskuldren Endplatte vor. Das NCAM-
Molekiul ist am Wachstum, an der Kommunikation sowie am Uberleben von
Neuronen beteiligt und beeinflusst Gedachtnisfunktionen und Lernféahigkeit (Hinkle et
al.,, 2006; Kolkova, 2008). NCAM kann durch differentielles Splei3en in
verschiedenen Isoformen vorliegen. In dieser Arbeit wurden die beiden
transmembrangangigen Formen NCAM 140 und NCAM 180 untersucht. Diese
unterscheiden sich in der Lange ihrer zytoplasmatischen Doméne, da NCAM 180 ein
zusatzlichen Exon enthalt.
TRANCE ist ein integrales Membranglykoprotein vom Typ 2 mit einer Gr63e von ca.
45 kDa und zéhlt zur TNF-Familie (Tumor Necrosis Factor). Es ist ein in der
Plasmamembran verankertes Vorlaufer-Protein, das durch Proteolyse freigesetzt
wird. TRANCE wird in Osteoblasten und Stromazellen (induziert durch Vitamin D3,
Prostaglandin E,, Interleukin-1 oder Glukokortikoiden) sowie in aktivierten T-Zellen
exprimiert. TRANCE Rezeptoren kommen auf Osteoklasten (Aktivierung und
Differenzierung) sowie auf dendritischen Zellen vor. Auf letzteren induzieren sie eine
verlangerte Uberlebenszeit der dendritischen Zellen, die Induktion der Expression
von proinflammatorischen Zytokinen sowie T-Zell-Wachstums- und Differenzierungs-

faktoren (Josien et al., 2000). AulBerdem kommt es durch Bindung von TRANCE zur
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Kooperation mit CD40-Ligand oder TNFa, was die Variabilitdt von dendritischen
Zellen erhoht (Josien et al., 1999; Wong et al., 1999; Lam et al., 2001).

Fur die Metalloprotease TACE (TNFa-converting Enzyme-like Protease) oder auch
ADAM17 genannt, wurde TRANCE bereits als Substrat identifiziert (Lum et al.,
1999). Gleichzeitig wurde beschrieben, dass TRANCE auch durch eine unbekannte
,Nicht-Metalloprotease* prozessiert wird. Aufgrund der Ahnlichkeit der TRANCE
Proteolyse mit der APP-Prozessierung wurden in dieser Arbeit TRANCE und einige
andere TACE Substrate auf eine eventuelle Spaltung durch BACE-1 untersucht.
TNFa ist ein potentes pleiotropes inflammatorisches Zytokin (Tracey and Cerami,
1994). Es kommt in den meisten Organen des Korpers vor und hat viele
verschiedene Funktionen, von denen viele bis heute nicht verstanden sind. Es
fungiert als Wachstumsstimulus, aber auch als —inhibitor und wirkt auRerdem
selbstregulierend. Spezifische Funktionen des TNFa sind unter anderem: Die
Stimulation aktivierter T-Lymphozyten, die Induktion einer Proliferation von
neutrophilen Granulozyten wahrend eines inflammatorischen Prozesses (Murray et
al., 1997), Funktionen in der Immunantwort bei Invasionen von Bakterien, Viren,
Pilzen oder Parasiten, die Induktion der Nekrose von spezifischen Tumorzellen und
die Wirkung als Schliisselmediator bei lokalen Entzindungsreaktionen. Durch TNFa
als Akute-Phase-Protein wird hierbei eine Kaskade von Zytokinen initiiert. Somit wird
die Permeabilitit der GefalRe erhoht, so dass Makrophagen und neutrophile
Granulozyten das Blutgefald besser verlassen konnen um an den Ort der
Entzindung zu gelangen (Janeway, 2005). Von Makrophagen gebildetes TNFa fuhrt
zu einer Verklumpung des Blutes, was eine Verschleppung der Keime Uber die
Blutbahn verhindern soll. Im Tierversuch wurde festgestellt, dass TNFa-defiziente
Mause nach einer Infektion mit gram-negativen Bakterien einen septischen Schock
erlitten (Janeway, 2005).

Der TNF Rezeptor Il ist ein 75 kDa grof3es Protein, welches auf allen somatischen
Zellen exprimiert wird (Pfizenmaier, 1991). Das Molekll gehdort zu einer Familie der
Zell-Oberflachenmolekile, der auch weitere Molekile wie Fas/Apol, CD30, OX40
und 4-1BB angehdren. Diese Familie ist charakterisiert durch cystein-reiche Areale in
der extrazellularen Doméane. Der TNF Rezeptor Il ist verantwortlich fur die
Stimulation von aktivierten T-Lymphozyten durch TNFa (Scheurich et al., 1987).
Andere Funktionen, die mit seinem Liganden TNFa zusammenhangen, werden noch
diskutiert (Holtmann et al., 2002; Zha and Shu, 2002; Carpentier et al., 2004).
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TGFa ist ein 50 Aminosduren umfassendes Protein. 30% seiner Sequenz ist
identisch mit der des EGF-Gens (Epidermal Growth Factor), mit dem es auch um
dieselben membrangebundenen Rezeptoren konkurriert (Yamane et al., 1997,
Guntinas-Lichius, 2002). Eine Rolle bei der Wundheilung (Cheng et al., 2008) und
der Onkogenese (Booth and Smith, 2007; Wu et al., 2007; Perez-Torres et al., 2008;
Zeren et al.,, 2008) wird dartber hinaus angenommen. Hierfur spricht auch, dass
grof3e Mengen von TGFa in einigen humanen Tumoren gefunden wurden (Zeren et
al., 2008).

L-Selektin ist das kleinste der vaskularen Selektine mit einer Grol3e von 74 bis 100
kDa. Es wird auf Granulozyten, Monozyten und zirkulierenden Lymphozyten
exprimiert und fungiert als Adhasionsmolekil, indem es die Adhasion von
Lymphozyten an die hochendothelialen Venolen der Lymphknoten und damit das
Homing der Lymphozyten in den Lymphknoten induziert (Guarda et al., 2007; Ganten
and Ruckpaul, 2008). Aulerdem spielt es eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung
von Leukozyten in Entzindungsherde (Tedder et al., 1995; Fabre et al., 2008).
Amphiregulin ist ein 78 Aminosauren groRes Glykoprotein, das die Proliferation
sowohl von gesunden Zellen als auch von diversen Tumorzellen stimulieren kann
(McBryan et al., 2008; Willmarth and Ethier, 2008; Yamada et al., 2008). Es ist ein
Mitglied der EGF-Familie der Zytokine. Diese sind Wachstumsfaktoren, die
charakterisiert sind durch ihre Synthese als Transmembran-Vorlaufer-Proteine und
die Prasenz verschiedener EGF-Strukturen in ihrer extrazellularen Domane.

Auch Betacellulin (BTC) gehort zur Familie der EGF-Zytokine. Es wird primar als
Transmembran-Vorlaufer-Protein synthetisiert und dann durch Proteolyse zum reifen
Molekul gespalten, das als Ligand fir den EGF Rezeptor fungiert. Eine hohe
Expression von Betacellulin wird im Pankreas gefunden (Thowfeequ et al., 2007).

Die Funktionen von BTC sind vielfaltig und noch nicht komplett verstanden. Es
fungiert als Differenzierungsfaktor der pankreatischen Tumorzelllinie und wandelt mit
Hilfe des Aktivin-A Amylase-sekretierende Zellen zu Insulin-sekretierenden Zellen um
(Mashima et al., 1996), induziert Insulin- und Glukokinase-Expression in
Glukagonom-Zellen (Watada et al., 1996) und vermittelt die Proliferation und
Differenzierung in einer Insulinom-Zelllinie bei Ratten (Huotari et al., 1998). Als
physiologische Funktion von BTC wird eine wichtige Rolle beim Wachstum und bei
der Differenzierung von Inselzellen des humanen Pankreas vermutet (Seno et al.,
1996; Miyagawa et al., 1999; Tada et al., 1999). Im Tierversuch fiuihrte die Gabe von
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rekombinantem humanem BTC zu einer Zunahme des Volumens von 3-Zellen in den
Inseln des Pankreas von M&usen mit einer daraus resultierenden verbesserten
Glukose-Toleranz (Yamamoto et al., 2000). Auf Grund dieser Entdeckungen wird
intensiv an BTC als therapeutische Mdglichkeit zur Behandlung des Diabetes

Mellitus Typ 1 geforscht.

1.8 Fragestellung / Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, potentielle BACE-Substrate zu identifizieren, die Hinweise
auf die physiologische Funktion der Protease oder eine Erklarung fur den Phanotyp
der BACE-defizienten Mause liefern konnten. Insbesondere war von Interesse,
maogliche Ursachen der hohen neonatalen Mortalitdt aufzudecken, die eine Inhibition
von BACE als Ansatz fir die Therapie von Morbus Alzheimer ausschlieen. Hierzu
wurden Proteine untersucht, die einer APP-ahnlichen Proteolyse unterliegen, d.h. die
durch eine ADAM-Protease in der Ektodoméane und durch die y-Sekretase in der
Transmembranregion prozessiert werden (Abb. 6). Hierzu sollten sowohl
Mausgewebe als auch transfizierte COS7-Zellen und embryonale Fibroblasten
(MEFs) untersucht werden.

Abbildung 6: Schematische Darstel-

Protein lung der Proteine, die einer APP-
ahnlichen Proteolyse unterliegen.

In der Transmembran-Region wird das

<+— p-Sekretase ? Protein von einer y-Sekretase gespalten,

extrazellular von einer oa-Sekretase. Ziel

a-Sekretase der Arbeit ist es zu untersuchen, ob

diese Proteine auch — wie APP — von der

v-Sekretase —»

-Sekretase BACE gespalten werden
Zellmembran P gesp W

kdnnen.

Des Weiteren wurde im Vorfeld bereits ein Microarray-Assay durchgefiihrt, mit dem
einige hundert Gene auf unterschiedliche Regulation im Gehirn von BACE-1-
defizienten und Wildtyp-Mausen untersucht wurden. Bei vielen dieser Gene konnte
ein Unterschied in der Regulation beobachtet werden. In dieser Arbeit sollten daher

einige ausgewahlte Gene, die aufgrund ihrer Relevanz im Immun- oder
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Nervensystem interessant erschienen, durch Real-Time-PCR verifiziert werden.

Diese sind in Tabelle 1 aufgefthrt.

Protein Exprimiert Physiologische Funktion Referenz
CD8b T-Zell Oberflachen- interagiert mit MHC-I, erkennt (Bosselut et
Glykoprotein Fremdprotein und leitet ggf. al., 2000;
Apoptose der infizierten Zelle ein | Thakral et
al., 2008)
CDh44 Transmembranprotein auf ist involviert in die Morphogenese | (Underhill,
der Oberflache der meisten | der Extremitaten, Wundheilung, 1992;
somatischen Zellen Leukozyten-Migration und Tumor- | Sugahara
Metastasierung et al., 2003;
Murai et al.,
2004;
Sugahara
et al., 2006)
Syntaxin 8 (Stx8) v.a. im Herzen, aber auch Fusion spaterer Endosomen (Bogdanovi
im Gehirn, in Niere, Leber, cetal,
Lunge, Plazenta, 2002; Kasai
Skelettmuskel, Milz und et al., 2008)
Pankreas
Colony Stimulating |v.a. im hamatopoetischen Rezeptor fir CSF-1, ein Zytokin, (Rosnet
Factor 1 Receptor |und lymphatischen Gewebe | das die Produktion, die and
(Csf1r) Differenzierung und die Funktion Birnbaum,
von Makrophagen kontrolliert 1993)
Periaxin (Prx) Schwann-Zellen Myelinisierung (Gillespie et
al., 2000)
Solute Carrier Transmembranprotein v.a. | Transport von Glukose in die Zelle | (Olson and
Family 2 im Endothel von Gefal3en Pessin,
(Facilitated Glucose | und der Blut-Hirn-Schranke 1996; Suls
Transporter), et al., 2008)

Member 1 (Slc2al)

Tabelle 1: Ausgewahlte Gene Fir die Real-Time-PCR
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2.1 Material

2.1.1 Gerate

96-well-Mikrotiterplattenleser Sunrise
Agarose-Gelkammer Modell H5
Analysenwaage
Chemilumineszenzkamera LAS-1000
CO2-Inkubatoren / Brutschrank
DNA-Photometer GeneQuant pro
Homogenisator Xenox
Horizontalschittler RM 5

Mini-Protean 3-Elektrophoresis-System
PCR-Cycler

Phasenkontrastmikroskop

pH-Meter

Phosphoimager — BAS-1000 / LAS-1000
Photometer

Real-Time-PCR-Cycler ABI PRISM 7000
Semi-Dry-Blot-System, Transblot SD
Spannungsquellen PowerPack 200 / 300
Sterilbank danLAF VFR 1806
Thermoblock Thermostat 5320
UV-Tisch, Video-Drucker, Video-Kamera
Vortex Genie 2

Waage

Warmeschrank

Wasserbad

Zentrifugen:

- Biofuge fresco

Tecan, Crailsheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Kern & Sohn, Durrwangen, D
Fujifilm, Carrollton, USA
Heraeus, Hanau, D

Biochrom, Cambridge, UK
Roth, Karlsruhe, D

Assistent, Sondheim, D

BioRad, Hercules, USA

Perkin Elmer, USA

Leika

Krick, Langenselbold, D
Fujifilm, Kanagawa, Japan
Hitachi, Japan

Applied Biosystems, Darmstadt, D
BioRad, Miunchen, D

BioRad, Miinchen, D

Claus Damm A/ S, Humlebaek, DK
Eppendorf, Hamburg, D

Intas UV-Systeme, Gottingen, D
Bender & Hobein, Zirich, CH
Sartorius, Géttingen, D
Memmert, Schwabach, D

GFL, Burgwedel, D

Heraeus, Hanau, D
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- Tischzentrifuge 5415 C
- Zellzentrifuge Universal 32, Typ1605

2.1.2 Verbrauchsmaterial

6-Loch-Zellkulturschalen
96-Loch-Platten
Einmalkanulen Microlance
Handschuhe
Neubauerzahlkammer

Parafilm M

pH-Indikatorstreifen
Pipettenspitzen
Praparationsbesteck
PVDF-Membran

ReaktionsgefalRe

Skalpell Feather, Nr.10

Sterile Plastikréhrchen (15 & 50ml)
Whatman Papier

Zellkulturschalen 10cm

Zellschaber

2.1.3 Chemikalien

Acrylamid Gel 30

Agarose

B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid

Complete Proteinaseinhibitor
DMSO

DNA-Marker 1kb

Eppendorf, Hamburg, D
Hettich, Tuttlingen, D

Sarstedt, Numbrecht, D
Sarstedt, Numbrecht, D
Becton Dickinson, Fraga, E
Roth, Karlsruhe, D
Brand, Wertheim, D
American National Can,
Greenwich, UK
Macherei-Nagel Duren, D
Sarstedt, Numbrecht, D
FST, Heidelberg, D

Roth, Karlsruhe, D
Eppendorf, Hamburg, D
pfm, Kéln, D

Sarstedt, Numbrecht, D
Roth, Karlsruhe, D
Sarstedt, Numbrecht, D
Sarstedt, Numbrecht, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
Canalco, Bethesda, USA
Sigma, Steinheim, D
Sigma, Steinheim, D
Roche, Mannheim, D
Sigma, Steinheim, D
Roche, Mannheim, D
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dNTPs

EDTA

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromidlésung
Fugene 6

Glycin

Isopropanol
Kaliumchlorid
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Methanol
Natriumchlorid
p-Nitrophenyl Phosphat
Salzsaure

TEMED

Triton X-100

Tris

Tween 20

Zinkchlorid

2.1.4 Verwendete Kits

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Roth, Karlsruhe, D
Riedel-de Haén, Seelze, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roche, Mannheim, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Steinheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Steinheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Steinheim,D
Merck, Darmstadt, D

- Auswertung der Immunodetektion von Proteinen auf Membranen:

ECL-Advanced Western Blotting Detection System, Amersham Biosciences,

Little Chalfont, UK

- Isolierung der DNA aus Schwanzspitzen:
Invisorb Spin Tissue Mini Kit (250), Invitek

- Proteinbestimmung:

Bradford-Reagenz, BioRad, Miinchen, D

- Transfektion von Zellen:
FuGene6, Roche, Basel, CH
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- Plasmid-Midipraparation:
Plasmid-Midiprepkit, PureYield Plasmid Midiprep System, Promega

- Real-Time-RT-PCR:
gPCR™ Mastermix Plus for SYBR GREEN I, Eurogentec, Seraing, B

2.1.5 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden von Sigma Genosys (Steinheim, D) erworben.

Primer fur die Genotypisierung von Wildtyp- bzw. BACE-1-defizienten Mausen:

BACE-1 Exon Forward — 5" ATG GCC CCAGCG CTGCACTGGCTCC 3

BACE-1 Exon Reverse — 5  CTG CCT ACG GTC ATC TCC ACATAG TAG 3
Neomycin Forward —5' GTT GTC ACT GAA GCG GGA AGG GAC TGG CTG 3'
Neomycin Reverse — 5" GCG AAC AGT TCG GCT GGC GCG AGC CCC TGA 3

Primer fUr den Nachweis von CD44, CD8b, Csflr, Prx, Slc2al, Stx8 und HPRT in der
Real-Time-RT-PCR:

CD44 Forward — 5 GGA AAC CCA GTG AGC TCAAC 3

CD44 Reverse — 5 TGT CCA CACTCT GCAGATTC 3

CD8b Forward —5' CTC AAG CTG CCT GCTTTG AA 3

CD8b Reverse —5' GTC CAA GGC CCAGTC CAAGA Z

Csflr Forward — 5" ATG CTT AGA CTA CAG GCT TC 3’

Csflr Reverse — 5 CAG GGC ACT GGG TAG AACAC 3

Prx Forward — 5 GGA TTC AGG GTC CGACTG CC ¥

Prx Reverse — 5" GGG GCT AGG CTG GGG AAT GG 3

Slc2al Forward — 5" CTA GTC TCC TGT GCA CTG AG 3’

Slc2al Reverse - 5 CTG TAT TTAATATTG ACAAC 3

Stx8 Forward — 5 TGA AGG ACT TACTGC TAAGA 3

Stx8 Reverse —5' CTT TGC TTC TTC GCT CAT CA 3’

HPRT Forward — 5" CCT GCT GGA TTA CAT TAAAGCACT G 3
HPRT Reverse — 5’ GTC AAG GGC ATA GCC AAC AACAAAC 3
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2.1.6 Verwendete Vektoren

Bezeichnung Verwendete cDNA Referenz

pcDNA 3 NCAM 140; NCAM 180; m- Invitrogen
BACE inaktiv

pcDNA 3.1 mTace FL; Invitrogen

pcDNA 3.1 Zeo (-) (B) Mouse ADAM10, h-BACE Invitrogen

Wildtyp; h-BACE inaktiv

pAP Taq 5

TNFa; TRANCE; Amphiregulin;

Betacellulin

Gene Hunter

Peak 12 / SEAP

APP; L-Selectin; TNFR Il

Stefan Lichtentaler, Miinchen

PSG5

m-BACE Wildtyp

Stratagene, USA

Tabelle 2: Verwendete Vektoren

2.1.7 Verwendete Standardplasmide

Gen Vektor Primer

Axcam pBlueScribe Sal / Mlu M13

Syntaxin 6 pT7T3D-Pacl M13

Syntaxin 8 pT7T3D-Pacl M13

Ramp 2 pME18S-FL3 Sugano F1/R1
Tcrb-v8.2 pBluescript Lion Lion FSP / RSP
Csflr pBluescript Lion Lion FSP / RSP
Slc2al pBluescript Lion Lion FSP / RSP
Periaxin pBluescript Lion Lion FSP / RSP
CD8b pBluescript Lion Lion FSP / RSP
CDh44 pBluescript Lion Lion FSP / RSP

Tabelle 3: Verwendete Standardplasmide
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2.1.8 Verwendete Primarantikorper

Antigen Immunisierte Verdinnung Referenz
Spezies, lg-Klasse,
Bezeichnung

Anti CD56 (NCAM) Ratte, 1gG 1:5000 BD Biosciences

Pharmingen

Anti BACE PADb Kaninchen, IgG, PSC- |1:1000 Axxora, USA
2253

Anti Flag Maus, IgG, M2 1:500 Sigma, D

Anti APP Kaninchen, A8717 1:1000 Sigma, D

Tabelle 4: Verwendete Primarantikérper

Alle Primarantikdrper wurden fur den Westernblot in 3% Magermilchpulver in TBS/T

verdunnt.

2.1.9 Verwendete Sekundarantikdrper

Bezeichnung Kopplung Verdunnung Herkunft

Esel a Kaninchen HRP 1:5000 Santa Cruz, Heidelberg, D
Ziege o Maus HRP 1:5000 Santa Cruz, Heidelberg, D
Ziege o Ratte HRP 1:10000 Santa Cruz, Heidelberg, D

Tabelle 5: Verwendete Sekundérantikdrper

Alle Sekundarantikdrper wurden fir den Westernblot in TBS/T verdinnt.

2.1.10 Verwendete Inhibitoren

Stimulus Konz. / eingesetzt |Dauer der Stimulation |Herkunft

Compound 3 (C3) 10 mM / 10pM 24 h Merck, Darmstadt, D
GM6001 13 mM/ 10uM 24 h Sigma, Steinheim, D
TAPI 20 mM / 10uM 24 h Sigma, Steinheim, D

Tabelle 6: Verwendete Inhibitoren
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2.1.11 Verwendete Puffer und Losungen

ADAM10 Lysispuffer:

AP-SDS-Page-Gel-Puffer:

AP-Substratldsung:

Laufpuffer:

LB-Medium:

Sammelgelpuffer:

5mM Tris

1mM EGTA

250 mM Sucrose
1% TritonX-100
—>pH7,4

100 mM NacCl
20 mM MgCl,
100 mM Tris x HCI (pH 9,5)

0,1 M Glycin

1 mM MgCl,

1 mM ZnCl,

— pH 10,4

— pro 5 ml eine Tablette p-Nitrophenyl-Phosphat
(Sigma N-9389) hinzugegeben.

25 mM Tris /HCI pH 7,5

200 mM Glycin
3,5 mM SDS

10 g Bakto-Trypton
5 g Bakto-Hefe-Extrakt

10 g NaCl

— ad 1000 ml H,O dest.; pH 7,0

30,28 g Tris / HCI pH 6,8
29 SDS
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2x-Solubilisierungspuffer:

Strippingpuffer:

IX TAE

TBS/T

Transferpuffer:

Trenngelpuffer:

— ad 500 ml H,0 bidest.

20% Glycin

4.5% SDS

125mM Tris / HCI pH 6.8

1 Spatelspitze Bromphenolblau

62.5 mM Tris pH 6.8
2% SDS
100 mM R-Mercapto-Ethanol

40 mM Tris / HCI pH 8.0
25 mM EDTA

20mM Tris
1ImM EDTA
140 mM NacCl
0,1% Tween-20
—>pH75

25mM Tris
192mM Glycin
10% Methanol
— pH 8,5

90,85 g Tris / HCI pH 8,8
2 g SDS
— ad 500 ml H,0 bidest.
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2.1.12 Zellkulturmedien und Losungen zur Arbeit mit Zellen

DMEM: Invitrogen, Karlsruhe, D und PAA Laboratories, Linz, A

FKS: 30 min hitze-inaktiviert bei 56°C
Biochrom und PAA (chargenabhangig)

PBS: 150 mM NacCl
120 mM KCI
10 nM Na2HPOa4/ KH2PO4
—>pH74

Penicillin / Streptomycin: 100 x konzentrierte Stammldsung (10.000 pg / ml)
PAA Laboratories, Linz, A

Trypsin-EDTA: Invitrogen, Karlsruhe, D
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2.1.13 Zelllinien und Kulturmedien

Zelllinie Beschreibung Medium Referenz
COos7 Nieren-Fibroblasten aus | DMEM mit 10% FKS ATCC, etablierte
der afrikanischen und 1% Pen / Strep Zelllinien
grinen Meerkatze
Cercopithecus aethops,
immortalisiert mit dem
grof3en SV40 T-Antigen
BACE-1 -/- MEF Embryonale DMEM mit 10% FKS eigene Herstellung

Mausfibroblasten,
.BACE-1-defiziente
Maus", primar oder

spontan transformiert

und 1% Pen / Strep

BACE-1/2 -/- MEF

Embryonale
Mausfibroblasten,
,BACE-1/2-defiziente
Maus", primar oder

spontan transformiert

DMEM mit 10% FKS
und 1% Pen / Strep

Diana Dominguez,

Belgien

BACE-2 -/- MEF Embryonale DMEM mit 10% FKS Diana Dominguez,
Mausfibroblasten, und 1% Pen / Strep Belgien
,BACE-2-defiziente
Maus", primar oder
spontan transformiert

Wildtyp-MEF Embryonale DMEM mit 10% FKS eigene Herstellung

Mausfibroblasten,

~Wildtyp-Maus”, priméar

oder spontan

transformiert

und 1% Pen / Strep

Tabelle 7: Zelllinien und Kulturmedien
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 TIERMODELL

2.2.1.1.1 Mausstamme

In Vorarbeiten wurde mittels homologer Rekombination das murine BACE-1-Gen
ausgeschaltet. Hierzu wurde eine exogene DNA-Sequenz, versehen mit einem
Neomycinresistenzgen (neo) als Selektionsmarker, in den offenen Leserahmen des
ersten kodierenden Exons im BACE-1-Gen integriert. Aufgrund der darin enthaltenen
Stoppsignale konnte die Translation des BACE-1-Proteins verhindert werden. Ein

Schema hierzu zeigt Abbildung 7.

X X i s X
Zielkonstrukt } | neo ] 1
5’-probe E 3 robf/ e
SBB X X G S X
Genomischer Lokus HH | . ! -
Sacl= 7.4 kb ==
Xbal= 7.6 kb ’-‘
SBB X X ! Xé S l.‘:"‘- X
Zielort HH— | ,Fhm — 4
Sacl= 8.6 kb >
Xbal=6 kb
S=Sacl B= Bglll X= Xbal

Abbildung 7: Ausschaltung des murinen BACE-1-Gens

Das Zielkonstrukt wurde produziert durch Subklonierung des Xbal-Fragments des BACE-1-Genes im

pBluescript Vektor. Eine Neomycin-Resistenz-Kassette wurde in das erste kodierende Exon von

BACE-1 eingefligt, wobei das Leseraster unterbrochen wurde. Die Pfeile zeigen die Primer an, die zur

Genotypisierung verwendet wurden.
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Signalpeptid

Propeptid

Schema: (Dominguez et al., 2005)
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2.2.1.1.2 Maushaltung

Sowohl die BACE-1-defizienten — als auch die Wildtyp-Mause wurden unter konven-
tionellen Bedingungen gehalten. Es wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h
Helligkeit und 12 h Dunkelheit eingehalten. Die Temperatur in den Raumlich-keiten
betrug 19-21°C, die Luftfeuchtigkeit 45-60%.

2.2.1.1.3 Praparation von Organen aus Mausen

Die verwendeten Tiere (P1, P5 und adult) wurden durch Dekapitation bzw. nach
Betdaubung durch Dislokation der Halswirbelsdule getdtet. Nach Abtétung der
aulRerlich anhaftenden Bakterien durch 75% Ethanol wurde ihnen mit Hilfe von
Schere, Pinzette und Skalpell der Schadel erdffnet und das Gehirn entfernt.
Anschlieliend wurde das Cerebrum vom Cerebellum getrennt. Zur spateren Geno-
typisierung der Tiere wurde ihnen die Schwanzspitze abgeschnitten. Die Cerebri
wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalde uUberfuhrt und bis zur weiteren

Verwendung bei —80°C gelagert.

2.2.1.2 ZELLPRAPARATION UND KULTIVIERUNG VON ZELLEN

2.2.1.2.1 Subkultivierung von Zellen

Alle Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Me-
dien wurden vor Verwendung auf 37°C erwarmt.

Splitten, d.h. Aufteilen von Zellen auf mehrere Schalen, wurde dann vorgenommen,
wenn die Zellen in einer Schale nahezu konfluent waren. Hierzu wurde das
Nahrmedium von den Zellen abgesogen und 1 ml Trypsin zur Ablosung der Zellen
vom Untergrund auf die Schale gegeben. Nach einer 1-mindtigen Inkubation wurden
5 ml des mit FKS und Penicillin / Streptomycin versetzten DMEM-N&hrmediums
dazugegeben und die Zellen durch mehrmaliges Abspiilen mit der Pipette vollstandig
vom Untergrund abgeltst. Jeweils 3 ml wurden in eine neue Schale (@ 10 cm)

gegeben und mit weiteren 7 ml des DMEM-N&hrmediums aufgefullt.
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2.2.1.2.2 Transfektion von Zellen

Die Zellen wurden in ein Loch einer 6-Loch-Schale ausgesat. Es wurden 2 ml des mit
FKS und Penicillin / Streptomycin versetzten DMEM-N&ahrmediums hinzugegeben
und die Zellen bis zu einer Dichte von etwa 60% kultiviert. Anschliel3end wurden die
Zellen mit dem Fugene-Reagenz transfiziert. Fur die Transfektion wurden 1 ug DNA
mit 3 pl Fugene ad 100 pl DMEM ohne Serum in einem 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal? gemischt. Das lipophile Reagenz bildet mit der zu transfizierenden
DNA einen Lipid-DNA-Komplex, der zu einer effizienten DNA-Aufnahme in die Zelle
und anschlielRender Expression in dieser fuhren soll. Vor der Zugabe des Gemisches
zu den Zellen wurde das Zellkulturmedium noch einmal gewechselt. Das
Transfektionsreagenz blieb fir 48 h auf den Zellen, die anschlieRend geerntet und
bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert wurden.

Im Falle einer spateren Verwendung fur die Messung der Aktivitat von Alkalischer
Phosphatase wurde das Transfektionreagenz nach 24 h abgesogen und es wurden
600 pl DMEM ohne Serum vorsichtig auf die Zellen pipettiert. Nach weiteren 12 h

wurden sowohl der Uberstand als auch die Zellen getrennt voneinander geerntet.

2.2.1.2.3 Ernten von Zellen

Das Nahrmedium wurde abpipettiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefafl’
Uberfahrt. Zur Beseitigung der im Medium schwimmenden abgestorbenen Zellen
wurde das Medium fur 5 min. bei 12000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
nochmals in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt. Bis zur weiteren
Verwendung wurde der Uberstand bei -20°C gelagert. Zum Ernten der Zellen wurden
diese zunéchst 1 min. lang in 500 pl PBS fur 1 min. gewaschen. AnschlieRend
wurden erneut 500 pl PBS auf die Zellen gegeben, diese mit einem Zellschaber
vollstdndig vom Untergrund abgel6st und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Die Zellen wurden fur 5 min. bei 12000 rpm zentrifugiert, das PBS wurde
abpipettiert und das Pellet bei -20°C gelagert.
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2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 PROTEINKONZENTRATIONSBESTIMMUNG MIT HILFE DES BRADFORD-
ASSAYS

Die Proteinmengen wurden mit Hilfe des ,Protein Assay Dye Reagent Konzentrats*
(Bradford-LAosung) von ,Bio-Rad Laboratories GmbH* (Minchen) bestimmt. Dieses
basiert auf dem blauen Saurefarbstoff ,Coomassie-Brillantblau®, dessen Absorptions-
maximum sich in Gegenwart von Proteinen im sauren Milieu von 465 zu 595 nm
verschiebt. Grund hierfur ist die Komplexbildung zwischen Protein und dem Farbstoff
in seiner anionischen Sulfonat-Form. Der Farbstoff bindet dabei unspezifisch an
hydrophobe Seitenketten der Proteine.

Bevor die Proteinmenge bestimmt werden konnte, wurde die Zell- oder Gewebe-
probe je nach Grée in 30 bis 500 pl ADAM10-Lysispuffer/Complete (40:1)
vollstandig lysiert und ftr 30 min. auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurde die Probe fir
5 min. zentrifugiert um nicht geléste Zelltrimmer zu entfernen.

Zur Proteinbestimmung wurde 1 pl Uberstand mit 200 pl 1:5 verdiinnter Bradford-
Ldosung auf eine 96-Well-Platte gegeben. Auf einem Well wurde als Leerwert nur die
verdunnte Bradfort-Losung aufgetragen. Die Proteinkonzentration wurde photome-

trisch bei 595 nm bestimmt.

2.2.2.2 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen durch Elektrophorese in denaturierenden Polyacryl-
amidgelen (PAGE) wurde im diskontinuierlichen Gelsystem nach Laemmli (1970) -
bestehend aus einer Sammel- und einer Trennschicht - vorgenommen. Die Gele
hatten eine Dicke von 1,5 mm und die Trenngele waren 7-15%-ig. Die
Elektrophorese erfolgte in einer groBen Gelkammer von BioRad und wurde bei
konstanten Voltstarken durchgefuhrt. Die Proteine wurden in reduzierendem 2 x
Solubilisierungspuffer (enthélt zusatzlich 10% B-Mercaptoethanol) aufgenommen und
vor dem Auftragen 5 min. bei 95°C denaturiert. Eine Ausnahme bildete hierbei die
Alkalische Phosphatase, die nicht aufgekocht wurde, da sie durch die Denaturierung
ihre Aktivitat verlieren wirde, die nach der Elektrophorese im Gel bestimmt werden

sollte. Hier wurde auch ein nicht-reduzierender Solubilisierungspuffer verwendet. Der
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verwendete Marker war der ,PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus“ von
Fermentas (St. Leon-Rot, D). Die Protein-Standard-Gr63en betrugen 10, 15, 27, 35,
55, 70, 100, 130 und 250 kD.

2.2.2.3 IMMUNOBLOT

Zur Immunodetektion mit Hilfe des Semi-dry-Blots wurden die nach Elektrophorese
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran utbertragen,
auf der sie dann fixiert und dargestellt werden kdénnen. Hierfir wurde Whatman-
Papier ausgeschnitten und mit Transferpuffer befeuchtet. AnschlieRend wurde das
Trenngel vom Sammelgel getrennt und mit der mit Methanol befeuchteten PVDF-
Membran zwischen jeweils 2 Schichten Whatman-Papier gelegt. Der Elektro-
Transfer der POroteine erfolgte bei 20 V.

Um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurden 2 g
Magermilchpulver wurden in 40 ml TBS/T gel6st und die PVDF-Membran in diesem
Blottingpuffer fir 60 min. unter kontinuierlichem Schiitteln oder fir mindestens 8 h im

Kuhlschrank inkubiert.

2.2.2.4 IMMUNODETEKTION VON PROTEINEN AUF MEMBRANEN

Der erste Antikdrper wurde entsprechend den Empfehlungen des Herstellers mit dem
Blottingpuffer aus Magermilchpulver und TBS/T verdinnt. Die Membran mit den
fixierten Proteinen wurde auf eine Glasplatte gelegt und 1-2 ml Antikdrper-Losung
auf die Membran pipettiert. Die Membran wurde mit Parafilm abgedeckt und 60 min.
inkubiert. Anschliel3end wurde die Membran 3 x 10 min. in TBS/T gewaschen. Der 2.
Antik6rper wurde entsprechend den Empfehlungen des Herstellers mit TBS/T
verdunnt, die Membran auf eine Glasplatte gelegt und 1-2 ml Antikdrper-Losung auf
die Membran pipettiert. Diese wurde mit Parafilm abgedeckt und wiederum fur
60 min. inkubiert. Anschlie@Rend wurde die Membran 3 x 10 min. in TBS/T
gewaschen. Zur Auswertung der Immunodetektion wurde das ,ECL-Advanced Kit*
von ,Amersham Biosciences" verwendet. Die Lésungen A und B wurden 1:1
vermischt, die Membran auf eine Glasplatte gelegt, 1 ml des Gemisches auf die

Membran gegeben und 1 min. inkubiert. Die Membran wurde luftfrei in eine Folie
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gelegt und die Restflissigkeit komplett entfernt. Ein Marker wurde auf Bandenhothe
auf die Folie geklebt und die Membran im Phosphoimager fotografiert.

2.2.2.5 STRIPPEN DER PVDF-MEMBRANEN

Durch Strippen von Westernblot-Membranen k&nnen unterschiedliche Proteine
nacheinander auf einer Membran detektiert werden. War die Membran bereits
getrocknet, wurde sie zun&chst 5 min. in Methanol equilibriert und anschlieRend
zweimal 15 min. in Stripping-Puffer bei 70°C von Antikdrpern freigewaschen. Um alle
Reste des Stripping-Puffers zu entfernen, wurde die Membran mindestens 1 h unter
kontinuierlicher Bewegung in TBS/T gewaschen. Dabei wurde der Puffer mehrfach
gewechselt.

2.2.2.6 ALKALISCHE-PHOSPHATASE-ASSAY

Mit Hilfe des Alkalische-Phosphatase-Assays wird die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase gemessen. Diese ist als Tag in das Plasmid eingebaut, welches das zu
untersuchende Gen enthélt. Das Prinzip der Methode besteht darin, dass der Probe
das Substrat p-Nitrophenyl-Phosphat zugegeben wird, welches unter Katalyse der
Alkalischen Phosphatase zu p-Nitrophenol und anorganischem Phosphat reagiert
(Abb. 8). Das p-Nitrophenol reagiert weiter unter Abspaltung eines Wasserstoffatoms
zum p-Nitrophenylen-Anion, das eine gelbe Farbung aufweist. Diese Farbung kann
unter photometrisch bei 405 nm bestimmt werden. Durch mehrere Messungen in

einem bestimmten zeitlichen Abstand kann die Enzymaktivitat bestimmt werden.

i+ Phosphatase S
o:N@o—ll’—o' — O;N*@*DH-F 0-P-0

o a
. . incrganic
p-Nitrophenyl phosphate p-Nitrophenol phospnate

OH- ol
ow@on —s ON v _\}—o
p-Nitrophenol p-Nitrophenylene anion

Abbildung 8: Das Prinzip der Alkalischen-Phosphatase-Reaktion
Die Phosphatase spaltet ein inorganisches Phosphat vom p-Nitrophenyl-Phosphat ab. Durch

Addition von Wasser wird das p-Nitrophenylen-Anion gebildet, das eine gelbe Farbung aufweist.

Bild: www.getsapfacts.com
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Hierzu wurde die Zellpellet-Probe je nach Gréf3e in 30 bis 500 pul ADAM10
Lysispuffer / Complete (40:1) vollstandig lysiert und fir 30 min. auf Eis inkubiert.
Anschliel3end wurde die Probe fur 5 min. zentrifugiert.

Auf einer 96-Well-Platte wurden pro Well 5 - 10 ul des Zellpellet-Lysats mit 200 ul der
Substratlésung bzw. 100 pl des Zellkultur Uberstandes mit 100 pl der Substratlosung
gegeben. Die Extinktion wurde im Abstand von 5 - 15 min. bei 405 nm gemessen.
Die Enzymaktivitdt wurde mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes mit folgender

Formel berechnet:

Ve -1000- AE -Vp

Aktivitat in ml = inU/mil
& Vo - At
Vow) = Gesamtvolumen / Well
Vey = Volumen, in dem das Zellpellet lysiert wurde bzw. Gesamtvolumen des Uberstands in

der Zellkultur

Vew) = Probenvolumen / Well

AE = Anderung der Konzentration

At = Zeitabstand

€ = Extinktionskoeffizient (in diesem Falle 18,5)

2.2.2.7 AP-SDS-PAGE-GEL

Bei dieser Methode wird im Gegensatz zum AP-Assay die Enzymaktivitdt nicht
photometrisch bestimmt. Es entstehen vielmehr sichtbar unterschiedlich starke
Banden, die nach einer Trennung durch Elektrophorese Aufschluss Uber die GroRRe
und damit Gber die Identitat der mit dem AP-Tag versehenen Spaltprodukte liefern
konnen.

Hierfur wurden zunachst die Uberstande aus der Zellkultur auf ca. 20 pl aufkonzen-
triert. Dies geschah mit Hilfe der ,Centrifugal Filter Devices” von ,Microcon/amicon
bioseparations®. Die Proben wurden in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf}
dberfihrt und mit nicht reduzierendem 2x-Solubilisierungspuffer versehen. Die
Suspensionen und ein Marker wurden in je eine Geltasche eines 10% SDS-Gels
pipettiert und die Elektrophorese wurde bei 95 V gestartet. Um eine Uberhitzung und
damit eine Inaktivierung der Alkalischen Phosphatase zu verhindern, wurde die
Elektrophorese-Kammer in einen Behalter mit Eis gestellt. Die Elektrophorese wurde
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gestoppt, wenn die blaue Linie des 2x-Solubilisierungspuffers am unteren Rand des
Gels angekommen war. Das Gel wurde nun 2 x 10 min. in 2,5% Triton X — 100-
Losung und anschlieBend in AP-SDS-Page-Gel-Puffer gewaschen. Nach Zugabe
von 5-10 ml NBT / BCIP staining solution (Ready-to-use-tablets von Roche) wurde
das Gel in diesem Puffer fir ca. 15 — 30 min. bei 37°C inkubiert, bis deutliche
Banden darauf erkennbar waren. Dann wurde die Reaktion gestoppt, indem das Gel
in einem 30%-igem Methanolbad 5 min. lang gewaschen wurde. Das Gel wurde

fotografiert und getrocknet, um es langfristig haltbar zu machen.

2.2.2.8 TROCKNEN VON GEFARBTEN SDS-POLYACRYLAMIDGELEN

Das Trocknen der SDS-Gele erfolgte in Cellophanfolien mit dem Gel-Luft-Trockner.
Die Gele wurden mindestens 5 min. lang gewassert, zwischen zwei Cellophanfolien

gelegt und danach 3 h unter Luftzufuhr getrocknet.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 DNA-ISOLIERUNG AUS SCHWANZSPITZEN

Die DNA-Isolierung aus Schwanzspitzen diente der Genotypisierung der Versuchs-
tiere. Hierzu wurde ca. 1 cm der Schwanzspitze abgetrennt. Zur Gewinnung der DNA
wurde das ,Invisorb Spin Tissue Mini Kit (250)“ der Firma ,Invitek* verwendet. Die
Schwanzspitzen wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfuhrt und mit
400ul ,Lysis Buffer G* und 40 pl Proteinkinase K enzymatisch zerkleinert.
Anschlie3end wurde die Probe tUber mehrere h unter kontinuierlichem Schutteln bei
52°C inkubiert. Nach 2-minitigem Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit
wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfihrt und
mit 200ul ,Binding-Buffer T* gut vermischt. Zur Bindung der DNA wurde nun ein
»Spin-Column® auf ein 2 ml Reaktionsgefald platziert und die Suspension auf das
~Spin-Column® transferiert. Dort wurde die Suspension fur 1 min. inkubiert und bei
12000 rpm 2 min. lang zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und das ,Spin-

Column* auf das Reaktionsgefal3 zurlckgesetzt. Zum Waschen der DNA wurden 550
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ul ,Wash-Buffer® hinzugegeben und die Suspension fir 1 min. bei 12000 rpm
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und das ,Spin-Column® zurlck auf das
Reaktionsgefal3 gesetzt. Dieser Waschvorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt.
Anschliel3end wurde das restliche Ethanol bei 12000 rpm fir 2 min. abzentrifugiert.
Fur die Elution der DNA wurde das ,Spin-Column® auf ein 1,5 ml Reaktionsgefaf?
gesetzt und 50 — 200 pl des auf 52°C vorgewdrmten ,Elution-Buffers D*
hinzugegeben. Nach 3-minidtigem Inkubieren wurde 2 min. lang bei 10000 rpm
zentrifugiert.

Anschlieend wurde die isolierte DNA photometrisch quantifiziert und per PCR
vervielfaltigt.

2.2.3.2 DNA-AMPLIFIKATION UBER DIE POLYMERASE-KETTEN-REAKTION
VON DNA AUS MAUSSCHWANZEN

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode, mit der definierte DNA-
Bereiche amplifiziert werden kdnnen.
Die PCR basiert auf drei Schritten, die fur die Synthese der DNA notwendig sind:

1. Denaturierung der Ausgangs-DNA (Template) in Einzelstrange

2. Bindung von Oligonukleotidprimern an beide Einzelstrange (Annealing)

3. Synthese der DNA durch die Polymerase - ausgehend von den

gebundenen Primern (Extension)

Zur Genotypisierung der DNA aus den Mausschwanzen wurden zwei Mastermixe fur
die jeweiligen zwei Primerpaare (Neomycin und BACE-Exon) angesetzt, die je Probe
mit 1,5 pg DNA folgendes enthielten:

- je 1 ul Oligoprimer (forward und reverse)

- 5 ul 10x Puffer (+MgCly)

- 5 pl dNTP

- 35 pl HO

- 0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/ul von Roche)

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:



MATERIAL UND METHODEN 33

Neomycin-PCR:

Initialschritt: - 5 Minuten 95°C

30 Zyklen: - 15 Sekunden 96°C
- 30 Sekunden 58°C
- 2 Minuten 72°C

Elongation: - 3 Minuten 72°C

anschlieRend: - Kiihlung auf 4°C

BACE-Exon-PCR:

Initialschritt: - 5 Minuten 95°C

35 Zyklen: - 15 Sekunden 96°C
- 30 Sekunden 55°C
- 2 Minuten 72°C

Elongation: - 3 Minuten 72°C

anschlieRend: - Kiihlung auf 4°C

Anschlielend wurden die Proben auf ein Agarose-Gel aufgetragen und mittels

Elektrophorese aufgetrennt.

2.2.3.3 RNA-ISOLIERUNG AUS GEWEBE

Die RNA-Isolierung aus Mausgehirnen erfolgte mit dem ,TRIzol™"-Reagenz
(Invitrogen, Karlsruhe). Zuerst wurde das Gehirn in 1ml Trizol zerstampft und fur
10 min. in der Kihlzentrifuge bei 12000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernung des
Restgewebes wurden 200 ul Chloroform hinzugegeben, das Lysat kurz geschittelt,
fur 2-3 min. bei Raumtemperatur inkubiert und fur 15 min. bei 4°C und 12000 rpm
zentrifugiert. Es bildeten sich 3 Phasen: Eine untere rote Phase mit Phenol und
Chloroform, eine weil3e Trennschicht und eine obere wassrige Phase, die die RNA
enthielt. Die wassrige Phase wurde abgenommen und in ein neues steriles
Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt. Es wurden 500 ul Isopropanol hinzugegeben.
Nach einer 10 minitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut fur 10 min.
bei 4°C und 12000 rpm zentrifugiert. Die RNA befand sich nun als gelartiges Pellet
am Boden des ReaktionsgefaRes. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 1

ml 75%-igem Ethanol gewaschen, kurz gevortext und abermals bei 4°C und 12000
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rpm fur 5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet getrocknet,
anschlieBend je nach Pelletgrof3e in 50-100 pl RNAse-freiem Wasser lysiert. Um die
RNA vollstdndig zu l6sen, wurde das Lysat fur 10 min. bei 55-60°C inkubiert und

anschlieBend auf Eis gelagert.

2.2.3.4 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN

Die Quantifizierung der Nukleinsduren aus den DNA- oder RNA-Isolierungen erfolgte
photometrisch. Die Messung der Absorption wurde bei einer Wellenlange von
260 nm gegen H,O in einer 10 mm Quarzklvette mittels eines UV-Detektors mit
automatischer Quantifizierung durchgefihrt. Die OD 260 = 1 entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA.

2.2.3.5 REVERSE TRANSKRIPTION VON RNA (cDNA-SYNTHESE)

Zur weiteren Analyse wurde die aus dem Gewebe isolierte RNA in cDNA umge-
schrieben. Hierbei wird das Enzym Reverse Transkriptase genutzt, das aus einer
RNA-Vorlage eine komplementare DNA synthetisieren kann.

FUr einen Reaktionsansatz wurde 1 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Diese wurde mit
1 yl DNAse-Puffer und 1 pl DNAse 15 min. bei 37°C inkubiert und mit 1 pl EDTA (25
mM) versetzt. Nach einer 10-minttigen Inkubation bei 65°C zur Aufhebung der
Sekundarstruktur der RNA und anschlieBender Lagerung auf Eis wurden 0,5 ug
Oligo(dT)Primer (Firma Fermentas GmbH) hinzugegeben und auf 11 pl mit Wasser
aufgefullt. Der Reaktionsansatz wurde fur 5 min. bei 70°C inkubiert und wiederum auf
Eis gelagert. Nun wurden 4ul des 5x-Reaction-Buffers und 2 pl dNTP-Mix
hinzugegeben, der Ansatz 5 min. lang bei 25°C inkubiert und danach 1 pl der
Reversen Transkriptase hinzugegeben. AnschlieRend wurde 10 min. lang bei 25°C
inkubiert. Die Reverse Transkription erfolgte bei 42°C fir 60 min.. Danach wurde die
Reverse Transkriptase 10 min. bei 70°C inaktiviert. Pro 1 pg eingesetzter RNA wurde
die Probe auf 100 pl mit Wasser verdunnt. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C

bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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2.2.3.6 Auftrennung von DNA in Agarose-Gelen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grél3e wurden 1%-ige
Agarose-Gele verwendet. Diese eignen sich fir einen Trennbereich von 0,5 bis 7 kb.
1 g Agarosepulver wurde in 100 ml 1x TAE gegeben und unter gelegentlichem
Schwenken so lange erhitzt, bis das Pulver vollstandig gelést war. Nach kurzem
Abkuhlen wurde die Flissigkeit luftblasenfrei in die Form gegossen und bis zur
vollstdndigen Aushartung des Gels nicht bewegt. Der Kamm wurde dann aus dem
Gel entfernt und dieses in eine mit 1x TAE geflllte Elektrophoresekammer gelegt.
12 pl der Proben wurden mit 2 ul 6x DNA Loading-Dye versetzt und die Proben
sowie ein Marker in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 120 V
gestartet und nach 35 min. beendet. Das Gel wurde fir 20 min. in einem
Ethidiumbromidbad (2,5 pug / ml) gefarbt und in H,O gewaschen. AnschlielRend wurde
das Gel auf dem UV-Transilluminator mit einem Videosystem aufgenommen und per

Ausdruck auf einem Thermopapier dokumentiert.

2.2.3.7 REAL-TIME-RT-PCR

Verglichen mit der RT-PCR ist das Besondere an der Methode der Real-Time-RT-
PCR, dass die Real-Time-RT-PCR - oder Echtzeit RT-PCR - eine Quantifizierung der
Gen-Regulation ermdglicht. In dieser Arbeit wurde die SYBR-Green-I-Methode
verwendet. Bei dieser Variante binden die SYBR-Green-I-Moleklle unspezifisch an
Doppelstrang-DNA und geben durch die Bindung ein fluoreszierendes Signal ab, das
dann quantitativ erfasst werden kann. Mit jedem Zyklus verstarkt sich das
fluoreszierende Signal, bis es sich einem Sattigungspunkt nahert. Am Ende eines

jeden Zyklus’ wird das SYBR-Green-I-Signal gemessen. Hieraus resultiert eine

Kurve, die einer Parabel mit der Grundfunktionsgleichung f(x):«/; ahnelt. Der
Zyklus, bei dem ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau erreicht wird, bezeichnet
man als ,threshold cycle* (Ct) oder ,Crossing Point* (CP). Je mehr cDNA in der
Probe enthalten ist, desto kleiner ist der Ct-Wert. Fuhrt man gleichzeitig eine
Messung mit einem Referenzgewebe durch - im Falle dieser Arbeit das Gehirn einer

Wildtypmaus - so kénnen guantitative Vergleiche angestellt werden.
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Um PCR-Reaktionen chromosomaler DNA zu verhindern, die aus der unspezifischen
DNA-Bindung des SYBR-Green-Farbstoffes resultieren kdnnen, wurden Intron-
Uberspannende Primer ausgewahlt.
Die aus der Reversen Transkription gewonnene cDNA wurde in einer PCR-Analyse
mit zwei genspezifischen Primern amplifiziert. Als interner Standard wurden Primer
verwendet, die ein spezifisches Fragment des Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase-Gens (HPRT) amplifizieren, welches erwiesenermal3en nicht durch
BACE beeinflusst wird. Es wurden 5 pl cDNA in folgendem Reaktionsansatz
eingesetzt:

- 25 pl 2x Master Mix

- 10 ul H,O

- 5 ul Forward Primer (3mM)

- 5 ul Reverse Primer (3mM)

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Initialschritt: 50°C — 2 Minuten
.Hot GoldStar* Aktivierungsschritt: 95°C - 10 Minuten
40 Zyklen: 95°C — 15 Sekunden

60°C — 1 Minute

Durch eine Schmelzkurven-Analyse wurde die Spezifitat der jeweiligen PCR-
Produkte Uberprift. Es wurden Standardkurven fir jedes Primerpaar erstellt, indem
verschiedene Verdinnungen von Plasmiden mit inserierten Genen gemessen
wurden. Die relative mRNA-Expression der spezifischen Gene wurde durch Division

mit dem entsprechenden HPRT-Transkriptionslevel errechnet.

2.2.3.8 TRANSFORMATION

Zum Transformieren von Plasmiden in E.coli wurde 1 pl des Plasmids in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal3 mit einer Bakteriensuspension gegeben. Die Bakterien
wurden fir 60 min. auf Eis — und anschliel3end fur 40 sek. bei 42°C inkubiert. 300 pl
einer Soc-Losung wurden hinzugegeben und die Probe fir 45 min. unter

kontinuierlichem Schiitteln bei 37°C inkubiert.
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In einen Kolben mit 300 ml Lb-Medium wurden 300 ul Ampicillin gegeben und das
Bakterien-Reaktionsgefald komplett in den Kolben pipettiert. Anschliel3end wurde der

Kolben flrr 8 bis 12 h unter kontinuierlichem Schitteln bei 37°C inkubiert.

2.2.3.9 MIDI-PRAPARATION

Fir die Praparation von Plasmiden aus Bakterien wurde das ,Pure Yield™ Plasmid
Midiprep System* verwendet.

Die Bakterienkultur wurde in zwei 50 ml Sarstedt-R6éhrchen gegeben und fir
10 min. bei 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Zentrifu-
giervorgang zwei Mal wiederholt, bis kein Bakterienmedium mehr tGbrig war.

Zur Lyse und Féllung wurde das Zellpellet mit 6 ml ,Cell-Resuspension-Solution®
vollstandig resuspendiert und mit 6 ml ,Cell-Lysis-Solution* grindlich gemischt. Die
Probe wurde 3 min. inkubiert. AnschlieRend wurden 10 ml ,Neutralization-Buffer*
hinzugefligt und nach grindlichem Mischen erfolgte eine erneute Inkubation fur
3 min.. Die Probe wurde nun fur 10 min. bei 15000 g zentrifugiert.

Zur DNA-Aufreinigung wurde das ,Clearing-Column“ auf das ,Binding-Column®
gesteckt und diese Saulenkombination auf der Vakuumstation angebracht. Der
Uberstand des Lysats wurde in das ,Clearing-Column“ gegeben und ein Vakuum
angelegt, bis das Lysat vollstandig durch die Saulenkombination gesaugt worden
war. Das ,Clearing-Column* wurde abgezogen und verworfen. Mit erneutem Anlegen
des Vakuums wurden 5 ml ,Endotoxin-Removal-Wash* und anschlielend 20 ml
»,Column-Wash-Solution® durch das ,Binding-Column“ gesogen. Nach 30 bis
60 sek. wurde das Vakuum abgestellt und das ,Binding-Column® auf ein neues
Sarstedt-Rohrchen gesteckt. Es wurden 750 pl Nuklease-freies Wasser auf das
.Binding-Column* gegeben, 5 min. inkubiert und anschlie3end 5 min. lang bei 2000 g
zentrifugiert. Die gewonnenen Plasmide wurden nun in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal3 Uberfuhrt, ihre Konzentration photometrisch bestimmt und zur
Kontrolle das Plasmid neben dem Ausgangsplasmid auf ein Agarose-Gel

aufgetragen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchungen zur Proteolyse potentieller BACE-Substrate

In den folgenden Untersuchungen sollte herausgefunden werden, ob es weitere
bisher unbekannte BACE-Substrate gibt, die den Phanotyp der BACE-defizienten
Mause erklaren konnten. Das Augenmerk lag dabei u.a. auf NCAM, da bereits
bekannt ist, dass es von einer Metalloprotease prozessiert wird (Hinkle et al., 2006;
Kalus et al., 2006). Auf’erdem wurde beobachtet, dass die Inhibition der
Metalloprotease nicht zu einer vollstéandigen Inhibition des Sheddings fiihrt. Es gibt
also noch mindestens eine andere Protease, die einen Effekt auf NCAM austbt. Da
sowohl BACE als auch NCAM vor allem im ZNS vorkommen, wurde NCAM als
potentielles BACE-Substrat in dieser Arbeit untersucht.

AulRRerdem wurden weitere Proteine untersucht, die bekanntermal3en — wie auch die

bekannten BACE-1-Substrate APP und PSGL-1 — sowohl von einer a-, als auch von

einer y-Sekretase prozessiert werden.

3.1.1 Die Proteolyse der neuronalen Adhasionsmolekile NCAM
140/180 durch BACE kann nicht bestatigt werden

In einem ersten Schritt sollte Uberprift werden, ob NCAM ein Substrat von BACE
sein konnte. Die Analyse erfolgte mittels Immunoblots, die nach den Protokollen in
2.2.2.1 bis 2.2.2.4 durchgefuhrt wurden. Abbildung 9 zeigt das Ergebnis eines
Vorversuches, der den Verdacht weckte, dass NCAM ein BACE-Substrat sein
konnte. Analysiert wurden 50 pg Gehirnlysat von M&usen unterschiedlichen Alters im
Vergleich zwischen Wildtyp- und BACE-defizienten Mausen. Es wurde ein Antikoérper
verwendet, der C-terminal an NCAM 140 / 180 bindet. Aul3er dem Volllangen-Protein
bei 140 bzw. 180 kD sind potentielle Spaltprodukte zu erkennen.
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Abbildung 9: Anti-NCAM-Immunoblot mit Maus-Gehirn-Lysat
Untersucht wurden Gehirne von Mausen (1. Tag postnatal, 5. Tag postnatal bzw. adult). Geféarbt
wurde anti NCAM. Sowohl in BACE-defizienten Mausen (rechts) als auch im Wildtyp (links) lasst sich
das Volllangen-Protein (140 bzw. 180 kD) gut sichtbar anféarben. Bei adulten Wildtyp-Tieren sieht
man auflerdem deutliche Banden mit der Grof3e von ca. 40 — 45 kD, welche bei den BACE-

defizienten Mausen wesentlich schwacher ausfallen.

Die Tatsache, dass die Proben aus Wildtyp-Gehirnen eine Bande bei ca. 40 — 45 kD
aufweisen, die bei den BACE-defizienten Gehirnen nicht zu sehen ist, spricht dafur,
dass BACE hier an der Proteolyse von NCAM beteiligt sein konnte. Allerdings fallt
auf, dass dieser Effekt nur bei den adulten Tieren, nicht aber bei P1 oder P5-Tieren
zu erkennen ist, was den Verdacht unterstreicht, dass BACE nur in bestimmten
Entwicklungsstadien im Organismus aktiv ist. Um weitere Klarheit tber die Rolle von
BACE bei der Proteolyse von NCAM zu gewinnen, wurden Uberexpressionsstudien
in COS7-Zellen durchgefiihrt. Hierbei wurde NCAM mit verschiedenen potentiellen
NCAM-Proteasen ko-transfiziert. Abbildung 10 zeigt beispielhaft das Ergebnis eines

solchen Versuches.
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Abbildung 10: Immunoblot nach Uberexpression mit NCAM und BACE
COS7-Zellen, ko-transfiziert mit NCAM 180 (oben) bzw. NCAM 140 (unten) und der jeweils unter der
Bande aufgefiihrten cDNA. Das Volllangen-Protein weist eine Gré3e von etwa 180 (oben) bzw. 140
(unten) kD auf. Es wurde der Primarantikdrper Anti CD56 (NCAM) verwendet.

Sowohl NCAM 140 als auch NCAM 180 lassen sich gut mit pcDNA, ADAM10 und
ADAM17 Kko-transfizieren, denn man sieht deutliche Banden auf HOhe des
Volllangen-Proteins, bei 140 bzw. 180 kD. NCAM 140 lasst sich auch gut mit
inaktiver BACE-DNA ko-transfizieren. Mit ADAM17 transfizierte Zellen wurden als
Doppelwert aufgetragen, da bereits beschrieben wurde, dass ADAM17 NCAM
schneiden kann. Erwartet wurden hier die beschriebenen Spaltprodukte mit einer
GroRRe von ca. 25 — 30 kD (110 — 115 kDa N-terminal) (Hinkle et al., 2006). Fur
ADAM10 ist eine Proteolyse von NCAM noch nicht gesichert, so dass die Analyse
dieser Protease in dem Blot als Nebenversuch angesehen werden kann. Anhand der
Ko-Transfektion mit dem Leervektor pcDNA, bei dem es sich um eine
Negativkontrolle ohne Transfektionseffekt handelt, kann beurteilt werden, ob es sich
bei einer kleinen Bande um ein spezifisches Spaltprodukt der jeweiligen Protease
handelt oder nicht: Wéare diese Bande nur bei der mit der Protease ko-transfizierten

Probe anzutreffen, nicht aber bei der mit pcDNA ko-transfizierten, so ware dies ein
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Hinweis darauf, dass es sich um einen Effekt dieser Protease handelt. Die obere
Abbildung zeigt Banden bei 50 und ca. 70 kD, die allerdings auch in den
untransfizierten Zellen zu sehen sind und daher als unspezifisch angesehen werden
missen. Auffallig ist in diesem Blot allerdings vor allem, dass in den mit BACE ko-
transfizierten Zellen kaum NCAM vorhanden ist. Dies weist auf ein methodisches
Problem hin, welches eine Auswertung schwierig gestaltet. Es scheint, dass sich
NCAM und BACE nicht gut ko-transfizieren lassen. Ein ahnliches Ergebnis zeigten
auch die anderen Immunoblots, so dass aus diesem Grunde von einer weiteren

Untersuchung von NCAM als moégliches BACE-Substrat abgesehen wurde.

3.1.2 Untersuchungen von potenziellen BACE-Substraten mittels

Alkalische-Phosphatase-Assay

Der Alkalische Phosphatase (AP) Assay (2.2.2.6) ist eine gute Methode fir ein
Screening auf der Suche nach Substraten. Die in dieser Arbeit untersuchten
potentiellen Substrate wurden deswegen ausgewahlt, weil sie bekanntermal3en — wie
die bekannten BACE-1-Substrate APP und PSGL-1 — sowohl von einer a-, als auch
von einer y-Sekretase geschnitten werden. Die verwendeten Plasmide wiesen einen

AP-Tag auf, der sich am extrazellularen Ende des Proteins befand (Abb. 11).

Abbildung 11 : Darstellung eines Proteins mit AP- und
Flag-Tag

Das Transmembranprotein weist z.T. einen Flag-Tag am
intrazellularen Ende und einen AP-Tag am extrazellularen
Ende auf. Wird das Protein durch die Protease gespalten, so
Protein

wird der AP-Tag in den Zelliberstand freigegeben. Seine

Aktivitat im Zellpellet und im Uberstand ist durch den
EZR

Alkalische Phosphatase Assay messbar.

IZR Zellmembran Der Flag-Tag erleichtert spatere Untersuchungen mittels

Immunoblot.

IZR = Intrazellularraum; EZR = Extrazellularraum

Durch Proteolyse gelangt die Ektodoméane mit dem AP-Tag in den Uberstand, wo sie
mittels AP-Assay messbar ist. Geschieht dies vermehrt durch Ko-Transfektion von
BACE, so ware die Schlussfolgerung, dass BACE in der Lage ist die Proteolyse
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durchzufiihren. Andererseits wirde eine hohe Enzymaktivitdt im Pellet zusammen
mit einer geringen Aktivitat im Uberstand darauf hindeuten, dass BACE nicht an der
Proteolyse beteiligt ist. Die Enzymaktivitaten, die mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetzes berechnet wurden (2.2.2.6), wurden prozentual miteinander verglichen.
Der Prozentsatz der Aktivitat im Uberstand im Verhaltnis zur gesamten Aktivitat
(Zellpellet + Uberstand) entspricht dem Prozentsatz an Shedding. Die Abbildungen

12 bis 18 zeigen die Ergebnisse der Messungen.

3.1.2.1 UBERPRUFUNG DER VALIDITAT DER AP-ASSAY-METHODE

Zunachst wurde der AP-Assay mittels einer Positiv-Kontrolle auf seine Gultigkeit
getestet. Hierzu wurden Zellen mit BACE und PSGL-1 ko-transfiziert (Abb. 12).
PSGL-1 ist ein bereits identifiziertes BACE-Substrat. In Gegenwart von BACE erhéht
sich das Shedding um 30% im Vergleich zur Transfektion mit dem Kontrollvektor
pcDNA. Bei Ko-Transfektion mit inaktivem BACE werden nahezu dieselben Werte
erreicht wie ohne BACE. Diese Ergebnisse verifizieren die bereits vertffentlichte
Annahme, dass es sich bei PSGL-1 um ein BACE-Substrat handelt (Lichtenthaler et
al., 2003). Fur diese Arbeit bedeutet dieses Ergebnis, dass es sich bei dem AP-
Assay um eine verlassliche Methode handelt.

PSGL-1
50

40

30

Shedding
(%)

10

pcDNA BACE inakt. BACE

Abbildung 12: Screening-Versuch mit PSGL-1
Gezeigt ist ein Versuch, der als methodische Positivkontrolle zu verstehen ist. Die Zellen wurden mit
PSGL-1, einem bekannten BACE-Substrat, und BACE ko-transfiziert. Zu sehen ist ein signifikanter
Anstieg der Sheddingrate in Gegenwart von BACE, die bei Ko-Transfektion mit inaktivem BACE nicht

Zu beobachten ist.
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3.1.2.2 KEIN HINWEIS AUF EINE BEEINFLUSSUNG DER PROTEOLYSE VON
TNFa, TGFa, L-SELEKTIN, AMPHIREGULIN UND BETACELLULIN
DURCH BACE-UBEREXPRESSION

Anschlieend wurde ein Screening durchgefuhrt, das erste Anhaltspunkte Uber
maogliche BACE-Substrate liefern sollte. Hierzu wurden verschiedene Plasmide
untersucht, die — ahnlich wie bereits bekannte BACE-Substrate, z.B. APP — sowohl
von einer a- als auch von einer y-Sekretase gespalten werden.

TNFa und TGFa zeigen in Anwesenheit von BACE eine um 5% erhdhte Shedding-
Aktivitat (Abb. 13), ein Ergebnis, das als nicht signifikant betrachtet werden kann. Es
spricht also nach Durchfihrung der hier zusammengefassten Versuche nichts fur
einen Effekt von BACE auf eines dieser beiden Proteine. Ahnliche Ergebnisse zeigt
die Zusammenfassung in Abbildung 14: L-Selektin, Amphiregulin und Betacellulin
zeigen in Anwesenheit von und ohne BACE nahezu identische Shedding-Aktivitaten.

Auch hier zeigte sich kein Hinweis auf ein BACE-Substrat.

TNF« TGFu

BU_
70 —
60+—

Shedding 0

(%) 404+—
30-_
20+—
10+—
0 . . . .
peDMA BACE peDMA BACE

Abbildung 13: Screening-Versuch mit TNFa und TGFa
Dargestellt sind die Ergebnisse fiir die Plasmide TNFa (links) und TGFa (rechts). Die blauen Balken
zeigen die Werte fir die Ko-Transfektion mit dem Leervektor pcDNA, die roten Balken die fiir die Ko-

Transfektion mit BACE. Es ist kein signifikanter Unterschied im Shedding zu sehen.
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L-Selektin Amphiregulin Betacellulin
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Abbildung 14: Screening-Versuch mit L-Selektin, Amphiregulin und Betacellulin
Farbenverteilung siehe Abb. 13. Die linken Balken zeigen die Ergebnisse fiir die Plasmide L-Selektin,
die in der Mitte fir Amphiregulin und die rechten Balken die Ergebnisse fiir Betacellulin. Auch in

dieser Abbildung ist kein signifikanter Unterschied im Shedding erkennbar.

3.1.2.3 DIE UBEREXPRESSION VON BACE FUHRT ZUR ERHOHTEN
FREISETZUNG DER TRANCE-EKTODOMANE

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse fur TRANCE. In diesem Fall wurden die
Ergebnisse nicht zusammengefasst, sondern die einzelnen Versuche aufgefuhrt und
mit unterschiedlichen Farben dargestellt. Die obere Graphik zeigt die absoluten
Prozentzahlen mit und ohne Ko-Transfektion von BACE. Unten ist zu sehen, um
wieviel Prozent hoéher die Shedding-Aktivitdt in Anwesenheit von BACE ist. Es wird
deutlich, dass sich die absoluten Zahlen von Versuch zu Versuch sehr
unterscheiden. Der prozentuale Unterschied bleibt jedoch relativ konstant zwischen
13 und 17%. Verglichen mit den bereits untersuchten Konstrukten erscheint dieser
Unterschied signifikant und lasst den Verdacht aufkommen, dass es sich bei
TRANCE um ein BACE-Substrat handeln konnte. Der Phanotyp der BACE-
defizienten Mause zeigt eine sehr hohe Infektanfalligkeit, was weiter die Annahme
unterstutzt, das TRANCE ein BACE-Substrat sein kénnte, denn TRANCE Ubernimmt
wichtige Funktionen im Immunsystem (1.7.2). Diese Uberlegungen fiihrten zu dem
Entschluss, sich in den Folgeversuchen auf TRANCE zu konzentrieren um den

Verdacht ggf. verifizieren zu konnen.
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Abbildung 15: Screening-Versuch mit TRANCE
Gezeigt ist das Ergebnis fir TRANCE. Die unterschiedlichen Farben stehen fiir die einzelnen
Versuchsreihen. Obere Graphik: Links ist die Ko-Transfektion mit pcDNA gezeigt, rechts die mit
BACE. Untere Graphik: Prozentuale Zunahme gegeniiber dem Leervektor pcDNA. Es ist erkennbar,
dass trotz der erheblichen Unterschiede in der absoluten Prozentzahl (oben) zwischen den einzelnen
Versuchsreihen die relative Zahl relativ konstant bleibt. Die mit BACE ko-transfizierten Zellen zeigen

ein um ca. 15% hoheres Shedding als die mit pcDNA ko-transfizierten Zellen.

Zunachst folgte ein Versuch, der ahnlich konzipiert war wie der Anfangsversuch mit
PSGL-1. Es wurden Zellen mit TRANCE Uuberexprimiert und mit dem Leervektor
pcDNA, BACE, ADAM17 bzw. inaktivem BACE ko-transfiziert (Abb. 16). Fur
ADAM17 wurde bereits ein Effekt auf TRANCE beschrieben, so dass dieser Ansatz
als Positivkontrolle diente. Es wurde die gleiche Darstellungsform gewahlt wie in
Abbildung 15: In der oberen Graphik sind die absoluten Prozentzahlen aufgeflhrt,
die untere zeigt die prozentuale Zunahme gegeniber dem Leervektor pcDNA.
Erwartet wurde eine signifikante Zunahme in Gegenwart von ADAM17 und BACE,
wahrend es in Gegenwart von inaktivem BACE zu keiner Zunahme kommen sollte.
Diese Erwartungen wurden weitestgehend bestatigt. Nach Ko-Transfektion mit
ADAML17 ist eine Zunahme von knapp 30%, mit BACE von 10% zu sehen. Durch die
Ko-Transfektion mit inaktivem BACE ist keine Zunahme der Shedding-Aktivitat
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erkennbar. Der Effekt von ADAM17 auf TRANCE scheint ca. drei mal hoher zu sein
als der von BACE, beide Ergebnisse waren aber gut reproduzierbar. Die Shedding-
Aktivitat der mit BACE ko-transfizierten Zellen war immer deutlich hdéher als die aller

Ubrigen untersuchten Konstrukte.

TRANCE
50
40
Shedding 30
(%)
20
0 v . .
pcDNA ADAM 17 BACE inakt. BACE
3B
30
2%
Zunahme 20
des
Sheddings 5
(%)
10 I
5
0 : i [
ADAM 1T BACE inakt. BACE
5

Abbildung 16: AP-Assay zur Verifizierung von TRANCE als BACE-Substrat (1)
Untersucht wurden Zellen, die jeweils mit TRANCE ko-transfiziert wurden. Die unterschiedlichen
Farben stehen fir die einzelnen Versuchsreihen, die in der unteren Graphik quantitativ
zusammengefasst sind. Oben ist die absolute Prozentzahl des Sheddings dargestellt, wahrend die
untere Graphik die prozentuale Zunahme gegeniber der mit dem Leervektor ko-transfizierten Zellen
zeigt. Bei der Ko-Transfektion mit ADAM17 zeigt sich wie erwartet ein massiver Anstieg in der
Sheddingrate gegeniiber den Zellen mit pcDNA. BACE zeigt ebenfalls einen signifikanten Anstieg,
wenn auch nicht in dem hohen Malle wie ADAM17. Bei der Ko-Transfektion mit inaktivem BACE

wurden die gleichen Werte erreicht wie mit pcDNA.

Durch diesen Versuch wurde hiermit der Verdacht erhartet, dass BACE einen Effekt
auf TRANCE hat. Als néchstes wurde nun untersucht, ob durch Zugabe des
spezifischen BACE-Inhibitors Compound3 (C3) ein reduzierender Effekt auf das
konstitutive Shedding ohne BACE-Uberexpression zu beobachten ist (Abb. 17).
Hierzu wurden wiederum Zellen mit TRANCE transfiziert und mit BACE bzw. dem

Leervektor pcDNA ko-transfiziert. 24 h vor dem Ernten wurde den mit pcDNA ko-
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transfizierten Zellen der Inhibitor C3 zugegeben. Neben einer prozentualen Zunahme
des Sheddings um ca. 13% in Gegenwart von BACE ist hier zu beobachten, dass C3
zu einer Abnahme des Sheddings unter den Ausgangswert fuhrt. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass in COS7-Zellen anscheinend eine gewisse Menge an endogenem
BACE vorhanden ist, das durch den Inhibitor gehemmt wird. Auch dieser Versuch
spricht daftr, dass TRANCE ein Substrat von BACE ist oder dass BACE durch
Prozessierung einer TRANCE-Protease am Shedding vom TRANCE beteiligt sein

konnte.
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Abbildung 17: AP-Assay zur Verifizierung von TRANCE als BACE-Substrat (2)
In diesem Versuch wurde mit TRANCE ko-transfizierten Zellen z. T. der spezifische BACE-Inhibitor
Compound 3 (C3) zugegeben. Es ist zu erkennen, dass die Sheddingrate bei Zellen mit C3 unter den

Wert der ohne C3 mit pcDNA ko-transfizierten Zellen sinkt.

Abschlielend wurde untersucht, welchen Effekt die Zugabe eines Metalloprotease-
Inhibitors auf die Shedding-Aktivitat hat (Abb. 18). Es sollte geklart werden, ob die
Inhibition der Metalloprotease die BACE-Aktivitdt besser sichtbar machen bzw.
verstarken koénnte, da die Metalloprotease evtl. mit BACE um das Substrat TRANCE
konkurrieren kénnte. Die vier linken Graphiken (beschriftet mit pcDNA, 1, 2 und 3)
spiegeln das schon bekannte Ergebnis aus den zuvor beschriebenen Versuchen
wieder, in denen noch kein Metalloprotease-Inhibitor verwendet wurde. Die Ko-
Transfektion von TRANCE mit ADAM17 fuhrt zu einem etwa 30%-igen Anstieg des

Sheddings gegenuber den mit dem Leervektor pcDNA ko-transfizierten Zellen. Bei
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Anwesenheit von BACE kommt es zu einer Shedding-Zunahme von ca. 10%, das
Vorhandensein von inaktivem BACE hat dagegen keinen Effekt. Die beiden rechten
unteren Balken zeigen den Effekt einer Ko-Transfektion von BACE (4) bzw.
inaktivem BACE (5) unter Zugabe eines Metalloprotease-Inhibitors. Es ist zu sehen,
dass es in beiden Fallen zu einer Abnahme der Shedding-Aktivitat im Vergleich zu
den mit pcDNA ko-transfizierten Zellen kommt: Ca. 5% Abnahme bei den mit BACE
und ca. 10% bei den mit inaktivem BACE ko-transfizierten Zellen. Dieses Ergebnis
scheint Uberraschend, denn durch die Inhibition der Metalloproteasen wurde ein
starkerer Effekt duch BACE erwartet. Eine mdgliche Hypothese, die diesen Effekt
erklaren konnte ist die, dass BACE nicht direkt auf TRANCE wirkt, sondern dass
BACE vielmehr als Aktivator auf eine Metalloprotease, z.B. ADAM17, wirkt, die dann
den direkten Effekt an TRANCE bewirkt. Die Sicherung dieser Hypothese bedarf
allerdings noch weiterer Uberpriifungen. Bei Verwendung eines anderen
Metalloprotease-Inhibitors konnten &hnliche Ergebnisse erzielt werden (Abb. 18).
Dies bestétigt, dass beide Inhibitoren funktionieren und unterstitzt die Validitat von
Versuchen, in denen diese Inhibitoren verwendet wurden oder in Zukunft noch

verwendet werden.
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Abbildung 18: AP-Assay zur Verifizierung von TRANCE als BACE-Substrat (3)

1 = ADAM17, 2 = BACE, 3 = inakt. BACE, 4 = BACE / GM6001 oder TAPI, 5 = inakt. BACE / GM6001
oder TAPI

Dargestellt sind die Messwerte fur Zellen, die mit TRANCE ko-transfiziert wurden. Zu diesen Zellen
wurden wie im Text beschrieben Metalloprotease-Inhibitoren (GM6001 oder TAPI) hinzugegeben. Die
unterschiedlichen Farben stehen fur die einzelnen Versuchsreihen. Gelb und orange zeigen
denselben Versuch, hier wurde allerdings statt des Metalloprotease-Inhibitors GM6001 der Inhibitor
TAPI verwendet. Wiederum ist ein hoher Anstieg des Sheddings in Gegenwart von ADAM17 sowie ein
weniger hoher Anstieg (10%) in Gegenwart von BACE zu beobachten. Bei Ko-Transfektion mit
inaktivem BACE werden ahnliche Werte wie mit pcDNA erreicht. In Gegenwart von Metalloprotease-
Inhibitoren sinkt die Sheddingrate trotz Gegenwart von BACE signifikant ab. AuRerdem wird deutlich,
dass kein Unterschied bei Verwendung eines anderen Metalloprotease-Inhibitors beobachtet werden

kann.

Mit Hilfe des AP Assays wurde bereits nachgewiesen, dass sich bei Uberexpression
von BACE vermehrt Spaltprodukte der Ektodomane von TRANCE im Uberstand
transfizierter Zellen befinden. Dies spricht dafir, dass BACE an der Ektodomane von
TRANCE angreifen konnte. Allerdings kann mit der AP-Assay-Methode nicht gezeigt
werden, an welcher Stelle des Proteins die Protease angreift, wie grof3 die
Spaltprodukte sind oder ob TRANCE evtl. sogar mehrere Angriffsstellen besitzt. Um
diese Fragen zu klaren, wurden weitere Methoden angewendet. Im AP-SDS-Page-

Gel (2.2.2.7) werden die Proteinfragmente nach ihrer Gro3e aufgetrennt. Nach AP-
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Substratzugabe werden Banden sichtbar, die eine Bestimmung der Proteingrof3en
ermdglichen. Sichtbar gemacht werden all diejenjgen Proteine, die einen AP-Tag
enthalten. Im Zellpellet kann das Volllangen-Protein, im Uberstand kénnen eventuelle

Spaltprodukte der Ektodoméane sichtbar gemacht werden.

3.1.2.4 DIE UBEREXPRESSION VON BACE FUHRT ZUR ERHOHTEN
FREISETZUNG VON TRANCE-SPALTPRODUKTEN MIT EINER GROSSE
VON CA. 100 kD

Fur diese Versuche wurden ebenfalls Uberexprimierte COS7-Zellen verwendet, die
mit TRANCE und dem Leervektor pcDNA bzw. einer Protease ko-transfiziert wurden.
Die Ergebnisse der Versuche zeigen die Abbildungen 19 und 20.

* .

130 kD —w]

Uberstande

100 kD —f»]

untransfiziert
+pEDNA v
-
+BACE
+inakt. BACE I
+BACE ‘
+inakt. BACE I I

S

+GMB001

Abbildung 19: Untersuchung zur GréR3e von TRANCE-Spaltprodukten (1)
COS7-Zellen, ko-transfiziert mit TRANCE und dem jeweils unter der Bande aufgefiihrten Konstrukt.
Das obere Gel zeigt die Alkalische-Phosphatase-Aktivitdt im Zellpellet, das untere die Aktivitat im
Uberstand. Die auf den letzten zwei Spuren aufgetragenen Zellen wurden zusatzlich 24 h lang mit
dem Metalloproteaseinhibitor GM6001 inkubiert.



ERGEBNISSE 51

. | 1
— - Pellets
» S

100 KD —=

Uberstinde

a2
_
'

130 kD —»

|

+peDNA
+PCDNA + TAPI
+A10
+A1T7
+A17 + TAPI
+BACE
+BACE + TAPI
+inakt. BACE
+ TAPI
+inakt, BACE

Abbildung 20: Untersuchung zur GréR3e von TRANCE-Spaltprodukten (2)
COS7-Zellen, ko-transfiziert mit TRANCE und dem jeweils unter der Bande aufgefuhrten Gen. Das
obere Gel zeigt die Alkalische-Phosphatase-Aktivitat im Zellpellet, das untere die Aktivitdt im
Uberstand. Statt mit GM6001 wurden diese Zellen wie angegeben 24 h mit dem
Metalloproteaseinhibitor TAPI inkubiert.

In den Zellpellets ist eine relativ gleichmaRige Transfektionsrate des TRANCE-AP-
Proteins erkennbar. Lediglich die mit ADAM17 ko-transfizierten Zellen des in
Abbildung 20 dargestellten Versuches zeigen eine etwas hohere Aktivitat als die
restlichen in diesem Versuch verwendeten Zellen. Die Tatsache, dass das Zellpellet-
Lysat durchweg mehrere Banden zeigt, scheint Uberraschend. Wahrscheinlich ist,
dass TRANCE in unterschiedlichen Glykosilierungsformen vorkommt oder dass es
Pro-Peptide von TRANCE gibt. Die Banden aus den Uberstand-Proben zeigen im
Vergleich zur Menge an transfiziertem Gesamtprotein, ob und in welchem Malie ein
Shedding durch eine Protease stattgefunden hat, da in diesem Falle der Alkalische-
Phosphatase-Tag mit dem Spaltprodukt in den Uberstand freigegeben wird. Auch die
Proben aus den Uberstanden zeigen mehrere Banden, was eigentlich bedeutet, dass
es mehrere Schnittstellen der Protease an dem Protein gibt, was zu unterschiedlich
grof3en Spaltprodukten fihren wirde. Betrachtet man aber die Gro3e der Banden, so
ist es doch eher wahrscheinlich, dass es sich bei der gro3eren Bande um das
Volllangen-Protein handelt. Dieses sollte im Uberstand nicht vorkommen. Allerdings
ist es moglich, dass beim Ernten der Zellen nicht alle Zellreste sauber aus dem
Uberstand entfernt werden konnten.

Abbildung 19 zeigt eine hohe Alkalische-Phosphatase-Aktivitat bei den mit ADAM17
ko-transfizierten Zellen mit zwei starken Banden: Eine bei 100 kD und eine etwas
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kleinere, die schwierig von einander abzugrenzen sind. Dieses Ergebnis ist nicht
Uberraschend, da TRANCE bereits als ADAM17-Substrat identifiziert wurde (Lum et
al., 1999). Die Ko-Transfektion von BACE fuhrt ebenfalls zur verstarkten Generierung
eines loslichen TRANCE-Spaltprodukts im Vergleich zur Kontrolle und zur
Transfektion mit inaktivem BACE. Durch Inkubation der Zellen in Gegenwart eines
Metalloprotease-Inhibitors konnte die BACE-abhangige Proteolyse wieder reduziert
werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen des AP-Assays Uberein, was
den Verdacht erhartet, dass es sich um einen komplizierteren Reaktionsweg handeln
kbnnte als urspringlich angenommen. Denkbar ware, dass BACE nicht direkt auf
das Protein wirkt, sondern eine andere Protease, z.B. ADAM17, aktiviert, welche
dann die Proteolyse durchfihrt.

Auch in Abbildung 20 ist zu sehen, dass die Ko-Transfektion von ADAM17 und
BACE (ADAM17 in wesentlich starkerem Rahmen als BACE) zur vermehrten
Generierung eines loslichen TRANCE-Spaltprodukts fuhrten, die durch Zugabe des
Metalloprotease-Inhibitors zuriickging. Im Wesentlichen bestétigt das Ergebnis
dieses Versuches die vorangegangenen Resultate. Allerdings zeigt hier auch
inaktives BACE eine — wenn auch schwache — Aktivitat, die unter Verwendung von

TAPI ganz verschwindet.

3.1.2.5 BACE-UBEREXPRESSION FUHRT ZUR VERMEHRTEN FREISETZUNG
VON SPALTPRODUKTEN DER INTRAZELLULAREN DOMANE VON
TRANCE

Die Ergebnisse der bisher in 3.1.2 beschriebenen Versuche sollten anschlie3end
mittels Westernblots verifiziert werden. Das in dieser Arbeit verwendete TRANCE-
Plasmid weist einen Flag-Tag auf, der sich am C-terminalen Ende des Proteins
befindet. Nachdem TRANCE mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase bereits auf ein
Shedding der Ektodomane untersucht wurde, kann mit Hilfe des Flag-Tags Uberprift
werden, ob die BACE-abhangige Proteolyse von TRANCE zur Entstehung
zytoplasmatischer Spaltprodukte fuhrt. Die Ergebnisse der Immunoblots sind in
Abbildung 21 und 22 aufgefihrt.
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Abbildung 21: Immunoblot zur Untersuchung von intrazellularen TRANCE-Spaltprodukten (1)

COS7-Zellen, ko-transfiziert mit TRANCE und der jeweils unter der Bande aufgefiihrten cDNA.

Das obere Bild zeigt die mit anti-Flag gefarbte Membran, fir das untere Bild wurde die PVDF-
Membran gestrippt und anti-BACE gefarbt. Das Volllangen-Protein weist eine GréRe von etwa 100 kD
auf. Es ist zu sehen, dass — abgesehen von den mit ADAM10 ko-transfizierten und den mit pcDNA ko-
transfizierten und mit TAPI inkubierten Zellen — eine gleichmaRige Transfektionsrate vorliegt. Bei einer
GrolRe von 10, 20 und 25 kD sind bei den mit ADAM17 ko-transfizierten Zellen drei Banden zu sehen.
In Anwesenheit von TAPI verschwindet die 10 kD-Bande und die 20- und 25 kD-Banden werden
wesentlich schwécher. Bei Ko-Transfektion mit BACE ist ebenfalls eine deutliche Bande bei 20 kD
erkennbar sowie zwei sehr schwache Banden bei 10 und 25 kD. In Anwesenheit von TAPI wird die
20 kD Bande deutlich schwécher, die anderen beiden Banden verandern sich nicht signifikant. Diese
Beobachtungen bestétigen die Ergebnisse, die bereits die AP-Assays und die AP-SDS-Gele gezeigt
haben. Das untere Bild zeigt, dass die Transfektion von BACE funktioniert hat und die

Transfektionsrate nicht deutlich unterschiedlich ist.
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Abbildung 22: Immunoblot zur Untersuchung von intrazellularen TRANCE-Spaltprodukten (2)

COS7-Zellen, ko-transfiziert mit TRANCE und dem jeweils unter der Bande aufgefuhrten Gen.

Das obere Bild zeigt die mit anti-Flag gefarbte Membran, fiir das mittlere und untere Bild wurde die
PVDF-Membran gestrippt und anti-BACE (Mitte) bzw. anti-ADAM17 (unten) gefarbt. Die 100 kD-
Bande zeigt das Volllangen-Protein. Es ist zu sehen, dass die mit inaktivem BACE ko-transfizierten
Zellen eine geringere Transfektionsrate aufweisen als die restlichen Zellen. Wieder sind bei Ko-
Transfektion mit ADAM17 drei kleine Banden zu sehen, die das Shedding-Produkt zeigen. In diesem
Fall wird aber in Anwesenheit von Metalloprotease-Inhibitor (GM6001) nur die Kleinste der drei
Banden signifikant schwéacher. Die mit BACE ko-transfizierten Zellen zeigen zwei sehr starke Banden
bei 20 und 25 kD sowie eine etwas schwachere bei 10 kD. Alle drei Banden werden in Anwesenheit
von GM6001 signifikant schwéacher. Die Starke der Banden des inaktiven BACE unterscheiden sich
nicht signifikant von denen der mit pcDNA ko-transfizierten Zellen. Die in der Mitte bzw. unten

abgebildeten Membranen bestatigen eine fehlerlose Transfektion von BACE bzw. ADAM17.

Fur die Westernblots wurden ebenfalls tGberexprimierte ko-transfizierte COS7-Zellen
verwendet. Die Abbildungen 21 und 22 zeigen beide den Blot jeweils anti-Flag-
(oben) und anti-BACE gefarbt (unten bzw. Mitte). In Abbildung 22 wurde aul3erdem
anti-ADAM17 (unten) gefarbt.

Abbildung 21 zeigt — mit Ausnahme der mit ADAM10 transfizierten Zellen — eine
relativ gleichmaRige TRANCE-Volllangen-Bande und weist damit auf eine &hnliche
Transfektionsrate hin. Aufféallig sind drei Banden mit der Grof3e von ca. 10, 20 und
25 kD bei den mit ADAM17 Kko-transfizierten Zellen, die in Anwesenheit des
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Metalloprotease-Inhibitors TAPI verschwinden (10 kD-Bande) bzw. schwécher
werden (20- und 25 kD-Bande). Diese Banden bestétigen die Ergebnisse, die bereits
mit Hilfe der anderen Methoden erzielt wurden und auch die verdffentlichten
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, dass TRANCE ein ADAM17-Substrat mit
mehreren Schnittstellen ist (Lum et al., 1999). Die mit BACE ko-transfizierten Zellen
zeigen ebenfalls eine deutliche Bande bei ca. 20 kD. Die 10- und 25 kD-Banden sind
schwach erkennbar. Nach Inkubation mit TAPI verandert sich hier deutlich nur die 20
kD-Bande, die schwacher wird.

In Abbildung 22 ist zu sehen, dass die Ko-Transfektion mit inaktivem BACE nicht gut
funktioniert hat. Es ist weniger TRANCE-Volllangen-Protein enthalten als in den
anderen Proben. Die mit ADAM17 ko-transfizierten Zellen zeigen wieder 3 Banden,
die sich diesmal aber durch Inkubation mit dem Metalloproease-Inhibitor nicht
wesentlich verandern, lediglich die kleinste der 3 Banden wird schwacher. Auch bei
BACE sind wieder 3 Banden zu sehen, zwei starke bei ca. 20 und 25 kD und eine
schwéchere bei ca. 10 kD. Diese Banden werden nach Inkubation mit dem
Metalloprotease-Inhibitor GM6001 schwécher.

Insgesamt weisen die hier erhobenen Untersuchungen darauf hin, dass BACE nicht
nur an der extrazellularen, sondern auch an der intrazellularen Domane von
TRANCE an Prozessierungen beteiligt ist. Dass die Zunahme der Spaltprodukte
unter Zugabe von Metalloprotease-Inhibitor wieder reduzierbar ist, weist darauf hin,
dass BACE auch an der intrazellularen Doméane von TRANCE eher indirekt durch

Aktivierung der Metalloprotease am Shedding beteiligt sein kénnte.

3.2 Verifizierung der Microarray-Daten

3.2.1 Microarray-Daten

Ein weiterer Ansatz zur ldentifizierung von BACE-Substraten und -Funktionen
bestand darin, mittels Microarray-Assay ein Screening durchzufihren, mit dem viele
verschiedene Gene auf eine verédnderte Regulation durch die BACE-1-Defizienz
Uberpruft wurden. Diese Analyse zeigte, dass zahlreiche Gene von BACE-1 reguliert
werden (Abb. 23). 10 bekannte Gene, die aufgrund ihrer Relevanz fur das

Immunsystem oder ihrer Bedeutung fir das Nervensystem interessant erschienen,
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wurden firr diese Arbeit ausgewahlt, um die Anderung der Regulation in BACE-1-

defizienten Mausen mittels Real-Time-PCR zu verifizieren und zu quantifizieren.

Einen Uberblick tiber die Ergebnisse des Microarray-Chips fiir die betroffenen Gene

zeigt die folgende Tabelle. Das Microarray-Ergebnis zeigt die Regulation in BACE-1-

defizienten (KO) Mausen, verglichen mit Wildtyp-M&usen, an.

Name des Gens Expression Microarray-Ergebnis

CD8b Immunsystem in KO herunter-reguliert -1,77
CD44 Immunsystem in KO herunter-reguliert -1,08
Syntaxin 8 ZNS + diffus in KO herunter-reguliert -1,11
Csflr Immunsystem in KO hoch-reguliert +0,77
Periaxin Peripheres Nervensystem in KO hoch-reguliert +1,31
Syntaxin 6 Immunsystem + diffus in KO herunter-reguliert -0,89
Axcam Neuronal in KO herunter-reguliert -1,25
Slc2al Gehirn (Glukose-Transporter) in KO hoch-reguliert +0,75
Ramp2 Diffus, v.a. Herz + Nebenniere in KO herunter-reguliert -1,37
Tcrp-v8.2 Immunsystem in KO hoch-reguliert +1,17

Tabelle 8: Microarray-Ergebnis

res1], "raw.p"]
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Abbildung 23: Ergebnisse des

Microarray-Chips

Jeder Kreis zeigt ein Gen an.
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3.2.2 Nachweis der BACE-1-Defizienz

Um die Microarray-Daten verifizieren zu kénnen, musste zundchst RNA aus dem
Gehirn von Wildtyp- und BACE-Knockout-Tieren gewonnen werden. Hierfir wurde
zuvor der Genotyp der Tiere festgestellt. Es wurden zunachst die Schwanzspitzen
der Mause abgetrennt und die DNA isoliert (2.2.3.1). Zur Genotypisierung wurden
parallel zwei PCRs durchgefiihrt (2.2.3.2). Um die Anwesenheit der Neomycin-DNA-
Kassette nachzuweisen, wurden Primer gewahlt, die innerhalb dieser Kassette
ansetzen. Das amplifizierte Fragment hatte eine Grol3e von ca. 280 bp und war
sowohl bei BACE-1-/-, als auch bei BACE-1+/- heterozygoten Tieren zu sehen, nicht
aber bei Wildtypmausen. In einer weiteren PCR wurden Primer verwendet, die am
Exon 1 des BACE-1 Gens ansetzen. Ein amplifiziertes Genfragment mit einer Lange
von ca. 250 bp war sowohl bei Wildtyp- als auch bei heterozygoten Tieren sichtbar,
nicht aber bei homozygot BACE-1-defizienten Mausen. Betrachtet man beide
Ergebnisse gemeinsam, so kann zwischen Wildtyp, heterozygot und homozygot
BACE-1-defizienten Mausen unterschieden werden. Die heterozygoten Mause
weisen immer eine Bande auf, wahrend diese Bande bei Wildtyp-Mausen nur in der
Exon-PCR und bei BACE-1-defizienten M&usen nur in der Neo-PCR zu sehen ist.
Abbildung 24 stellt das Ergebnis der PCR dar, die zur Genotypisierung der Mause

durchgefihrt wurde.

Abbildung 24: Genotypisierung

Auftrennung der PCR-Produkte, die bei der Genotypisierung amplifiziert

- wurden. Der obere Pfeil weist auf die Amplifikation der neoRKassette (280
-_—

bp) bei BACE-1 hetero- oder homozygot defizienten Mausen hin, der
untere Pfeil auf das Exon des Wildtyp-BACE-1 (250 bp). Je Spur wurden

10 ul der PCR auf das 2%-ige Agarose-Gel aufgetragen.

e -

Nach Sicherstellung des Genotyps konnte die RNA, wie in 2.2.3.3 beschrieben,
isoliert und anschlieRend auf ihre Reinheit getestet werden. Dieser Schritt wurde
sowohl mit einer photometrischen als auch mit einer elektrophoretischen Kontrolle
(Abb. 25) durchgefiihrt. Am Photometer wurde die Reinheit der RNA bei 280 nm,
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dem Absorbtionsmaximum fur Proteine, und bei 260 nm uberprift. Der Mittelwert der
Quotienten OD 260/280 zeigte bei Werten von 1,9 — 2,0 eine gute Qualitat der
praparierten RNA an. Die Synthese von cDNA aus der zuvor gewonnenen RNA
wurde nach dem Protokoll in 2.2.3.5 durchgefuhrt.

Abbildung 25: RNA-Qualitatsprifung
Die auf einem Agarose-Gel aufgetragenen RNA-Proben zeigen
eine 18S- und eine 28S-Bande der RNA.

3.2.3 Standardplasmide

Die Standard-Plasmide (2.1.7) wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Jobst Landgrefes
aus Gottingen, wo der Microarray-Vorversuch stattfand, zur Verfigung gestellt.

3.2.3.1 UBERPRUFUNG DER PLASMIDE UND PRIMER-DESIGN

Die Midipraparation der Standardplasmide wurde nach dem Protokoll in 2.2.3.9
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die Probe auf ein Agarose-Gel aufgetragen, um
die erfolgreiche Replikation der DNA zu uberprufen (Abb. 26).

Abbildung 26: Uberpriifung der
Standardplasmide

Die Proben wurden auf ein 1%-iges
Agarose-Gel aufgetragen. Die Banden

stellen die unterschiedlich grol3en

Plasmide dar.
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Die Sequenzierung der Plasmide wurde von der Firma MWG vorgenommen. Bei
einem nachfolgenden Abgleich mit der offiziellen Gensequenz und der Vektorkarte

mit der resultierenden Plasmidsequenz wurde festgestellt, dass von den 10
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ausgewahlten Genen nur 5 in den Plasmiden zu finden waren. Die Sequenz, die in
den Plasmiden vorkam, wurde im Internet unter ,www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/*
eingegeben. Es wurde festgestellt, das zwei der Sequenzen (Syntaxin 6 und Slc2al)
sich direkt neben oder in der Néhe des Genlokus befanden, wahrend die 3 anderen
fehlerhaften Plasmide (Tcrb-v8.2, Axcam und Ramp2) eine Sequenz enthielten, die
an einer sehr entfernten Stelle des Genoms zu finden ist. Somit konnte in der Arbeit

nur mit den tbrigen 5 Genen, beschrieben unter 1.8, weitergearbeitet werden.

Beim Design der Primer wurde darauf geachtet, dass diese nach Mdglichkeit zu 20 -
80% aus G/C-Basen bestehen. Eine Aneinanderkettung von mehr als 3 Guanin-
Basen wurden vermieden, ebenso wie eine Thymin-Base am 3’ Ende oder mehr als
2 Guanin- oder Cytosin-Basen unter den letzten 5 Basen am 3’ Ende. Eine Liste mit

den Sequenzen der verwendeten Primer ist in 2.1.5 aufgefihrt.

Fur die Auswertung der spater erfolgten Messungen mit Gewebe aus Mausgehirn
wurden zunachst eine Standard-Eichgerade erstellt. Hierzu wurden die
Standardplasmide in verschiedenen Verdinnungen nach dem Protokoll in 2.2.3.7
gemessen. Die Konzentration der einzelnen Plasmide wurde nach erfolgter Midi-
Praparation (3.2.5.1) photometrisch bestimmt. Aus der Konzentration wurde die
Anzahl der in der Probe enthaltenen Kopien mit Hilfe der folgenden Formel

berechnet:

Anzahl der Molekille i/ = Konzentration (9/4) g 05 . 10

Anzahl der Basenpaare - 660

Das Ergebnis der Messungen ergibt optimalerweise eine Gerade, bei der der Ct-Wert
mit steigender Verdinnung der Probe ansteigt. Wird unter denselben Bedingungen
das zu untersuchende Gewebe vermessen, so kann anhand der Gerade die
resultierende Anzahl der Kopien in der Probe ablesen werden. Die Standardkurven
der in dieser Arbeit untersuchten Gene sind in den Abbildungen 27 — 32 dargestellt.
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Abbildung 27: Standardkurve fir CD8b
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Abbildung 28: Standardkurve fur CD44
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Abbildung 29: Standardkurve fur Syntaxin 8
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Abbildung 30: Standardkurve fiir Csfilr
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Abbildung 31: Standardkurve fur Periaxin
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Abbildung 32: Standardkurve fur das Kontrollgen HPRT
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3.2.4 Real-Time-PCR mit Gewebe aus Maus-Gehirn

Nach Erstellung der Standard-Eichgeraden wurde nach demselben Prinzip (2.2.3.7)
die gewonnene cDNA aus dem Gehirn von adulten BACE-1-defizienten und Wildtyp-
Mausen gemessen. Die aus den Messungen resultierenden Ct-Werte sind aus den
Abbildungen 33 — 38 ersichtlich.

38m=
36
[ ]
34 [ ]
[ ] A
5 [ ] - [ ] A A ‘AA
304 A A
30 A
28 I I
ko wt

Abbildung 33: Ergebnisse aus den Messungen fiir CD8b
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Abbildung 34: Ergebnisse aus den Messungen fir CD44
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Abbildung 35: Ergebnisse aus den Messungen fiir Syntaxin 8
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Abbildung 36: Ergebnisse aus den Messungen fir Csflr
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Abbildung 37: Ergebnisse aus den Messungen fir Periaxin
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Abbildung 38: Ergebnisse aus den Messungen fir das Kontrollgen HPRT

Abb. 33 — 38: Ergebnisse aus den Messungen der cDNA aus dem Gehirn von Wildtyp- vs.
BACE-1-defizienten Mausen

Zu sehen sind die Ct-Werte der BACE-1-defizienten Méause (links) und der Wildtyp-Mause (rechts).
Die Linie gibt die Medianwerte an. Es wurden jeweils 5 Mause (Littermates) in mehreren
Versuchsreihen miteinander verglichen. Erkennbar ist, dass die Medianwerte oft einen Ct von 30
Ubersteigen. Dies trifft zu fur die Gene CD8b, CD44 sowie insbesondere auch fiir das Kontrollgen
HPRT. Sucht man diese Ct-Werte nun auf den Standardeichgeraden, so stellt man fest, dass in der
Probe theoretisch weniger als ein Molekil vorhanden ist. Da dies nicht méglich ist, ist dieser Versuch
nicht auswertbar.

3.2.5 Berechnung der Real-Time-PCR-Ergebnisse

Zur Berechnung der Ratio aus den oben aufgefuhrten Graphen wurde folgende

Formel verwendet:

ACt = Ct (Gen) — Ct (Kontrolle)
AACt = ACt (Knockout) — ACt (Wildtyp)

Ratio = 2744
=2 -(Substrat Knockout — Kontrolle Knockout) - (Substrat Wildtyp — Kontrolle Wildtyp)

Die Ratio wurde wie folgt gedeutet:
- Ratio <1 = Gen ist im Knockout herunter-reguliert
- Ratio >1 = Gen ist im Knockout hoch-reguliert
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3.2.6 Ergebnisse der Berechnung

Die Berechnung der Ratio fuhrte fur die in dieser Arbeit untersuchten Gene zu

folgendem Ergebnis:

Messung 1 Messung 2 Messung 3 Gesamtratio
CD8b 2,02 0,82 1,56 4,77
CD44 0,84 2,16 0,07 0,96
Syntaxin 8 1,56 0,76 0,11 1,62
Csflr 1,71 23,79 0,90 1,89
Periaxin 1,51 0,48 2,00 2,20

Tabelle 9: Ergebnisse der Real-Time-PCR-Berechnung

Wird anschlieRend die Gesamtratio betrachtet, wiirde diese Tabelle zeigen, dass
CD8b im Knockout 4,77-fach hochreguliert ist, wahrend es beim CD44-Gen kaum
eine Anderung in der Regulation gibt. Csfir und Periaxin sind etwa 2-fach
hochreguliert, Syntaxin 8 ca. 1,6-fach. Deutlich wird aber auch, dass die Ergebnisse
der einzelnen Messungen nicht miteinander und auch nicht mit der Gesamtratio aller
Messungen korrelieren. Dies weist auf einen Fehler bei der Durchfihrung der
Messungen oder im Kontrollgen HPRT hin und macht eine objektive Auswertung der
Real-Time-PCR-Daten unmdéglich.

Zur Bestimmung der Fehlerquelle wurden Messungen mit Kontrollgenen
durchgeflihrt, die von Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt wurden. Die
Positivkontrolle (PK PM1) sollte hierbei gegeniber der Negativkontrolle (PK
unstimuliert) bei der Berechnung der Ratio Werte um 100 erreichen. Diese Werte
wurden auch bei den Messungen mit dem fir diese Arbeit verwendeten Gerat

erreicht (Tab. 10).

Probe Primer Ct (MW) ACt AACt Ratio
PK PM1 r7s2 33 14,45

PK PM1 GAPDH 19,29 -4.84

PK unstimuliert r7s2 33 20,575 - 6,745 107,26
PK unstimuliert GAPDH 18,67 1,905

Tabelle 10: Bestimmung der Fehlerquelle bei der Real-Time-PCR

Dieses lasst den Schluss zu, dass der Fehler in diesem Versuch keine methodische

Ursache hatte. Vielmehr fiihrt es zu der Uberlegung, dass die betreffenden Proteine,
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v.a. das Kontrollgen HPRT, in zu niedriger Konzentration in dem untersuchten
Gewebe exprimiert wird um reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Fir diese Theorie
spricht auch die Tatsache, dass die erreichten Ct-Werte oft bei Gber 40 lagen, einem
— verglichen mit Werten aus vorangegangenen Versuchen der Kooperationspartner
und den hier durchgefihrten Messungen mit deren Kontrollgenen — sehr hohen Wert,
der fur eine sehr niedrige Anzahl von Molekiilen in der Probe spricht. Eine weitere
maogliche Erklarung ist das Versagen der Primer fur HPRT. Da aber sowohl das
Plasmid als auch die Primer im Vorwege sequenziert wurden, ist diese Méglichkeit
wenig wahrscheinlich.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass der hier durchgefuhrte Versuch aufgrund der
fehlenden Korrelation der einzelnen Messungen untereinander sowie mit der
Gesamtratio nicht auswertbar ist. Nachdem eine methodische Ursache des Fehlers
bei der Real-Time-PCR ausgeschlossen wurde, Primer und Plasmide im Vorwege
des Versuchs sequenziert wurden, konnte die Fehlerquelle abschlie3end nicht

festgestellt werden.
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4 DISKUSSION

Die Alzheimer Demenz ist weltweit die haufigste Demenz und nach der Depression
die zweithdufigste psychiatrische Erkrankung. Sie zeigt einen Abbau von
Hirnsubstanz durch fortschreitenden Untergang von Neuronen und ist bis heute nicht
heilbar und nur bedingt symptomatisch therapierbar. Auf Ebene der Neurone ist
Morbus Alzheimer neben der Bildung von Tau-Protein-Bindeln, auf die in dieser
Arbeit nicht weiter eingegangen wird, durch die Entstehung von Plaques
gekennzeichnet, die auf eine Produktion des p-amyloiden Peptids (Ap)
zuruckzufihren sind, welches durch enzymatische Spaltung des Amyloid Precursor
Proteins (APP) entsteht. Eine der entscheidend beteiligten Sekretasen ist die
Aspartatprotease BACE, deren physiologische Funktion bisher nur unzureichend
geklart ist. In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion dieser Protease untersucht.
Neben der Identifikation der von BACE prozessierten Molekile war auch die Frage
nach der biologischen Funktion dieser Prozessierung von Interesse.

Zu Beginn dieser Arbeit waren einige wenige Substrate fiir BACE bekannt. Uber den
genauen Zusammenhang dieser Substrate mit dem Phanotyp der BACE-defizienten
Mause lieferten diese aber noch keine genauen Erkenntnisse. Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit nach weiteren Substraten fir BACE gesucht. Dies
geschah Uber drei unterschiedliche Anséatze. Zunéachst sollten potentielle Substrate
von BACE untersucht werden, die einer APP-ahnlichen Prozessierung unterliegen.

4.1 NCAM 140/180 als mogliches BACE-Substrat

Als erstes Substrat wurde NCAM gewahlt, das bekanntermal3en von einer
Metalloprotease gespalten wird, die hierflr aber nicht allein verantwortlich ist (Hinkle
et al., 2006; Kalus et al., 2006). Um herauszufinden, ob BACE an der Proteolyse von
NCAM beteiligt sein kdonnte, wurden Proben aus Wildtyp- und BACE-defizienten
Mausgehirnen mit Hilfe eines Immunoblots untersucht (Abb. 9). Die Untersuchung
zeigte bei den Proben aus Wildtyp-Gehirnen eine Bande, die bei den BACE-
defizienten Gehirnen nicht zu beobachten war. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass BACE hier als Protease fur die Entstehung dieser Peptide verantwortlich sein

konnte. Dabei fallt auf, dass dieser Effekt nur bei den adulten Tieren, nicht aber bei
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P1- oder P5-Tieren zu verzeichnen war. Dies deutet darauf hin, dass BACE nur in
bestimmten Entwicklungsstadien im Organismus aktiv sein kdnnte. Allerdings zeigen
v.a. BACE-defiziente Mause im frihen Lebensalter einen abweichenden Phanotyp,
so dass diese Annahme eher unwahrscheinlich ist. Im adulten Alter zeigen die
BACE-defizienten Méause kaum Auffalligkeiten. Ware BACE ausschlie3lich im
adulten Organismus aktiv, so durften pathologische Veradnderungen der BACE-
defizienten Mause erst im Erwachsenenalter auffallig werden. Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass BACE mit zunehmendem Lebensalter
eine hohere Aktivitat im Gehirn aufweist (Fukumoto et al., 2004). Die Beobachtungen
von Fukumoto und seinen Kollegen stimmen daher mit den Ergebnissen dieser
Arbeit Uberein, liefern aber keine Erklarung fur den Phanotyp der BACE-defizienten
Mause.

Um weitere Klarheit Uber die Bedeutung von BACE bei der Proteolyse von NCAM zu
gewinnen, wurden Uberexpressionsstudien in COS7-Zellen durchgefiihrt. Hierbei
wurde NCAM mit verschiedenen potentiellen NCAM-Proteasen ko-transfiziert (Abb.
10). Die Untersuchungen zeigten, dass in den mit BACE ko-transfizierten Zellen
kaum NCAM vorhanden ist. Auch bei mehrfachen Wiederholungen des Versuches
war es nicht moglich, BACE und NCAM zu ko-transfizieren. Dieses methodische
Problem, fihrte dazu, dass zunachst von einer weiteren Untersuchung von NCAM
als potentielles BACE-Substrat abgesehen wurde. Um das Ergebnis des
Westernblots zu verifizieren kdnnten in folgenden Untersuchungen andere Methoden
angewendet werden. Mogliche Varianten, bei denen auf eine Ko-Transfektion von
NCAM und BACE verzichtet werden kann, sind ein In-Vitro-Cleavage-Assay oder ein
Peptid-Spaltungs-Assay in Form eines Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
(FRET). Beim In-Vitro-Cleavage-Assay werden einem kunstlich hergestellten Peptid
aus dem Protein NCAM, in dem die Schnittstelle von BACE vermutet wird,
rekombinantes BACE zugegeben. AnschlielBend wird ein Immunoblot durchgefihrt,
bei dem eventuelle Spaltprodukte sichtbar gemacht werden kénnen. Beim Peptid-
Spaltungs-Assay werden beide Enden des Peptids mit einem jeweils
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoff-Molekil versehen, die miteinander in einer
entfernungsabhangigen Wechselwirkung stehen. Die Anregung wird vom Donor- auf
den Quencher- oder das Akzeptormolekil Ubertragen. Der sogenannte FRET-Effekt,
d.h. eine abgeschwachte oder geléschte (gequenchte) Donoraktivitat tritt ein, wenn

beide Molekule eng benachbart sind, so dass sich beide Aktivitdten gegenseitig



DISKUSSION 69

aufheben. Wiirde eine Proteolyse von NCAM durch BACE stattfinden, wirden sich
die beiden Farbstoff-markierten Enden von NCAM voneinander entfernen und die
Fluoreszenz des Donors kénnte photometrisch detektiert werden.

NCAM erscheint v.a. deshalb als Subsrat von BACE plausibel, da es mafigeblich
Gedachtnisfunktionen und Lernfahigkeit beeinflusst und somit den Phé&notyp der
BACE-defizienten Mause (Unsicherheit und Zurickhaltung) teilweise erklaren
konnte. Ungeklart wirden allerdings weiterhin die neonatale Mortalitat und das

reduzierte Kérperwachstum bleiben.

4.2 Kein Hinweis auf eine Beeinflussung der Proteolyse von TNFa, TGFa, L-

Selektin, Amphiregulin und Betacellulin durch BACE-Uberexpression

Um eine grol3ere Anzahl potentieller Substrate untersuchen zu kdénnen, wurde mit
Hilfe eines AP-Assays ein Screening durchgefiihrt, das erste Anhaltspunkte Uber
maogliche BACE-Substrate liefern sollte. Hierzu wurden verschiedene Proteine
untersucht, die — &hnlich wie bereits bekannte BACE-Substrate, z.B. APP — sowohl
von einer a- als auch von einer y-Sekretase gespalten werden.

Im Screening zeigte sich kein Hinweis darauf, dass TNFa, TGFa, L-Selektin,
Amphiregulin oder Betacellulin Substrate von BACE sein kénnten, da sowohl die
Konstrukte mit- als auch ohne BACE-Uberexpression nahezu identische Shedding-
Aktivitaten zeigen. Dies lasst allerdings nicht den Umkehrschluss zu, dass es sich bei
keinem der Konstrukte um ein BACE-Substrat handeln kann. Denn bei vielen
Proteinen fuhrt der Zusatz von einem Tag zu einer Konformationsanderung, so dass
die beobachteten Effekte nicht mit der in vivo-Situation Ubereinstimmen (Dr. Marc
Schulte, personal communication). TNFa, TGFa, L-Selektin, Amphiregulin und
Betacellulin scheiden daher fur ein weiteres Screening in einem Folgeversuch
keineswegs aus, sollten aber mit anderen Methoden untersucht werden, die den
Gebrauch des AP-Tags umgehen. Hierflr wirde sich zum Beispiel der Immunoblot
mit einem ungetaggten Konstrukt anbieten. Jedoch sollte mittels eines Immunoblots
ebenfalls Uberprift werden, ob die Ko-Transfektion des Konstrukts mit BACE
funktioniert, um ein ahnliches Problem wie bei der Untersuchung von NCAM (4.1)
auszuschliel3en.

TNFa (1.7.3), TGFa (1.7.5) und L-Selektin (1.7.6) erflullen vielseitige und langfristig
lebensnotwendige Funktionen fir das Immunsystem (Pfizenmaier, 1991; Tracey and
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Cerami, 1994; Tedder et al., 1995; Murray et al., 1997; Janeway, 2005; Booth and
Smith, 2007; Guarda et al., 2007; Cheng et al., 2008; Ganten and Ruckpaul, 2008).
Hatte BACE einen Effekt auf diese Proteine, so konnte dies zur Infektanféalligkeit
sowie die hohe neonatale Mortalitat der BACE-defizienten Mause beitragen. Die
physiologischen Funktionen von Amphiregulin (1.7.7) (McBryan et al., 2008;
Willmarth and Ethier, 2008; Yamada et al., 2008) und Betacellulin (1.7.8) (Thowfeequ
et al., 2007) wirden dagegen keinen Hinweis auf die Ursache des BACE-defizienten

Phanotyps liefern.

4.3 Die Uberexpression von BACE fuhrt zur erhohten Freisetzung der
TRANCE-Ektodomane

Auch TRANCE gehért zu den Proteinen, die aufgrund ihrer APP-ahnlichen
Prozessierung fur den Screening-Versuch mit Hilfe des AP-Assays ausgesucht
wurden. Die Untersuchungen (Abb. 15) zeigten eine Zunahme der Proteolyse von
TRANCE durch BACE gegenuber der mitgefiihrten Kontrolle. Obwohl sich die
absoluten Zahlen von Versuch zu Versuch sehr unterschieden, war die prozentuale
Abweichung relativ konstant zwischen 13 und 17% und somit wesentlich hdher, als
die der anderen bereits untersuchten Konstrukte (immer unter 5%). Dies lasst den
Verdacht aufkommen, dass es sich bei TRANCE um ein BACE-Substrat handeln
konnte. Der Phénotyp der BACE-defizienten Mause zeigt eine sehr hohe
Infektanfalligkeit, was die Annahme von TRANCE als BACE-Substrat beflrwortet.
TRANCE (Ubernimmt wichtige Funktionen im Immunsystem (1.7.2), wie
beispielsweise die Induktion der Expression von T-Zell-Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren und proinflammatorischen Zytokinen. Des Weiteren ist
TRANCE ein bereits bekanntes Substrat der Metalloprotease ADAM17 und es wurde
beschrieben, dass TRANCE auch von einer unbekannten ,Nicht-Metalloprotease*
geschnitten wird (Lum et al., 1999). Zusammengenommen fuhrten diese Hinweise
dazu, dass TRANCE als potentielles BACE-Substrat weiterhin untersucht wurde.

Zunachst wurde COS7-Zellen zusatzlich mit ADAM17 bzw. einer inaktiven BACE-
Variante ko-transfiziert (Abb. 16). Die Ergebnisse dieses Versuches bestatigten
weitestgehend die Erwartungen: Es zeigte sich eine deutliche Zunahme des
Shedding-Produkts in Gegenwart von ADAM17 (28% Zunahme gegentber der
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Kontrolle) und BACE (9% Zunahme), wahrend es in Gegenwart von inaktivem BACE
zu keiner Zunahme kam.

Um dieses Ergebnis zu Uberprifen, wurde als nachstes der Effekt eines spezifischen
BACE-Inhibitors (Compound3 / C3) untersucht. Unter der Wirkung von C3 zeigte sich
eine Reduzierung des konstitutiven Sheddings um 5% im Vergleich zu Zellen ohne
BACE-Uberexpression. Dieser Befund spricht dafiir, dass natives BACE in der Zelle
durch den Inhibitor C3 gehemmt wird und so das potentielle Substrat TRANCE nicht
mehr angreifen kann.

Abschliel3end sollte geklart werden, ob die Zugabe des Metalloprotease-Inhibitors
GM6001 bzw. TAPI die BACE-Aktivitat besser sichtbar machen bzw. verstarken
konnte, indem die moglicherweise bestehende Konkurrenz von Metalloprotease und
BACE um TRANCE ausbleibt. Hierzu wurde wiederum TRANCE in COS7-Zellen
Uberexprimiert und mit ADAM17, BACE bzw. inaktivem BACE ko-transfiziert. Die
Zellen, denen ein Metalloprotease-Inhibitor zugegeben wurde, zeigten eine Abnahme
des Sheddings um ca. 5% (mit BACE ko-transfizierte Zellen) bzw. 10% (mit inaktivem
BACE ko-transfizierte Zellen). Dieses den Erwartungen entgegengesetzte Ergebnis
koénnte durch die Hypothese erklart werden, dass BACE TRANCE nicht direkt
angreift, sondern vielmehr als Aktivator auf eine Metalloprotease, z.B. ADAM17,
wirkt, die dann den direkten Effekt an TRANCE bewirkt. Die Verifizierung dieser
Hypothese bedarf allerdings noch weiterer Untersuchungen, die in einer Folgearbeit
durchgefuhrt werden kénnten.

Die Ergebnisse der bisher diskutierten Versuche bestatigen, dass BACE ein
Shedding von TRANCE an dessen Ektodomane auf noch ungeklarte Weise zu
bewirken scheint. Keiner der bisher durchgefuhrten Versuche konnte Auskunft Gber
die genaue Angriffsstelle geben. Um die Spaltprodukte und die GroRe/Anzahl der
Spaltprodukte zu klaren, wurden Versuche mit Hilfe der AP-SDS-Page-Gel-Methode
durchgefiihrt. Hierzu wurden Zellen mit TRANCE uberexprimert und mit dem
Leervektor pcDNA, ADAM10, ADAM17, BACE bzw. inaktivem BACE ko-transfiziert.
Teilweise wurde die Zellen zuséatzlich mit dem Metalloprotease-Inhibitor GM6001
bzw. TAPI inkubiert.

Die Versuche zeigten wie erwartet eine hohe AP-Aktivitat bei den mit ADAM17 und
den mit BACE ko-transfizierten Zellen. Der Metalloprotease-Inhibitor hemmte sowohl
den Effekt von ADAM17 als auch den von BACE. Dieses Ergebnis stimmt mit den
Resultaten der AP-Assays Uberein, was den Verdacht erhartet, dass es sich bei der
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Proteolyse von TRANCE durch BACE um einen komplizierteren Reaktionsweg
handeln kdnnte als urspriinglich angenommen. Denkbar ist, dass BACE nicht direkt
auf das Protein wirkt, sondern eine andere Protease, z.B. ADAM17, aktiviert, welche
dann die Proteolyse durchfihrt.

In diesen Versuchen zeigen erstmals auch die mit inaktivem BACE ko-transfizierten
Zellen eine Aktivitat, wenn auch nur eine sehr schwache. Dieser Effekt ist wohl am
ehesten durch einen Fehler in der Versuchsdurchfihrung zu erklaren: Es konnte
sein, dass beim Pipettieren in die Geltasche eine kleine Menge der Probe
Ubergelaufen ist. Ebenfalls mdglich ware, dass eine in der Zelllinie nativ
vorkommende Protease, z.B. ADAM17, fur die hier sichtbare Aktivitat verantwortlich
ist oder dass das fur diesen Versuch verwendete Plasmid fehlerhaft war, so dass das
exprimierte BACE doch nicht ganz inaktiv war. Uberprifbar ware die Fehlerquelle
durch Wiederholung des Versuches mit einer ADAM17-defizienten Zelllinie, wobei
eine Geltasche zwischen den Proben mit dem aktiven und dem inaktiven BACE mit
einer Leervektor-Probe gefiillt werden sollte, um ein Uberlaufen beim Pipettieren

auszuschliefRen.

4.4 Die Uberexpression von BACE fiihrt zur erhdhten Generierung der

intrazellularen TRANCE-Domaéane

Nachdem TRANCE mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase bereits auf ein Shedding
der Ektodomane untersucht wurde, konnte mit Hilfe des Flag-Tags am C-terminalen
Ende des TRANCE-Proteins die BACE-abhangige Proteolyse mittels Immunoblot-
Analysen untersucht werden. Fur die Westernblot-Analysen wurden ebenfalls Zellen
verwendet, in denen TRANCE uberexprimiert war und die nach demselben Muster
ko-transfiziert wurden wie die Zellen fir das AP-SDS-Page-Gel. Die Ko-Transfektion
von TRANCE mit ADAM17 fihrte zur Entstehung von 3 C-terminalen
Spaltfragmenten im Immunoblot (Abb. 21), die bei Zugabe eines Metalloprotease-
Inhibitors deutlich schwacher wurden bzw. ganz verschwanden. Mit diesem Ergebnis
wurden die bereits mit Hilfe der anderen Methoden erzielten bzw. von anderen
Arbeitsgruppen veroéffentlichten Ergebnisse, dass TRANCE ein ADAM17-Substrat mit
mehreren Schnittstellen sei (Lum et al., 1999), bestatigt. Die mit BACE ko-
transfizierten Zellen zeigten nur eine deutliche Bande (20 kD), die anderen beiden

Banden (10 und 25 kD) waren nur schwach ausgepragt. Die Zugabe des Inhibitors
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TAPI veranderte hier deutlich die 20 kD-Bande, die schwacher wurde. Eine mdgliche
Ursache fir diesen Befund ware, dass die Aktivitat von BACE zu einer Proteolyse
von TRANCE mit C-terminalen Spaltprodukten der Gréf3en 10, 20 und 25 kD fihrt,
wobei die 20 kD-Spaltprodukte am haufigsten vorkommen. Mdglich ware aber auch,
dass das Spaltprodukt mit der Grof3e von 20 kD nicht — oder nicht ausschliel3lich —
von BACE alleine produziert wird, sondern dass BACE eine andere Protease
aktiviert. Diese Theorien werden durch die Ergebnisse der vorangegangenen
Versuche gestutzt.

Die Resultate des zweiten Blots (Abb. 22) sind anders zu deuten als die des ersten:
Neben der Tatsache, dass die Ko-Transfektion mit inaktivem BACE in diesem
Versuch nicht gut funktionierte, veranderte sich das Shedding der mit ADAM17 ko-
transfizierten Zellen diesmal durch Zugabe des Metalloprotease-Inhibitors nicht
wesentlich. Die Ko-Transfektion von TRANCE mit BACE fihrte zur Entstehung von 3
C-terminalen Spaltfragmenten der Grof3en 10, 20 und 25 kD, von denen in diesem
Fall aber die beiden groReren starker ausgepragt waren als das Kleinste. Der
Metalloprotease-Inhibitor wirkte auf alle 3 Spaltprodukte reduzierend. Die
unterschiedlichen Ergebnisse der beiden ahnlich aufgebauten Versuche fuhren zu
zwei Uberlegungen: Einerseits ware es moglich, dass die beiden unterschiedlichen
Metalloprotease-Inhibitoren TAPI (Abb. 21) und GM6001 (Abb. 22) nicht denselben
hemmenden Effekt auf alle Metalloproteasen haben oder andererseits, dass einer
der beiden Inhibitoren neben Metalloproteasen auch andere Proteasen hemmt — wie
z.B. BACE. Vielleicht unterliegt die Inhibition der Proteolyse aber auch anderen

unbekannten Faktoren, die variabel sind und noch nicht bedacht wurden (Abb. 39).
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Abbildung 39: Hypothesen tber die Wirkung von BACE auf TRANCE

Gezeigt ist der Weg von BACE bzw. ADAM17 durch die Zelle. Beide Proteine gelangen nach ihrer
Synthese ins rauhe Endoplasmatische Retikulum und von dort in den Golgi-Apparat. Hier kommt es
zur Abspaltung der Prodoméane von ADAM17. Zur Zeit wird innerhalb der Arbeitsgruppe untersucht,
ob das Enzym Furin an dieser Proteolyse beteiligt sein konnte. Sollte dies der Fall sein, so ware
weiterhin zu prifen, ob der hier beschriebene Verdacht, dass BACE ADAML17 indirekt aktiviert,
tatséchlich zutrifft und ob Furin durch BACE aktiviert wird. Denkbar wére aber auch, dass nicht Furin,
sondern ein anderes, noch unbekanntes Enzym als Signalprotein zwischen BACE und ADAM17 wirkt
oder dass BACE ADAML17 direkt angreift. Dies konnte ebenfalls bereits im Golgi-Apparat stattfinden
oder aber erst, nachdem beide Proteine die Plasmamembran und ihren aktiven Zustand erreicht

haben.

4.5 Die Ergebnisse des Microarray-Vorversuchs konnten mit Hilfe der Real-

Time-PCR nicht verifiziert werden

Zuletzt wurden einige Ergebnisse eines bereits im Vorversuch durchgefuhrten
Microarray-Versuchs mit Hilfe der Real-Time-PCR-Methode geprift und quantifiziert.
Im Microarray-Assay wurden verschiedene Gene auf eine veranderte Regulation
durch die BACE-1-Defizienz Gberpruft. 10 bekannte Gene, die eine Regulation durch
BACE =zeigten und aufgrund ihrer Relevanz fur das Immunsystem oder ihrer
Bedeutung fir das Nervensystem interessant erschienen, wurden fur diese Arbeit
ausgewahlt.

Beim Vergleich der Sequenz der fur diese Untersuchung zur Verfligung gestellten
Plasmide mit der bekannten Gensequenz und der Vektorkarte wurde festgestellt,
dass nur 5 der 10 ausgewéhlten Gene in den jeweiligen Plasmiden vorhanden
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waren. Nach Eingabe der Plasmidsequenz im Internet wurde aul3erdem festgestellt,
dass die Sequenz, die das Gen Syntaxin 6 bzw. Slc2al kodieren sollte, sich direkt
neben oder in der Nahe des Genlokus befand. Die Plasmide, die die Gene Tcrb-v8.2,
Axcam und Ramp2 enthalten sollten, enthielten dagegen eine Sequenz, die an einer
sehr entfernten Stelle des Genoms zu finden war. Somit konnte in der Arbeit nur mit
den ubrigen 5 Genen, beschrieben im Teil 1.8, weitergearbeitet werden. Das
Ergebnis dieser Sequenzierung lasst sehr an der Verlasslichkeit der Ergebnisse des
Microarrays zweifeln, denn in der vorliegenden Stichprobe enthielten 50% der dort
verwendeten Plasmide eine falsche Gensequenz.

Zunachst wurden mit Hilfe der Plasmide Standardeichgeraden erstellt, indem
verschiedene Verdunnungsstufen nach dem Protokoll der Real-Time-PCR gemessen
wurden. Optimalerweise ergibt sich eine Gerade, da der Ct-Wert mit steigender
Verdunnung konstant hoher wird. Die in dieser Arbeit erstellten Eichgeraden
entsprachen in etwa diesem Bild (Abb. 27 bis 32).

Das unter denselben Bedingungen gemessene zu untersuchende Gewebe (CDNA
aus dem Gehirn von adulten BACE-1-defizienten und Wildtyp-Mausen; Abb. 33 bis
38) konnte anschliel3end anhand der Ct-Werte mit der Eichgerade abgeglichen und
so die resultierende Anzahl der Kopien abgelesen werden. In diesem Versuch
wurden 5 Geschwister-Mause (Littermates) in mehreren Versuchsreihen miteinander
verglichen. Die Gene CD8b, CD44 sowie das Kontrollgen HPRT zeigten
Medianwerte von Uber 30 an. Diese Ct-Werte sind auf der Standardeichgerade nicht
mehr zu finden und sprechen theoretisch fir eine Kopienzahl unter 1, was bedeutet,
dass kein Molekdl in der Probe vorhanden ist. Der Versuch war somit nicht
verlasslich auswertbar.

Unter Verwendung der Formel zur Berechnung der Gesamtratio (3.2.7) war eine
sinnvolle Auswertung ebenfalls nicht moglich. Die berechnete Gesamtratio dieses
Versuches zeigte, dass CD8b im Knockout 4,77-fach hochreguliert war, wahrend es
beim CD44-Gen kaum eine Anderung in der Regulation gab. Csflr und Periaxin
waren etwa 2-fach hochreguliert, Syntaxin 8 ca. 1,6-fach. Allerdings waren die
Ergebnisse der einzelnen Messungen nicht reproduzierbar und korrelierten weder
untereinander noch mit der Gesamtratio, so dass eine objektive Auswertung der
Real-Time-PCR-Daten unmaglich war.

Eine Erklarung hierfir konnte ein methodischer Fehler sein, denkbar ist aber auch

ein fehlerhaftes Kontrollgen HPRT.
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Um die Fehlerquelle zu bestimmen, wurden Messungen mit Kontrollgenen
durchgefiihrt, die von Kooperationspartnern zur Verfigung gestellt wurden. Die
Positivkontrolle (PK PM1) erreichte hierbei gegeniber der Negativkontrolle (PK
unstimuliert) bei der Berechnung der Ratio die erwarteten Werte um 100, womit eine
methodische Ursache des Fehlers ausgeschlossen wurde. Es blieb der Verdacht,
dass die zu messenden Proteine, v.a. das HPRT, in dem untersuchten Gewebe in zu
niedriger Konzentration exprimiert werden, um vom Gerat erfasst zu werden und
reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Auch die sehr hohen Ct-Werte von zum Tell
Uber 40 sprechen fir diese These. Solche hohen Werte erreichten weder die
Messungen der Kooperationspartner noch die der Kontrollgene. Zuletzt ist auch das
Versagen der Primer fir HPRT eine mogliche Ursache. Das scheint aber ebenfalls
als unwahrscheinlich, da sowohl die Primer als auch die Plasmide im Vorwege der
Untersuchungen sequenziert wurden.

Letztendlich konnte die Fehlerquelle des Versuches nicht geklart werden, so dass
eine Verifizierung der Microarray-Daten weiterhin aussteht. Eine weitere gute
Methode hierfur, die in Folgearbeiten angewendet werden konnte, ist die 2D-
Proteom-Analyse. Hierbei wird das gesamte Proteinprofil einer Zelle anhand von
Zelllysaten mittels Gelelektrophorese bestimmt. Die Proteine werden sowohl nach
ihrer Ladung als auch nach ihrer Masse in 2 Dimensionen aufgetrennt. Da die
Proteine im Zelllysat nicht nur in ihrer urspringlichen Form und Grél3e vorliegen,
sondern auch von Proteasen abgespaltene Fragmente vorkommen, entstehen bei
der Auftrennung im Gel charakteristische Fingerprints, anhand derer die Proteine
identifiziert werden kdnnen. In einer Folgearbeit konnte dieser Versuch jeweils mit
Zelllysaten aus Wildtyp- und BACE-defizienten Mausen durchgefuhrt und das

Ergebnis direkt verglichen werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

M. Alzheimer ist die haufigste Demenzerkrankung weltweit. Neben Alzheimer-
Degenerationsfibrillen kommt es bei dieser Erkrankung im Gehirn der Patienten zu
charakteristischen Plaqueablagerungen, die hauptsachlich das Amyloid B-Peptid (AB)
enthalten. AB entsteht durch die enzymatische Spaltung des Amyloid-Vorlaufer-
Proteins (APP) unter Beteiligung einer B-Sekretase, die als BACE-1 (B-site APP
cleaving enzyme) identifiziert wurde. Die Inhibition von BACE-1 ist ein zur Zeit
vielversprechendes therapeutisches Ziel fur die Behandlung des Morbus Alzheimer.
In der vorliegenden Arbeit sollten neue, physiologische Substrate von BACE
identifiziert werden, um Hinweise auf potentielle Nebenwirkungen einer BACE-
Inhibition zu erhalten. Im Vorversuch generierte BACE-defiziente Mause zeigten
unter anderem eine erhOhte neonatale Mortalitat. In dieser Arbeit konnte erstmalig
gezeigt werden, dass BACE an der Proteolyse von TRANCE, einem integralen
Membranglykoprotein aus der TNF-Familie (Tumor Necrosis Factor), beteiligt sein
konnte. TRANCE Ubernimmt vielfaltige Funktionen im Immunsystem, wie die
Induktion der Expression von proinflammatorischen Zytokinen oder von T-Zell-
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren.

Bisher ist bekannt, dass l6sliche Spaltprodukte von TRANCE existieren, welche
zumindest teilweise auf ein Shedding durch die Metalloprotease ADAM17
zurtckzufihren sind. Mit Hilfe von Immunoblot-Analysen konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass der Effekt von BACE auf TRANCE durch Metalloprotease-Inhibition
gehemmt werden kann. Dieser Befund spricht daftr, dass BACE nicht direkt auf
TRANCE wirkt, sondern seine Wirkung Uber einen komplizierteren Reaktionsweg
auszuluben scheint. Es stellt sich deshalb die Frage, auf welche Weise BACE am
Shedding von TRANCE beteiligt ist. Zur Klarung dieser Frage sind weitere
Untersuchungen in Folgearbeiten nétig.

Ferner wurde versucht, die Ergebnisse eines im Vorversuch stattgefundenen
Microarray-Screening-Tests fir potentielle BACE-Substrate, mittels Real-Time-PCR
zu verifizieren. Hierzu wurden 10 Proteine ausgewahlt, die relevante Rollen im
Immun- oder Nervensystem spielen und im Microarray-Versuch eine signifikante Up-
oder Down-Regulation zeigten. Aufgrund verschiedener materieller und
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methodischer Fehler, die offenbar zum Teil auch schon im Vorversuch bestanden,
war jedoch die Verifizierung mittels Real-Time-PCR nicht auswertbar.

BACE stellt nach wie vor den vielversprechendsten Angriffspunkt fur die Entwicklung
einer Therapie des Morbus Alzheimers dar. Bevor aber Therapeutika zur Blockierung
dieser Protease entwickelt werden konnen, muss die Funktion von BACE noch
besser verstanden sein. Hierfur ist es wichtig, weitere Substrate zu identifizieren
sowie den Reaktionsweg von indirekten Effekten, wie den auf TRANCE, weiter zu

erforschen.
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