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PBS engl. phosphate buffered saline

PC Phosphatidylcholin
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shRNS engl. short hairpin RNA, shRNA

siRNS engl. small interfering RNA, siRNA
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SNP engl. single nucleotide polymorphism

SOD2 Superoxid-Dismutase 2

SPT Serin-Palmitoyl-CoA-Transferase

StabwM Standardabweichung des Mittelwertes

Std Stunden

swe engl. swedish
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TBS engl. Tris-buffered saline

TEM engl. temperature

Tm engl. melting temperature
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. N. iiber Nacht

1Y%



Abkiirzungsverzeichnis

u.a.

U/min

v.a.

v/v

w/v
weibl.
WT
z.B.
ZnCl,
a-CTF
B-CTF

Aminosiuren

< K g -H®rwTvTHmzZz RO DOoODOo OO0z R >

Nukleotide
A

C
G
T

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Volt

vor allem

Volumen / Volumen

Watt

Gewicht / Volumen

weiblich

Wildtyp

zum Beispiel

Zinkchlorid
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Histidin GAL3STI
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kodiertes Protein
B-Aktin
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Fe65
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Aphlb
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LRP1
NEP
Nicastrin
PGCla
PS1

PS2
PEN2
SPT Untereinheit 2
GD3S
pS3
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Bestimmung des NEP-Proteingehalts Janine Mett
Messung der NEP-Enzymaktivitét Janine Mett

Abb. 10B Messung der y-Sekretase-Enzymaktivitdt Viola Haupenthal

Abb. 11A RNS-Isolation, cDNS-Synthese Dr. Sven Grosgen
RT-PCR Janine Mett
Messung der NEP-Enzymaktivitét Janine Mett

Abb. 11B Messung der y-Sekretase-Enzymaktivitdt Viola Haupenthal

Abb. 12 RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Dr. Sven Grosgen
Bestimmung des NEP-Proteingehalts Janine Mett
Messung der NEP-Enzymaktivitét Janine Mett

Abb. 14A MEF PS1/2 -/-:
Inkubation der Zellen mit AB40/42-Peptiden Dr. Benjamin Hundsdorfer
RNS-Isolation, cDNS-Synthese Dr. Sven Grosgen
RT-PCR Janine Mett
MEF APP/APLP2 -/-:
Inkubation der Zellen mit AB40/42-Peptiden, RNS-Isolation Dr. Sven Grosgen
c¢DNS-Synthese, RT-PCR Janine Mett

Abb. 14B Inkubation der Zellen mit AB40/42-Peptiden, Nachweis von A Dr. Verena Burg

Abb. 15 RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Dr. Sven Grosgen
Bestimmung des NEP-Proteingehalts Janine Mett
Messung der NEP-Enzymaktivitét Janine Mett
Messung der AB-Gesamtdegradation Janine Mett

Abb. 17A Inkubation der Zellen mit AICD-Peptiden Janine Mett
RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Dr. Sven Grosgen

Abb. 19 RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Dr. Sven Grosgen
Messung der NEP-Enzymaktivitét Janine Mett

Abb. 24A RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Dr. Sven Grosgen
Messung der NEP-Enzymaktivitét Janine Mett

Abb. 25 Hirngewebe von APP -/- Midusen:
RNS-Isolation, cDNS-Synthese Dr. Sven Grosgen
RT-PCR Janine Mett
Hirngewebe von APP/APLP2 -/- Méusen:
RNS-Isolation, cDNS-Synthese Dr. Sven Grosgen
RT-PCR Dr. Sven Grésgen, Janine Mett
Hirngewebe von APLP2 -/- Méusen:
RNS-Isolation Christoph Stahlmann
c¢DNS-Synthese, RT-PCR Janine Mett

Abb. 26 RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Dr. Sven Grosgen

Abb. 27 RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Dr. Sven Grosgen
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Abbildung Experiment/ Tatigkeit ausflihrende Person
Abb. 37 in vitro-Inkubation und Ko-Immunprézipitation von IDE mit Janine Mett
Phospholipiden
massenspektrometrische Analyse Christoph Stahlmann
Abb. 46 Tierfiitterung Prof. Dr. Heikki Tanila,
Universitdt Kuopio, Finnland
Vorbereitung der Proben Janine Mett
massenspektrometrische Analyse Christoph Stahlmann
Abb. 47 Tierfiitterung Prof. Dr. Heikki Tanila,
Universitdt Kuopio, Finnland
Bestimmung des AB40- und AB42-Gehalts Janine Mett
Abb. 48 Tierfiitterung Prof. Dr. Heikki Tanila,
Universitdt Kuopio, Finnland
IDE-Aktivitdtsmessung Janine Mett
Abb. 49 Vorbereitung der Proben Janine Mett
massenspektrometrische Analyse Nadine Mylonas
Abb. 50 Vorbereitung der Proben Janine Mett
massenspektrometrische Analyse Nadine Mylonas
Abb. 56A Bestimmung des AB40- und AB42-Gehalts Janine Mett, Johannes Lehmann
Abb. 59 Inkubation der Zellen mit oxidierten DHA-Spezies und Viola Haupenthal
Lipidperoxidationsprodukten
Messung der Zytotoxizitit von 7,17-OH-DPA und 19,20- Janine Mett
Epoxy-DPA
Messung der Zytotoxizitit von 17-OH-DHA, 17-Keto-DHA, Viola Haupenthal
17-Hydroperoxy-DHA, HHE und HNE
Abb. 60 Inkubation der Zellen mit oxidierten DHA-Spezies und Viola Haupenthal
Lipidperoxidationsprodukten
RNS-Isolation, cDNS-Synthese, RT-PCR Janine Mett
Abb. 61A+B Inkubation der Zellen mit Tocopherolen Christoph Stahlmann
Messung der AB-Gesamtdegradation Janine Mett
Abb. 63 Messung der PGClo-Promotoraktivitét Janine Mett, Christoph Stahlmann
Abb. 64 Inkubation der Zellen mit Antidepressiva, Behandlung der Zellen mit Dr. Tatjana Rothhaar
aSMase-siRNS
Messung der aSMase-Enzymaktivitét Janine Mett
Abb. 65 Inkubation der Zellen mit Amitriptylin Dr. Tatjana Rothhaar
Bestimmung des APP-, a-CTF- und B-CTF-Proteingehalts Janine Mett
Abb. 66 Inkubation der Zellen mit Amitriptylin, Behandlung der Zellen mit Dr. Tatjana Rothhaar
aSMase-siRNS
Messung der AB-Gesamtdegradation Janine Mett
Abb. 67 Inkubation der Zellen mit -Sitosterin und Stigmasterin Dr. Verena Burg
Messung der AB-Gesamtdegradation Janine Mett
Abb. 70 Inkubation der Zellen mit Sulfatidextrakt Valerie Zimmer
Bestimmung des AB40- und AB42-Gehalts Janine Mett
Abb. 72 Inkubation der Zellen mit Sulfatidextrakt Valerie Zimmer
Messung der AB-Gesamtdegradation Janine Mett
Abb. 74 Inkubation der Zellen mit Gangliosidextrakt, Glukosylceramid Dr. Benjamin Hundsdorfer
und Laktosylceramid
Bestimmung des AB-, sAPPB- und sAPPa-Proteingehalts nach Janine Mett
Inkubation mit Gangliosidextrakt und Glukosylceramid
Bestimmung des AB-, sAPPB- und sAPPa-Proteingehalts nach Dr. Benjamin Hundsddorfer
Inkubation mit Laktosylceramid
Abb. 75 Inkubation der Zellen mit Gangliosidextrakt, Glukosylceramid und Dr. Benjamin Hundsdorfer

Laktosylceramid
Messung der AB-Gesamtdegradation

Janine Mett




Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 DIE REGULATION AB-DEGRADIERENDER ENZYME DURCH DIE

INTRAZELLULARE DOMANE VON APP UND DIE LIPIDHOMOOSTASE

Die Alzheimer Krankheit stellt die hiufigste Ursache primédrer Demenz dar. Neuropathologisch ist die
Erkrankung durch die Ablagerung des Peptids AP in Form von extrazelluldr lokalisierten, amyloiden
Plaques und intrazelluldr auftretenden Neurofibrillenbiindel aus dem Protein Tau charakterisiert. Zur
Entstehung von AP kommt es infolge der sequenziellen, proteolytischen Prozessierung des
Vorlauferproteins APP durch die - und y-Sekretase. Bei der alternativen a- und y-Sekretase-vermittelten,
nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung wird die Entstehung von AB-Peptiden hingegen verhindert. Der
zerebrale APB-Gehalt wird nicht nur durch die AP-Produktion, sondern auch durch Ap-abbauende
Mechanismen und Transportprozesse bestimmt. Neprilysin (NEP) und das Insulin-degradierende Enzym
(IDE) zdhlen zu den Enzymen, fiir die in vivo eine Relevanz bei der AB-Degradation gezeigt werden
konnte. Da eine verringerte Ap-Degradation als eine der moglichen Ursachen der Alzheimer Krankheit
diskutiert wird, kann ein besseres Verstdndnis der an der Regulation von AB-degradierenden Enzymen
beteiligten Mechanismen zur Entwicklung therapeutischer und préaventiver MaBnahmen hinsichtlich der
Erkrankung beitragen.

Als Beispiel fiir die endogene Regulation einer AB-degradierenden Protease wurde in dieser Arbeit die
kontrovers diskutierte transkriptionelle Regulation von NEP durch die intrazellulire Doméne von APP
(AICD) analysiert. Fiir AICD, welches infolge der proteolytischen APP-Prozessierung in das Zytosol
freigesetzt wird, wurden in der Literatur eine Translokation in den Nukleus und genregulatorische
Funktionen beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die infolge der amyloidogenen APP-
Prozessierung in azidischen, intrazelluliren Kompartimenten freigesetzte AICD-Domine die
Genexpression von NEP steigert. Im Gegensatz dazu hat das bei der nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierung an der Zelloberfliche freigesetzte AICD keinen Einfluss auf die NEP-Genexpression, was
wahrscheinlich auf die groere Distanz zum Zellkern und die daraus resultierende verstérkte zytosolische
Degradation dieser AICD-Spezies durch IDE zuriickzufiihren ist. Unter Anbetracht dieser Ergebnisse
konnen zwei Regelkreise postuliert werden, die bei der Alzheimer Krankheit moglicherweise gestort sind.
Zum einen wird eine erhohte Ap-Produktion durch die AICD-vermittelte Steigerung der NEP-
Genexpression und der damit einhergehenden erhdhten Degradation von AB-Peptiden ausgeglichen. Zum
anderen wird eine reduzierte IDE-Enzymaktivitdt durch die Erhohung des intrazelluliren AICD-Gehalts
und der infolgedessen gesteigerten Genexpression von NEP kompensiert.

Lipide spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Alzheimer Krankheit. Im Hirngewebe von
Alzheimer-Patienten wurden weitreichende Verdnderungen der Lipidkomposition beschrieben. Des
Weiteren konnte vielfach belegt werden, dass die Lipidumgebung einen starken Einfluss auf die
proteolytische APP-Prozessierung und somit auf die Produktion von AB-Peptiden hat. Der Einfluss der
Lipidhomdostase auf AB-abbauende Mechanismen ist bislang hingegen weitestgehend unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der mehrfach ungesittigten, in Fischdlen enthaltenen
Fettsduren Ficosapentaensdure (EPA) und Docosahexaensdure (DHA) sowie der verstirkt in
Kokosnussdl vorkommenden mittelkettigen Fettsduren (MCFAs) auf die AB-Degradation analysiert. Es
konnte nachgewiesen werden, dass sich EPA, DHA und MCFAs iiber verschiedene Mechanismen positiv
auf den enzymatischen AP-Abbau auswirken. EPA steigert die Genexpression von IDE durch die
Aktivierung des IDE-Promotors. DHA und MCFAs erhohen hingegen die Sekretion von IDE in den
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Extrazelluldrraum, was zu einer gesteigerten Degradation von extrazelluldr vorliegenden Ap-Peptiden
fithrt. Des Weiteren haben EPA und DHA einen direkten, steigernden Effekt auf die enzymatische
Aktivitdt von IDE, der wahrscheinlich aus der stirkeren Bindung des Enzyms an diese Fettsduren als an
die korrespondierenden gesittigten Fettsduren resultiert. Die Verabreichung von MCFAs in Form von
Kokosnussdl hat auch in vivo einen Einfluss auf die AB-Degradation wie unter Verwendung eines
Mausmodells der Alzheimer-Krankheit gezeigt werden konnte. Im Serum der mit Kokosnussol
angereicherter Didt gefiitterten Miduse liegt eine gesteigerte IDE-Aktivitdt vor, die auf einer erhéhten
Sekretion des Enzyms in den Extrazelluldrraum basieren konnte. Zudem ist der AB-Gehalt im frontalen
Kortex der Tiere tendenziell reduziert. Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die
Supplementierung von EPA, DHA und MCFAs aufgrund der gesteigerten Af-Degradation in
Anwesenheit dieser Fettsduren ein praventives bzw. therapeutisches Potential hinsichtlich der Alzheimer
Krankheit besitzen konnte.

Um den Einfluss der unter den pathologischen Bedingungen der Alzheimer Krankheit verdnderten
zerebralen Lipidkomposition auf den AP-Abbau zu analysieren, wurden Neuroblastomzellen mit
Lipidextrakten aus dem post mortem Hirngewebe von Alzheimer-Patienten und Kontrollpersonen
behandelt. Es zeigte sich eine Reduktion der IDE-abhidngigen A-Degradation unter Einfluss der
Lipidextrakte aus von der Alzheimer Krankheit betroffenem Hirngewebe, die wahrscheinlich auf eine
reduzierte IDE-Sekretion in den Extrazellularraum zuriickzufiihren ist. Die Behandlung der Zellen mit
Lipidextrakten aus dem Hirngewebe eines Mausmodells der Alzheimer Krankheit fiihrte zu
vergleichbaren Effekten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die verdnderte Lipidkomposition in
von der Alzheimer Krankheit betroffenem Hirngewebe durch die Reduktion des enzymatischen Ap-
Abbaus die Akkumulation von A-Peptiden induzieren kann und somit eine mogliche Ursache der
Erkrankung darstellt.

1.2 THE REGULATION OF AB-DEGRADING ENZYMES BY THE INTRACELLULAR

DOMAIN OF APP AND LIPID HOMEOSTASIS

Alzheimer’s disease is the most common cause of primary dementia. Neuropathologically the disease is
characterized by an accumulation of the peptide AP in the form of extracellularly localized amyloid
plaques and the presence of intracellular neurofibrillary tangles composed of the protein tau. The
production of AP is a consequence of the sequential proteolytic processing of the amyloid precursor
protein APP by - and y-secretase. In contrast, in the alternative a- and y-secretase-dependent non-
amyloidogenic APP-processing pathway the generation of AB-peptides is precluded. The cerebral Ap-
level is not only determined by AP-production, but also by AP-degrading mechanisms and transport
processes. Neprilysin (NEP) and insulin-degrading enzyme (IDE) are enzymes for which in vivo-
relevance in AB-degradation has been demonstrated. As the reduction of AB-degradation is discussed to
be a possible cause of Alzheimer’s disease, a better understanding of the mechanisms involved in the
regulation of AB-degrading enzymes could contribute to the development of therapeutic and preventive
strategies regarding Alzheimer’s disease.

As an example for the endogenous regulation of an AB-degrading protease, the controversial regulation of
NEP by the intracellular domain of APP (AICD) was analyzed in this thesis. For AICD, which is released
into the cytosol as a consequence of proteolytic APP-processing, translocation to the nucleus and gene-
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regulatory functions have been described in literature. It could be demonstrated that the AICD-domain
liberated by amyloidogenic APP-processing in intracellular acidic compartments increases the gene
expression of NEP. In strong contrast, AICD released by non-amyloidogenic APP-processing at the cell
surface has no impact on NEP gene expression, probably due to the greater distance to the nucleus and the
resulting enhanced cytosolic degradation of this AICD-species by IDE. In consideration of these results
two regulatory cycles can be postulated, which might be disturbed in Alzheimer’s disease. On the one
hand, enhanced Ap-production is balanced by the AICD-mediated increase in NEP gene expression
resulting in enhanced degradation of AB-peptides. On the other hand, reduced IDE enzyme activity is
compensated by the increase in the intracellular AICD level leading to stimulation of NEP gene
expression.

Lipids play an important role in the pathogenesis of Alzheimer's disease. In the brain tissue of people
suffering from Alzheimer’s disease extensive alterations in lipid composition have been described.
Additionally, it is well established that the lipid environment has a strong impact on proteolytic APP-
processing and hence on the production of AB-peptides. In contrast, the influence of lipid homeostasis on
AB-degrading mechanisms is largely unknown. In this thesis the impact of the polyunsaturated fatty acids
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) contained in fish oils as well as of
medium chain fatty acids (MCFAs) comprised in coconut oil on AB-degradation was analyzed. It could
be demonstrated, that EPA, DHA and MCFAs stimulate enzymatic Ap-degradation via several
mechanisms. EPA enhances the gene expression of IDE by activating the IDE promoter. DHA and
MCFAs increase the secretion of IDE into the extracellular space resulting in increased degradation of
extracellularly localized AB-peptides. Additionally, EPA and DHA have a direct stimulating effect on
IDE enzyme activity, probably due to stronger direct interaction between the enzyme and these fatty acids
than between IDE and the corresponding saturated fatty acids. Supplementation of MCFAs in the form of
coconut oil also has an influence on AB-degradation in vivo as demonstrated by using a mouse model of
Alzheimer’s disease. In the serum of mice fed with a coconut oil-rich diet IDE activity is increased,
possibly due to enhanced secretion of the enzyme into the extracellular space. In addition, in the frontal
cortex of these animals Ap-levels tend to be reduced. Altogether these results indicate that
supplementation of EPA, DHA and MCFAs could have a preventive and therapeutic potential regarding
Alzheimer’s disease due to increased AP-degradation in the presence of these fatty acids.

In order to analyze the impact of the altered cerebral lipid composition under the pathological situation of
Alzheimer’s disease on AP-degradation, neuroblastoma cells were incubated with lipid extracts derived
from post mortem brain tissue of individuals affected by Alzheimer’s disease and control persons. A
reduction of IDE-dependent AB-degradation in the presence of lipid extracts derived from Alzheimer’s
disease brain tissue was observed, probably due to reduced IDE secretion into the extracellular space.
Treatment of cells with lipid extracts derived from the brain tissue of an Alzheimer’s disease mouse
model lead to similar effects. These results indicate that the altered lipid composition in brain tissue
affected by Alzheimer’s disease can induce the accumulation of AB-peptides by reducing enzymatic ApB-
degradation and therefore may be a possible cause of the disease.
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2  EINLEITUNG

2.1 DIE ALZHEIMER KRANKHEIT

2.1.1 HISTORISCHER RUCKBLICK

Die erste Beschreibung der Alzheimer Krankheit (engl. Alzheimer’s disease, AD) als “einen eigenartigen,
schweren Erkrankungsprozef3 der Hirnrinde” erfolgte im Jahr 1906 im Rahmen der 37. Versammlung
Stidwestdeutscher Irrendrzte durch den deutschen Psychiater und Neuropathologen Alois Alzheimer. Er
beschrieb den Fall seiner Patientin Auguste Deter, die nach 4 1/2-jahrigem, durch Gedéchtnisverlust,
Aggression und Verwirrung gepriagtem Krankheitsverlauf im Alter von 55 Jahren verstarb. Alzheimer
erkannte erstmals den Zusammenhang zwischen dieser klinischen Symptomatik und den histologischen
Auffilligkeiten im Hirngewebe seiner Patientin, die heute als neurofibrillire Biindel (engl. neurofibrillary
tangles, NFTs) und amyloide Plaques bekannt sind (Alzheimer, 1907). Das Vorkommen einer
,starkedhnlichen Substanz (Amyloid) in humanem Hirngewebe wurde bereits 1854 durch Rudolf
Virchow beobachtet (Virchow, 1854a, b), einen mdglichen Zusammenhang dieser Ablagerungen mit dem
Verlust kognitiver Fihigkeiten stellte Virchow allerdings nicht her.

In einer Publikation Emil Kréplins aus dem Jahr 1910 wurde die Krankheit erstmals nach ithrem Entdecker
als ,,Alzheimer Krankheit* bezeichnet (Kraeplin, 1910).

2.1.2 EPIDEMIOLOGIE

Im Jahr 2015 waren weltweit schitzungsweise 46,8 Millionen Menschen von Demenzerkrankungen
betroffen, wobei die Prdvalenz bei Frauen etwas hoher als bei Mannern ist (World Alzheimer Report,
2015). AD stellt mit etwa 50-70% die hiufigste Ursache von Demenz im hoheren Erwachsenenalter dar
(Plassman et al., 2007) und ist neben Krebs, Herzkreislauferkrankungen und Diabetes eine der
Haupttodesursachen in westlichen Industrienationen (St George-Hyslop, 2000).

Ein hohes Lebensalter ist der groffte Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Demenz. Die Privalenzrate
nimmt mit zunehmendem Alter exponentiell zu, innerhalb der westeuropdischen Bevolkerung steigt sie
von 1,6% in der Altersgruppe der 60-64-Jdhrigen auf 39,8% in der Gruppe der iiber 90-Jdhrigen an
(World Alzheimer Report, 2015). In Ubereinstimmung damit sind nur 4% der an AD erkrankten US-
Amerikaner jlinger als 65 Jahre, wahrend 81% der Betroffenen ein Alter von mehr als 75 Jahren
aufweisen (Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2015). In der US-amerikanischen Bevolkerung betrigt
das geschitzte Lebenszeitrisiko fiir AD ab einem Alter von 65 Jahren 12% fiir Frauen und 6,3% fiir
Mainner (Seshadri et al., 2006).

Aktuellen Schitzungen zufolge belduft sich die weltweite prozentuale Prdvalenz von Demenzen fiir
Personen mit einem Lebensalter von mehr als 60 Jahren auf 5,2%. Die weltweite jihrliche Inzidenz
betrégt fiir tiber 60-Jihrige mehr als 9,9 Millionen, was einer Neuerkrankung alle 3,2 Sekunden entspricht
(World Alzheimer Report, 2015). Es ist davon auszugehen, dass sich die Anzahl der von
Demenzerkrankungen betroffenen Menschen bis 2030 nahezu verdoppeln bzw. bis 2050 sogar nahezu
verdreifachen wird (World Alzheimer Report, 2015). AD bzw. Demenzerkrankungen allgemein werden
daher zunehmend an klinischer, sozialer und sozio6konomischer Bedeutung gewinnen.
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2.1.3 KRANKHEITSBILD

Der Verlauf von AD, der durch einen unaufhaltsam fortschreitenden Verlust kognitiver Leistung
gekennzeichnet ist, wird in drei Stadien unterteilt (Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2015). Die
praklinische Phase der Erkrankung, die bis zu 20 Jahre dauern kann (Jack et al., 2009; Reiman et al.,
2012; Villemagne et al., 2013), ist durch beginnende pathologische Verinderungen im Hirngewebe
charakterisiert. Diese konnen durch bildgebende Verfahren oder die Untersuchung von Biomarkern im
Blut bzw. der Cerebrospinalfliissigkeit nachgewiesen werden, gehen allerdings noch nicht mit klinischen
Symptomen einer Demenz einher. Im zweiten Stadium von AD kommt es zu milden kognitiven
Beeintrachtigungen (engl. mild cognitive impairment, MCI), die bereits messbar sind, das alltigliche
Leben der Betroffenen aber nicht deutlich beeinflussen. Zu diesen anfinglichen klinischen Symptomen
zéhlen Gedéchtnisschwund sowie rdumliche und zeitliche Desorientierung. Etwa 50% der Personen, bei
denen MCI diagnostiziert wurde entwickeln innerhalb von drei bis vier Jahren eine Demenz (Petersen et
al., 1999), welche das dritte Krankheitsstadium von AD darstellt. Hierbei kommt es zu einem starken
Gedéchtnis- und Sprachverfall, Erkennungsstorungen und Inkontinenz. Die Patienten versterben im
Durchschnitt drei bis zehn Jahre nach der Diagnose meist infolge von Sekundarerkrankungen (Zanetti et
al., 2009).

Man unterscheidet die prisenile, familidre von der senilen, sporadisch auftretenden Form der AD, wobei
diese beziiglich ihrer Symptomatik und Neuropathologie groBe Ahnlichkeiten aufweisen. Eine
Unterscheidung der beiden Erkrankungformen ist klinisch hiufig nur anhand des Alters der Patienten zum
Zeitpunkt der Manifestation der ersten Symptome moglich.

Im Fall der weitaus haufigeren sporadischen Variante der Krankheit (Bekris et al., 2010; Goedert et al.,
1994) treten die klinischen Symptome klassischerweise nach Erreichen des 65. Lebensjahres auf, weshalb
diese AD-Form auch als LOAD (engl. late onset Alzheimer’s disease) bezeichnet wird. Neben dem Alter
stellen u.a. Arteriosklerose, Ubergewicht, Diabetes mellitus, Hypertonie sowie Hypercholesterinimie die
Hauptrisikofaktoren fiir das Auftreten von LOAD dar (Barnes und Yaffe, 2011; Polidori et al., 2012). Als
bedeutendster genetischer Risikofaktor fiir die sporadisch auftretende AD gilt das e4-Allel des
Apolipoproteins E (ApoE) (2.3) (Corder et al, 1993; Strittmatter et al, 1993). In genomweiten
Assoziationsstudien (engl. genome-wide association studies, GWAS) wurden mehr als 20 weitere Genloci
identifiziert, die mit einem erhohten Risiko fiir LOAD assoziiert sind. Die von den entsprechenden Genen
kodierten Proteine besitzen Funktionen bei dem Cholesterin- und Lipidmetabolismus (2.3), der
Immunantwort, inflammatorischen Prozessen und dem endosomalen Transport. Teilweise ist flir diese
Proteine aber auch ein Einfluss auf die mit der AB- und Taupathologie assoziierten Mechanismen bekannt
(Van Cauwenberghe et al., 2016).

Im Gegensatz zu LOAD manifestiert sich die Symptomatik der seltenen familidren AD (engl. familial
Alzheimer’s disease, FAD) bereits vor dem 60. Lebensjahr, in Einzelfdllen sogar im juvenilen Alter,
weshalb sie auch EOAD (engl. early onset Alzheimer’s disease) genannt wird (Bagyinszky et al., 2014;
Wisniewski et al., 1998). Sie wird meistens durch autosomal dominant vererbte Punktmutationen in den
fiir das amyloide Vorlduferprotein APP (engl. amyloid precursor protein), Presenilin 1 (PS1) und
Presenilin 2 (PS2) kodierenden Genen verursacht (2.2.2) (Levy-Lahad et al., 1995; Levy et al., 1990;
Sherrington et al., 1995). Insgesamt sind nur etwa 1-5% der AD-Erkrankungen auf FAD/EOAD
zuriickzufiihren (Bekris et al., 2010; Goedert et al., 1994).

2.1.4 NEUROPATHOLOGIE
Histopathologisch ist AD durch eine massive Degeneration von Neuronen sowie durch das Aufireten der
intrazelluliren NFTs und der Ablagerung des Peptids Amyloid-f (AP) in Form von extrazelluldr
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lokalisierten amyloiden Plaques charakterisiert (Goedert et al., 1991; Probst et al., 1991). Weder bei den
NFTs noch bei den amyloiden Plaques handelt es sich um Verdnderungen des Hirngewebes, die fir AD
spezifisch sind. Thr gemeinsames und stark ausgepriagtes Vorkommen ist jedoch charakteristisch fiir AD,
worauf die neuropathologische Diagnose basiert.

Im Hirngewebe von AD-Patienten tritt die neuronale Degeneration und ein signifikanter Verlust von
Synapsen vor allem im Bereich des Hippocampus sowie in den frontalen, temporalen und parietalen
Kortexregionen auf (Gomez-Isla et al., 1996; Scheff und Price, 1993, 1998). Makroskopisch hat dies eine
starke kortikale und hippocampale Atrophie und eine damit einhergehende Erweiterung der Sulci und
Ventrikel zur Folge (Dickerson et al., 2001; Mouton et al., 1998; Schott et al., 2005).

Die intrazelluldren NFTs bestehen liberwiegend aus gepaarten, doppelhelikalen Filamenten des Proteins
Tau in hyperphosphorylierter Form (Grundke-Igbal et al., 1986a; Grundke-Igbal et al., 1986b). Bei Tau
handelt es sich um ein mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches als Stabilisator der Mikrotubuli-Struktur
agiert (Drubin und Kirschner, 1986; Weingarten et al., 1975). Durch die bei AD auftretende Tau-
Hyperphosphorylierung (Goedert et al., 1993; Grundke-Igbal et al., 1986b) ist die Wechselwirkung
zwischen dem Protein und den Mikrotubuli gestort (Jameson et al., 1980). Daraus resultiert eine
Destabilisierung des Zytoskeletts, eine Beeintrdchtigung axonaler Transportprozesse sowie die
Ablagerung des ungebundenen Taus in Form von NFTs, was zu einem Absterben der betroffenen Zellen
fithren kann (Igbal et al., 2005; Kolarova et al., 2012). Bei AD folgt das Auftreten und die Verteilung der
Taupathologie einem stereotypischen Muster, worauf die Einteilung von AD in sechs Verlaufsstadien, die
sogenannten Braak-Stadien basiert. Demnach sind die neurofibrilliren Ablagerungen zundchst im
transentorhinalen Kortex, anschlieBend im limbischen System und erst mit zunehmender Schwere der
Erkrankung im Neokortex nachzuweisen (Braak und Braak, 1991).

Bei dem Hauptbestandteil der extrazelluldr lokalisierten amyloiden Plaques handelt es sich um das bei der
proteolytischen Prozessierung des Vorlduferproteins APP freigesetzte, hydrophobe Peptid AP (Glenner
und Wong, 1984; Kang et al., 1987; Masters et al., 1985). Dieses etwa 4kDa grofie Peptid wird nicht nur
unter pathologischen Bedingungen, sondern auch wéhrend des normalen Zellmetabolismus gebildet
(Haass et al., 1992b). Bei AD kommt es jedoch infolge eines Ungleichgewichts zwischen der Bildung und
dem Abbau von AP zu einer Akkumulation von bis zu 10mg des Peptids im Hirngewebe (Hama und
Saido, 2005; Hardy und Selkoe, 2002; Karran et al., 2011; Saido, 2013). AP kommt in verschiedenen
Varianten vor, die meist an Position 38-43 enden (Glenner und Wong, 1984) und héufig N-terminal
verkiirzt sind. Die am héufigsten vorkommende Form des Peptids stellt ABX-40 (im Folgenden
vereinfacht als AP40 bezeichnet) dar. Neben AP40 ist ABX-42 (im Folgenden vereinfacht als AP42
bezeichnet) von groBer Bedeutung, da es aufgrund der beiden zusitzlichen hydrophoben Aminosiuren
Isoleucin (an Position 41) und Alanin (an Position 42) eine verstirkte Aggregationstendenz aufweist
(Jarrett et al., 1993) und die dominanteste AB-Form innerhalb der amyloiden Plaques darstellt (Iwatsubo
et al., 1994; Tamaoka et al., 1995). Bei dem mehrstufigen Aggregationsprozess der Peptide entstehen
zundchst AB-Oligomere, welche dann weiter zu Protofibrillen, reifen Fibrillen und schlielich zu
unldslichen Plaques aggregieren (Caughey und Lansbury, 2003; Chiti und Dobson, 2006). Man geht heute
davon aus, dass insbesondere oligomere AB-Spezies neurotoxische Eigenschaften aufweisen (Lambert et
al., 1998; Lesne et al., 2006; Shankar et al., 2008).

Der genaue temporére und pathophysiologische Zusammenhang zwischen der Akkumulation von A und
der Taupathologie bei AD ist bislang nicht bekannt. Der allgemein favorisierten ,,Amyloid-Kaskaden-
Hypothese* zufolge stellt die Ablagerung von AB-Peptiden im Hirngewebe jedoch das initiale Ereignis
der Pathogenese dar (Hardy und Higgins, 1992). Diese leitet bereits Jahre bzw. Jahrzehnte (Jack et al.,
2009; Reiman et al., 2012; Villemagne et al., 2013) vor dem Aufireten erster Symptome zelluldre
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Kaskaden ein, welche zur Ablagerung von Tau, dem Untergang von Neuronen und Synapsen und folglich
zur Manifestation der Demenz fithren (Hardy und Selkoe, 2002). Die These, dass es sich bei den NFTs
um ein Af-induziertes sekunddres Ereignis wéhrend der Progression der Erkrankung handelt, wird von
unterschiedlichen Studien gestiitzt. So konnte mehrfach in vivo unter Verwendung verschiedener AD-
Mausmodelle eine Induktion der NFT-Bildung durch AP sowie ein zeitliches Vorausgehen der Ap-
Pathologie vor dem Auftreten von NFTs nachgewiesen werden (Bolmont et al., 2007; Gotz et al., 2001;
Lewis et al., 2001; Oddo et al., 2003). Umgekehrt scheint die Ap-Pathologie unabhidngig von Tau zu sein
(Hurtado et al., 2010; Saul et al., 2013).

2.2  MOLEKULARE MECHANISMEN DER ALZHEIMER KRANKHEIT

2.2.1 DAS AMYLOIDE VORLAUFERPROTEIN APP

AP entsteht auch wéihrend des normalen Zellmetabolismus durch die sequentielle proteolytische
Prozessierung des Vorlauferproteins APP. APP ist ein ubiquitdr exprimiertes Typl-Transmembranprotein,
welches aus einer groflen Ektodoméne, einer einzelnen hydrophoben Transmembrandomédne und einer
kurzen intrazelluliren Domine besteht (Dyrks et al., 1988; Kang et al., 1987). Das Protein verfiigt zudem
iiber ein N-terminales Signalpeptid, wodurch es vom Endoplasmatischen Retikulum iiber den Golgi-
Apparat und das trans-Golgi-Netzwerk (TGN) zur Plasmamembran transportiert wird. Hierbei unterliegt
APP posttranslationalen Modifikationen in Form von N- und O-Glykosylierungen (Weidemann et al.,
1989). Nach der Internalisierung an der Plasmamembran gelangt APP {iber den endosomalen
Transportweg wieder zuriick an die Zelloberfliche oder wird lysosomal abgebaut (Haass et al., 1992a;
Koo und Squazzo, 1994; Lai et al., 1995).

APP bildet zusammen mit den Proteinen APLP (engl. amyloid precursor-like protein) 1 und 2 eine
evolutiondr konservierte Proteinfamilie (Sprecher et al., 1993; Wasco et al., 1992; Wasco et al., 1993),
wobei APLP1 und APLP2 im Gegensatz zu APP keine AB-Dominen beinhalten (Aydin et al., 2012).
APLP2 wird wie APP ubiquitir exprimiert, die Expression von APLPI ist hingegen auf neuronales
Gewebe beschrankt (Lorent et al., 1995; Slunt et al., 1994; Thinakaran, 1995). Das fiir APP kodierende
Gen ist beim Menschen auf Chromosom 21 lokalisiert (21q21.3) und besteht aus 18 Exons (Yoshikai et
al., 1990). Durch alternatives SpleiBlen entstehen acht verschiedene APP-Isoformen, von denen APPgos
(Bezeichnung entsprechend der Lénge in Aminosduren) die haufigste in Neuronen vorkommende Isoform
darstellt (Kang und Muller-Hill, 1990; Sandbrink et al., 1994b).

Die genauen physiologischen Funktionen von APP und seinen Homologen sind trotz intensiver Forschung
nicht bekannt. In der Literatur werden die Proteine vor allem mit der Langzeitpotenzierung (Dawson et
al., 1999), der Zelladhdsion (Soba et al., 2005), der Synaptogenese (Ashley et al., 2005; Priller et al.,
2006), dem Wachstum von Neuriten (Milward et al., 1992; Young-Pearse et al., 2008), der neuronalen
Migration (Y oung-Pearse et al., 2007), der neuronalen Differenzierung (Caille et al., 2004; Ohsawa et al.,
1999) sowie der Regulation der Lipidhomdostase (2.3) in Verbindung gebracht. Der Gen-Knockout
einzelner Mitglieder der Proteinfamilie fiihrt zu nicht letalen Defiziten wie dem Verlust an Korper- und
Hirngewicht und einer verringerten Lokomotion (Magara et al., 1999; Zheng et al., 1995). Die Defizienz
von APP oder APLP1 in Kombination mit APLP2 bzw. die Defizienz aller drei Homologen wirkt sich
hingegen perinatal letal aus (Heber et al., 2000; Herms et al., 2004; Wang et al., 2005b). Die Letalitat
dieser Knockout-Tiere sowie die starke evolutiondre Konservierung von APP, APLP1 und APLP2 deuten
auf wichtige, teilweise iliberlappende Funktionen der Proteine im Nervensystem von Sdugetieren hin
(Aydin et al., 2012).
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2.2.2 PROTEOLYTISCHE APP-PROZESSIERUNG UND ENTSTEHUNG VON Af

Die proteolytische Spaltung von APP, welche starke Ahnlichkeiten mit der Prozessierung des Notch-
Rezeptors aufweist (5.1.1) (Grimm et al., 2013b), kann auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Dabei
kommt es infolge der sequentiellen Proteolyse von APP durch Enzyme, die als Sekretasen bezeichnet
werden, zur Entstehung membrangebundener und sezernierter Prozessierungsprodukte. A stellt im Fall
des durch die B- und y-Sekretase katalysierten sogenannten amyloidogenen APP-Prozessierungsweges
eines dieser Produkte dar. Bei der in den meisten Zelllinien dominanten, nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierung durch die a- und y-Sekretase wird hingegen kein AP gebildet (Abb. 1) (De Strooper und
Annaert, 2000; Lammich et al., 1999).

Amyloidogene Prozessierung Nicht-amyloidogene Prozessierung
extrazellulir
‘Membran
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Abb. 1: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung

Bei der amyloidogenen APP-Prozessierung (links) wird APP zundchst durch die B-Sekretase BACE1 geschnitten,
wodurch sAPPB und B-CTF entstehen. B-CTF wird anschlieBend durch den y-Sekretasekomplex weiter zu Ap und AICD
prozessiert. Das entstandene AP kann durch verschiedene Enzyme degradiert werden. Bei der nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierung (rechts) wird APP von der a-Sekretase innerhalb der AB-Domiéne geschnitten, wodurch es zur Entstehung
von sAPPa und a-CTF kommt. Durch den y-Sekretase-Schnitt werden aus a-CTF schlieBlich AICD und das Peptid p3
gebildet.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2013b )

Presenilin

~

Bei der a-Sekretase, die die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung einleitet, handelt es sich um
Mitglieder der ADAM (engl. a disintegrin and metalloprotease)-Proteinfamilie. Die a-Sekretase-
katalysierte APP-Prozessierung an Position 16 innerhalb der AB-Sequenz ist hauptsdchlich auf die
enzymatische Aktivitdt der Proteine ADAM9, ADAMI10, ADAM17 zuriickzufiihren (Koike et al., 1999;
Lammich et al., 1999; Slack et al., 2001), wobei die konstitutive a-Sekretase-Aktivitdt in neuronalen
Zellen hauptsdchlich von ADAM10 ausgeht (Kuhn et al., 2010). Neben APP ist als weiteres wichtiges



Einleitung

Substrat der a-Sekretase ADAM17 der Notch-Rezeptor zu nennen, dessen proteolytische Prozessierung
eine hohe entwicklungsbiologische Relevanz besitzt (Brou et al., 2000).

Als proteolytisch aktive B-Sekretase wurde die membrangebundene Aspartatprotease BACE1 (engl. B-
site APP cleaving enzyme 1) identifiziert (Vassar et al., 1999). Das Enzym katalysiert den ersten Schritt
der amyloidogenen APP-Prozessierung, die letztlich in der Freisetzung von AP resultiert. BACE1 verfligt
iiber ein saures pH-Optimum, und ist vor allem im Golgi-Apparat, dem TGN und den Endosomen
lokalisiert (Grbovic et al., 2003; Vassar et al., 1999).

Die y-Sekretase ist ein Enzymkomplex, flir dessen enzymatische Aktivitdt mindestens vier Proteine
erforderlich sind: PS1 oder PS2 als katalytisches Zentrum, Aphla oder b (engl. anterior pharynx defective
1), PEN2 (engl. presenilin enhancer 2) und Nicastrin (Baulac et al., 2003; Edbauer et al., 2003; Kimberly
et al, 2003). Die vy-Sekretase ist in zahlreichen intrazelluliren Kompartimenten sowie der
Plasmamembran lokalisiert (Chyung et al., 2005; Frykman et al., 2010) und schneidet ihre Substrate nach
Abspaltung der Ektodoméne innerhalb des hydrophoben Bereichs der Membran. Diese proteolytische
Aktivitdt, die hdufig bei wichtigen zelluliren Signalkaskaden zu beobachten ist, wird als RIP (engl.
regulated intramembrane proteolysis) bezeichnet (Brown et al., 2000; Selkoe und Kopan, 2003). Aktuell
sind mehr als 90 Substrate des Enzyms bekannt, bei denen es sich iiberwiegend um Typ I-
Transmembranproteine handelt (Haapasalo und Kovacs, 2011). Unter anderem katalysiert die y-Sekretase
den S3-Schnitt des Notch-Rezeptors, der in der Freisetzung der genregulatorisch aktiven intrazelluldren
Notch-Doméne (engl. notch intracellular domain, NICD) resultiert (De Strooper et al., 1999).

Im Fall der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird APP zunichst innerhalb der Ektodoméane durch die
a-Sekretase geschnitten, wodurch sAPPa (engl. soluble a-secreted APP) freigesetzt wird und das 83
Aminosduren umfassende Fragment a-CTF (engl. a-cleaved C-terminal fragment) in der Membran
verbleibt. a-CTF wird anschlieBend durch die y-Sekretase prozessiert, was zu der Sekretion des Peptids p3
und der Freisetzung der intrazelluliren Doméne von APP (engl. APP intracellular domain, AICD) in das
Zellinnere fiihrt (Haass et al., 1992b; Haass et al., 1993; Lammich et al., 1999; Le Brocque et al., 1998).
Da die Schnittstelle der a-Sekretase innerhalb der AB-Doméne von APP lokalisiert ist (Esch et al., 1990),
wird bei der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung kein AP, sondern das N-terminal um 16
Aminosduren verkiirzte Peptid p3 freigesetzt (Abb. 1). p3 Dbesitzt keine ausgeprigten
Aggregationseigenschaften und somit kein pathogenes Potential (Dulin et al., 2008). Im Gegensatz zur
amyloidogenen APP-Prozessierung findet der nicht-amyloidogene APP-Prozessierungsweg durch die a-
und y-Sekretase an der Plasmamembran statt (Ehehalt et al., 2003; Parvathy et al., 1999).

Die amyloidogene APP-Prozessierung wird durch die B-Sekretase initiiert. Durch den B-Sekretase-Schnitt
in der Ektodoméne von APP entsteht SAPPP (engl. soluble B-secreted APP), das in den Extrazelluldrraum
sezerniert wird und das 99 Aminosduren umfassende, membranstédndige Fragment -CTF (engl. B-cleaved
C-terminal fragment). B-CTF wird anschlieBend durch die y-Sekretase prozessiert, wodurch es zur
Freisetzung von AP in den Extrazelluldrraum und von AICD in das Zytosol kommt (Abb. 1) (Kakuda et
al., 2006; Le Brocque et al., 1998; Vassar et al., 1999). Aufgrund der intrazelluliren Lokalisation von
BACEI] findet die amyloidogene APP-Prozessierung iiberwiegend in den Endosomen statt (Carey et al.,
2005; Grbovic et al., 2003; Rajendran et al., 2006). Aktuellen Modellen zufolge ist die amyloidogene
APP-Prozessierung innerhalb der Membran in den sogenannten Lipid raft-Mikrodoménen lokalisiert, mit
denen APP, BACE]1 und der y-Sekretasekomplex zumindest partiell assoziiert sind (Ehehalt et al., 2003;
Riddell et al., 2001; Vetrivel et al., 2004). Hierbei handelt es sich um kleine (10-200nm), dynamische,
detergenzresistente Membran-Mikrodoménen, die einen besonders hohen Gehalt an Cholesterin und
Sphingolipiden aufweisen. Lipid raft-Membranmikrodoménen sind im Vergleich zu den sogenannten Non
raft-Doménen, die liberwiegend aus Phospholipiden mit ungesittigten Fettsduren bestehen, dichter
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gepackt und haben eine grofle Bedeutung fiir Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen sowie fiir
verschiedene intrazelluldre Transportprozesse und Signalwege (Lingwood und Simons, 2010; London und
Brown, 2000). Im Gegensatz zu der amyloidogenen APP-Prozessierung erfolgt die nicht-amyloidogene
Prozessierung von APP primir in den Non rafi-Membranmikrodoménen (Ehehalt et al., 2003).

Neben dem klassischen B-Sekretase-Schnitt vor der ersten Aminosdure von AP katalysiert BACE1 auch
den sogenannten alternativen -Sekretase-Schnitt (") an Position 11 der AB-Sequenz (Abb. 2A), der zur
Bildung N-terminal verkiirzter AB-Peptide fiihrt (Gouras et al., 1998; Vassar et al., 1999). Das Auftreten
von AB- und AICD-Peptiden unterschiedlicher Lange kann auBlerdem durch die Existenz weiterer y-
Sekretase-Schnittstellen erkldrt werden. Diese sind weiter in C-terminaler Richtung innerhalb der
Transmembrandoméne von APP lokalisiert und werden als €- und {-Schnittstellen bezeichnet (Abb. 2B)
(Sastre et al., 2001; Weidemann et al., 2002; Zhao et al., 2004). Man geht davon, dass zunéchst der -
Schnitt zwischen Position 49/50 bzw. 48/49 der AB-Sequenz erfolgt, wodurch AICD50/51 und APB48/49
entsteht. Die AB48- bzw. AB49-Peptide werden anschlieBend schrittweise um jeweils drei Aminosduren
zu AB42 (AB48 > AP45 > AP42) bzw. AB40 (AP49 > AP46 = AP43 > AP40) verkiirzt (Abb. 2B)
(Funamoto et al., 2004; Qi-Takahara et al., 2005). Die Verkiirzung um jeweils drei Aminosduren kann
dadurch erkldrt werden, dass die Schnittstellen der y-Sekretase im &uBleren Bereich der o-helikalen
Transmembrandoméne von APP lokalisiert sind und jede Windung der a-Helix etwa 3,6 Aminosiduren
umfasst (Qi-Takahara et al., 2005). Durch die weitere Abspaltung von drei, vier oder fiinf Aminosiduren
wird ein geringer Anteil der AP40-, AB42- und AP43-Peptide zu AP39, AB38 und AP37 umgesetzt
(Morishima-Kawashima, 2014).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der C-terminalen Region von APP
(A) Dargestellt ist die Aminosdure-Sequenz von APPgos inklusive der Sekretase-Schnittstellen und den Positionen von
FAD-Mutationen (dunkelrot). Nach seiner Freisetzung kann AP durch eine Vielzahl von Proteasen an zahlreichen
Positionen enzymatisch angebaut werden (orange): A: engl. angiotensin converting enzyme (ACE), C: Cathepsin B, E:
engl. endothelin converting enzyme (ECE), I: engl. insulin degrading enzyme (IDE), M: engl. matrix metalloproteinase
(MMP), N: Neprilysin (NEP), P: Plasmin. Die freisetzte AICD-D6mane beinhaltet Sequenz-Motive (rot), die wichtig fiir
die Interaktion mit Adapterproteinen (griin) sind.
(B) VergroBerte Darstellung der Transmembrandomine von APP inklusive der verschiedenen Schnittstellen der y-
Sekretase.
(Abb. A modifiziert nach Grimm et al., 2013b, Abb. B nach Haass et al., 2012)
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Mutationsbedingte Modifikationen der APP-Prozessierung stellen die Ursache der seltenen, vererbbaren
AD-Variante FAD dar. Bislang konnten mehr als 200 Mutationen in den fir APP, PS1 und PS2
kodierenden Genen identifiziert werden, die mit FAD assoziiert sind. Die meisten der bekannten
pathogenen FAD-APP-Mutationen sind in oder nahe der AB-Doméne lokalisiert (Abb. 2A) und resultieren
in einer Steigerung der Gesamt-ApB-Produktion. Bei den FAD-Mutationen in den fiir PS1 und PS2
kodierenden Genen handelt es sich hingegen hiufig um y-Sekretase-loss of function-Mutationen, die eine
Verschiebung des AP40/42-Verhiltnisses zugunsten von AB42 zur Folge haben (Bertram et al., 2010; De
Strooper, 2007; Levy-Lahad et al., 1995; Levy et al., 1990; Sherrington et al., 1995; Tanzi, 2012). Die
heute bekannten FAD-Mutationen werden vielfach zur Generierung von AD-Zellkultur- und
Mausmodellen eingesetzt, wodurch sie zur Gewinnung wichtiger Erkenntnisse iiber die molekularen
Grundlagen der Erkrankung beitragen.

2.2.3 BESEITIGUNG VON Aff AUS DEM HIRNGEWEBE

Der zerebrale AB-Gehalt wird nicht nur durch die AB-Produktion infolge der amyloidogenen APP-
Prozessierung, sondern auch durch AB-abbauende Mechanismen und Transportprozesse bestimmt. Wie in
Abb. 3 dargestellt ist die ApB-Konzentration im Hirngewebe [AB] abhingig von dem APP-Proteingehalt
[APP], der AB-Anabolismusrate (K1), der AB-Katabolismusrate (K2) und der AB-Exportrate aus dem
Hirngewebe (K3). Sie kann mit der folgenden Formel beschrieben werden (Saido, 2013):

[AB] = K1/ (K2 + K3) x [APP]

Co st Lin LU Abb. 3: Kinetische Beziehungen zwischen dem zerebralen

Plasma AB-Gehalt und der Produktion, des Abbaus sowie des
g Exports von AB-Peptiden

Der AB-Gehalt [AB] im Hirngewebe kann als Funktion des

APP-Proteingehalts [APP], der AB-Anabolismusrate K1, der

ApB-Katabolismusrate K2 und der AB-Exportrate aus aus dem

Hirngewebe K3 angesehen werden.

(Abb. nach Saido, 2013)
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Dabei wird von der Linearitdit und der gegenseitigen Unabhingigkeit der einzelnen Konstanten
ausgegangen. Der Funktion zufolge resultiert eine Erhohung der AB-Anabolismusrate K1 bzw. eine
Reduktion der AB-Katabolismus- und/oder -Exportraten K2 und K3 in einem gesteigerten zerebralen Af-
Gehalt [AB] und somit in pathologischen Ablagerungen des Peptids im Hirngewebe. Umgekehrt kann eine
Reduktion von K1 bzw. eine Steigerung von K2 und/oder K3 durch therapeutische oder praventive
Malinahmen die zerebrale AB-Akkumulation verringern (Saido, 2013).

Ein verringerter AB-Katabolismus wird in der Literatur seit Lingerem als mdgliche Ursache fiir AD
diskutiert (Hama und Saido, 2005; Saido, 1998). In einer Publikation von Bateman et al. wurde in
humaner Cerebrospinalfliissigkeit eine AP-Produktionsrate von 7,6%/Stunde (Std) sowie eine Ap-
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Abbaurate von §8,3%/Std gemessen. Unter physiologischen Bedingungen ist daher von einem
Gleichgewicht zwischen Katabolismus und Anabolismus des Peptids auszugehen, wodurch eine Ap-
Akkumulation verhindert wird. Geringe Defizite im AB-Abbau wiirden diesen Daten zufolge allerdings
mit einer Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der AB-Produktion einhergehen (Bateman et al.,
2006). In der Cerebrospinalfliissigkeit von LOAD-Patienten konnte im Vergleich zu Kontrollpersonen
eine signifikant um 30% verringerte AB-Abbaurate nachgewiesen werden, die AB-Produktionsrate war
hingegen unverdndert (Mawuenyega et al, 2010). Diese Daten verdeutlichen die Relevanz Ap-
abbauender Mechanismen bei AD.

2.2.3.1 Mechanismen zur Beseitigung von AP aus dem Hirngewebe

Die Eliminierung von AB-Peptiden aus dem Hirngewebe resultiert aus einer Kombination zahlreicher
Mechanismen, die in ihrer Summe zu einer zerebralen AB-Halbwertszeit von etwa 25-150 Minuten (min)
fiihren (Cirrito et al., 2003; Savage et al., 1998; Shibata et al., 2000).

Zu den bedeutendsten Transportmechanismen der Ap-Beseitigung zdhlen der Transport entlang
perivaskuldrer Basalmembranen zu den Lymphknoten und in die Cerebrospinalfliissigkeit (Preston et al.,
2003; Weller et al.,, 2000; Weller et al., 2009) sowie der Transport des Peptids {iber die Blut-Hirn-
Schranke. Der Export von AP aus dem Hirngewebe iiber die Blut-Hirn-Schranke wird durch LRP (engl.
lipoprotein receptor-related protein) (Kang et al., 2000; Shibata et al., 2000) und die P-Glykoprotein-
Efflux-Pumpe (Lam et al., 2001) vermittelt. Umgekehrt ist auch ein RAGE (engl. receptor for advanced
glycation end products)-abhéngiger Import von AP iiber die Blut-Hirn-Schranke in das Hirngewebe
moglich (Deane et al., 2003). Im Blutkreislauf wird AP an eine 16sliche Form von LRP, sLRP (engl.
soluble lipoprotein receptor-related protein) gebunden. Nach dem Transport zu Leber und Niere findet in
diesen Organen der systemische AB-Abbau statt (Hone et al., 2003; Sagare et al., 2007), wodurch die
Halbwertszeit des Peptids im Blutkreislauf nur 1,2 bis 15min betridgt (Ghiso et al., 2004; Hone et al.,
2003). Innerhalb des Hirnparenchyms stellen die Phagozytose von AP durch Mikroglia und Astrozyten
(Frautschy et al., 1992; Rogers et al., 2002; Wyss-Coray et al., 2003) und der enzymatische AB-Abbau
durch eine Vielzahl von Proteasen die Hauptmechanismen der Ap-Eliminierung dar. Bei den Ap-
degradierenden Enzymen handelt es sich iiberwiegend um Metalloproteasen, die sich in ihrer
subzelluldren Lokalisation unterscheiden und den proteolytischen Abbau der AP-Peptide an vielen
verschiedenen Positionen katalysieren (Tab. 1, Abb. 2A) (Miners et al., 2011; Nalivaeva et al., 2012a).
Eine ApB-abbauende Aktivitdt wurde in vitro u.a. fiir ACE (engl. angiotensin converting enzyme), ECE
(engl. endothelin converting enzyme) 1 und 2, IDE (engl. insulin degrading enzyme), Cathepsin B, MMP
(engl. matrix metalloproteinase) 2 und 9, Neprilysin (NEP) und Plasmin nachgewiesen. Eine in vivo-
Relevanz bei der AB-Degradation konnte allerdings nur flir einige der Emzyme unter Verwendung
entsprechender Knockout-Tiere bestétigt werden (Tab. 1) (Baranello et al., 2015; Miners et al., 2011;
Saido und Leissring, 2012).
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Tab. 1: Ubersicht iiber die wichtigsten Ap-degradierenden Proteasen

Endo: Endosomen, ER: Endoplasmatisches Retikulum, F: Fibrillen, G: Golgi-Apparat, Lyso: Lysosomen, M:
Monomere, Mito: Mitochondrien, n.s.: nicht signifikant, O: Oligomere, Per: Peroxisomen, PM: Plasmamembran,
Zyto: Zytosol.

(Baranello et al., 2015; Miners et al., 2011; Saido und Leissring, 2012).

Protease Typ degradierte  subzellulédre in vivo-Relevanz bei AB-Degradation:
AB-Spezies  Lokalisation bestitigt? zerebraler AB40/ AB42-Spiegel
bei Knockout-Mausen
ACE Metallo- M PM.ER. G Nein n.s./ n.s.
protease T © (Eckman et al., 2006)
. Cystein- sezerniert, . n.s./ n.s.
Cathepsin B protease M, F Endo, Lyso Nein (Mueller-Steiner et al., 2006)
Metallo- PM, ER, G, 130%/ 130%
ECE1 protease M Endo Ja (Eckman et al., 2003)
Metallo- PM, ER, G, 130%/130%
ECE2 protease M Endo Ja (Eckman et al., 2003)
Metallo- sezerniert, PM, 160%/ 140%
IDE rotease M ER, Endo, Lyso, Ja (Farris et al., 2003; Miller et al., 2003)
p Mito, Zyto, Per
Metallo- . 120%/ 130%
MMP 2 protease M, O, F sezerniert, ER, G Ja (Yin et al., 2006)
Metallo- sezerniert, PM, ns/ 130%
MMP 9 protease M, F ER, G Ja (Yin et al., 2006)
Metallo- 200%/ 200%
NEP protease M, 0 PM, ER, G Ja (Huang et al., 2006; Iwata et al., 2001)
. Serin- sezerniert, Zyto, . n.s./ n.s.
Plasmin - case MO.F R G Nein cker et al., 2004)

2.2.3.2 Ap-Degradation durch Neprilysin

Das Enzym NEP (EC 3.4.24.11), welches auch als CALLA (engl. common acute lymphocytic leukemia
antigen), Enkephalinase und CD10-Antigen bezeichnet wird,  gehort zur Familie der M13-
Zinkmetalloproteasen (Brown et al., 1974; Letarte et al.,, 1988; Schwartz et al., 1980). NEP kommen
Funktionen bei Neuropeptid-Signalwegen und der Regulation des Gefdlltonus zu (Roques et al., 1993).
Des Weiteren wird das Protein als Marker bei der Diagnose der akuten lymphozytischen Leukédmie und
weiterer Krebserkrankungen verwendet (Brown et al., 1975; Gohring et al., 1998; Papandreou et al.,
1998).

Bei NEP handelt es sich um ein Typ-II-Transmembranprotein aus 742 Aminosduren, das in Abhédngigkeit
des Glykosylierungsgrads ein Molekulargewicht von 85 bis 110kDa aufweist (Malfroy et al., 1988; Relton
et al., 1983). Das Protein besteht aus einem kurzen N-terminalen intrazelluliren Bereich, einer einzelnen
Transmembrandoméne und einer grofen extrazelluliren Domine. Die Ektodoméne beinhaltet das Zink-
Bindemotiv HEXXH und das aktive Zentrum des Enzyms, was die Umsetzung von extrazelluliren und
membranassoziierten Substraten begiinstigt (Malfroy et al., 1988). Die Substrate von NEP stellen
klassischerweise Oligopeptide aus maximal 40 bis 50 Aminosduren dar. Zu diesen zdhlen neben Af
Neurotensin, Enkephaline, die Substanz P, das Neuropeptid Y, Bradykinin und Somatostatin (Miners et
al.,, 2011; Oefner et al., 2000; Turner et al., 2001). Die Schnittstellen des Enzyms innerhalb dieser
Substrate sind iiblicherweise N-terminal von hydrophoben Aminosduren lokalisiert (Howell et al., 1995).

13



Einleitung

Das fiir NEP kodierende, stark konservierte Gen MME, dessen Transkription durch mindestens zwei
verschiedene Promotoren reguliert wird, ist beim Menschen auf Chromosom 3 lokalisiert (3q21-q27)
(Barker et al., 1989; Ishimaru und Shipp, 1995). Die Expression von NEP zeigt eine starke
gewebeabhingige Varianz, wobei sie in der Niere, der Lunge und im Gehirn verhiltnismafig hoch ist
(Erdos und Skidgel, 1988). Im zentralen Nervensystem wird NEP auch von aktivierten Astrozyten und
Mikroglia, aber vor allem von Neuronen exprimiert, in denen das Protein iiberwiegend im Bereich von
Axonen und Synapsen lokalisiert ist (Fisk et al., 2007; Fukami et al., 2002; Hickman et al., 2008; Matsas
et al., 1986).

Die Fahigkeit von NEP, AB-Monomere an vielen verschiedenen Positionen zu schneiden (Abb. 2A),
wurde durch mehrere Studien belegt (Howell et al., 1995; Leissring et al., 2003b). Hinsichtlich der
Degradation von AB-Oligomeren durch NEP ist die Literaturlage nicht eindeutig, da der Abbau von
synthetischen, nicht aber von natiirlichen oligomeren AB-Spezies durch das Enzym nachgewiesen werden
konnte (Kanemitsu et al., 2003; Leissring et al., 2003a; Meilandt et al., 2009). NEP wurde von Iwata et al.
als das Haupt-Ap-degradierende Enzym im Gehirn von Ratten und Maiusen identifiziert. In NEP-
Knockout-Médusen wurde eine Gendosis-abhidngige Erhohung des zerebralen AB40- und Ap42-Gehalts
sowie eine reduzierte Degradation von injizierten synthetischen AB-Peptiden nachgewiesen (Iwata et al.,
2000; Iwata et al., 2001). NEP-defiziente Tiere weisen zudem eine verringerte synaptische Plastizitit und
kognitive Beeintrachtigungen auf (Huang et al., 2006; Madani et al.,, 2006). Umgekehrt fiihrt die
Uberexpression des Proteins in AD-Mausmodellen zu einer Verringerung des zerebralen AB-Gehalts und
der Plaquebildung sowie zu einer Steigerung der kognitiven Fiahigkeiten (Iwata et al., 2004; Leissring et
al., 2003a; Marr et al., 2003; Poirier et al., 2006). Die in diesen Modellen gewonnenen Daten belegen,
dass eine Reduktion der NEP-Aktivitdt in einer Akkumulation von AP resultieren kann und ferner, dass
eine Stimulation der NEP-Aktivitdt ein therapeutisches Potential hinsichtlich AD besitzt. Demnach ist der
Einsatz der neuen ARNI (Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren)-Wirkstoffklasse zur Behandlung
von symptomatischer chronischer Herzinsuffizienz (McMurray et al., 2014) kritisch zu betrachten. Die
Einnahme des kiirzlich in der Europdischen Union zugelassenen Medikaments Entresto® (Wirkstoffe:
Sacubitril / Valsartan) konnte aufgrund der Inhibition von NEP langfristig mit einer verstirkten Bildung
von amyloiden Plaques und somit mit einem erhohten Demenzrisiko einhergehen (Ollendorf et al., 2015).

In mehreren Studien wurden sowohl eine AD- als auch eine altersabhingige Reduktion der NEP-
Genexpression bzw. —Enzymaktivitit festgestellt. Es besteht eine negative Korrelation zwischen dem
zerebralen NEP-Gehalt und dem Lebensalter bei nicht-dementen Personen sowie bei AD-Patienten
(Hellstrom-Lindahl et al., 2008; Miners et al., 2009; Russo et al., 2005). In post mortem AD-Hirnen wurde
ein reduzierter NEP-Gehalt v.a. in Hirnregionen mit starken AB-Ablagerungen wie dem Hippocampus
(Carpentier et al., 2002; Yasojima et al., 2001), dem temporalen Gyrus (Yasojima et al., 2001) und der
Hirnrinde (Miners et al., 2006; Russo et al., 2005; Wang et al., 2005a; Wang et al., 2010) nachgewiesen.
In einigen anderen Publikationen wurde allerdings auch ein unverdnderter oder erhhter NEP-Gehalt im
Hirngewebe von AD-Patienten beschrieben (Hellstrom-Lindahl et al., 2008; Miners et al., 2009).

Die Literaturlage hinsichtlich einer moglichen Assoziation zwischen Polymorphismen in dem fiir NEP
kodierenden Gen MMFE und dem Risiko, an AD zu erkranken ist ebenfalls inhomogen (Blomqvist et al.,
2010; Giedraitis et al., 2009; Helisalmi et al., 2004; Wood et al., 2007). In einer Studie von Miners et al.
konnte kein Zusammenhang zwischen sieben Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP) in MME, fir die zuvor eine Assoziation mit AD berichtet wurde, und dem Ap-
Gehalt im frontalen Kortex festgestellt werden (Miners et al., 2012).
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2.2.3.3 Ap-Degradation durch das Insulin degradierende Enzym
IDE (EC 3.4.24.56), das auch als Insulin Protease, Insulinase und Insulysin bezeichnet wird, zdhlt zu den
M16-Zinkmetalloproteasen (Duckworth et al.,, 1979; Song et al., 2003). Das aus 1019 Aminosduren
bestehende Protein weist ein Molekulargewicht von 110kDa auf und besteht strukturell aus zwei etwa
gleichgroBBen muldenféormigen Doménen, zwischen denen das aktive Zentrum mit dem inversen Zink-
Bindemotiv HXXEH lokalisiert ist (Shen et al., 2006). Das stark konservierte fiir IDE kodierende Gen
IDE liegt beim Menschen auf Chromosom 10 (10923-q25) (Aftholter et al., 1990). IDE wird ubiquitér
exprimiert, wobei die IDE-Genexpression u.a. in der Leber, der Niere, im Muskelgewebe und im Gehirn
besonders stark ausgeprégt ist (Kuo et al., 1993). Subzellulér liegt das Protein {iberwiegend im Zytosol,
aber auch in anderen Organellen sowie in zell-assoziierter und sezernierter Form im Extrazelluldrraum vor
(Qiu et al, 1998; Saido und Leissring, 2012; Vekrellis et al., 2000). IDE stellt das Haupt-Ap-
degradierende Enzym im Kulturmedium verschiedener neuronaler und mikroglialer Zelllinien dar (Qiu et
al., 1997; Qiu et al., 1998) und kann unter physiologischen Bedingungen auch in humanem Serum und der
Cerebrospinalfliissigkeit nachgewiesen werden (Liu et al., 2012; Qiu et al., 1998). Das Protein verfiligt
jedoch nicht iiber ein typisches Signalpeptid und wird nicht auf dem klassischen Sekretionsweg iiber das
TGN, sondern in Assoziation mit Exosomen sezerniert (Bulloj et al., 2010; Tamboli et al., 2010; Zhao et
al., 2009). IDE katalysiert die Proteolyse unterschiedlicher 3 bis 10kDa grofler Substrate, zu denen neben
AP und Insulin u.a. Glukagon, die insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren I und II, Amylin und AICD
zéhlen (Edbauer et al., 2002; Malito et al., 2008). Diese Substrate weisen keine Homologie in ihrer
Aminosiuresequenz, aber groBe Ahnlichkeit in ihrer Sekundirstruktur auf und verfiigen alle iiber einen
amyloiden Charakter (Kurochkin, 2001; Malito et al., 2008).
Die AB-degradierende Aktivitdt von IDE wurde erstmals 1994 nachgewiesen und anschlieBend vielfach in
verschiedenen Systemen bestétigt (Kurochkin und Goto, 1994; McDermott und Gibson, 1997; Qiu et al.,
1998; Vekrellis et al., 2000). Aufgrund der Enzymstruktur beschrinkt sich die katalytische Aktivitit von
IDE auf die Hydrolyse monomerer AB-Spezies (Malito et al., 2008; Morelli et al., 2003). Die in vivo-
Relevanz des Enzyms bei der AB-Degradation konnte unter Verwendung transgener Tiermodelle bestétigt
werden. Wihrend IDE-defiziente Méuse einen erhdhten zerebralen AB-Gehalt aufweisen (Farris et al.,
2003; Miller et al., 2003), ist dieser in IDE-{iberexprimierenden Tieren signifikant reduziert, was mit einer
reduzierten Sterblichkeitsrate der Tiere einhergeht (Leissring et al., 2003a).
In Analogie zu NEP wurde auch eine Reduktion der IDE-Genexpression bzw. —Enzymaktivitit im
Hippocampus (Cook et al., 2003; Stargardt et al., 2013; Zhao et al., 2007) und im frontalen Kortex (Perez
et al., 2000) von AD-Patienten beschrieben, wobei die Literaturlage auch hier inhomogen ist (Miners et
al., 2009; Wang et al., 2010). Eine verringerte IDE-abhingige Ap-Degradation infolge einer kompetitiven
Inhibition des Enzyms durch Insulin erkliart moglicherweise das erhdhte AD-Risiko bei Patienten mit
Hyperinsulindmie (Qiu und Folstein, 2006).
Ahnlich wie bei NEP wurde eine Assoziation zwischen Polymorphismen in dem fiir IDE kodierenden
Gen und dem AD-Risiko berichtet, die Literaturlage ist aber auch hier nicht eindeutig (Cheng et al., 2015;
Marlowe et al., 2006; Ozturk et al., 2006; Wang et al., 2015b; Zhang et al., 2013).

2.2.4 FUNKTIONEN DER INTRAZELLULAREN DOMANE VON APP (AICD)

Fiir die bei der APP-Prozessierung ins Zytosol freigesetzte AICD-Doméne ist eine Translokation in den
Nukleus und eine damit einhergehende Funktion bei der transkriptionellen Regulation verschiedener
Zielgene beschrieben. Eine genregulatorische Bedeutung von AICD ist naheliegend, da APP und der
Notch-Rezeptor beziiglich ihrer Struktur und ihrer proteolytischen Prozessierung starke Homologien
aufweisen und fiir NICD bereits genregulatorische Funktionen bekannt sind (Gu et al., 2001; Sastre et al.,
2001; Weidemann et al., 2002). Eine AICD-abhidngige Regulation ist u.a. fiir Gene, die in direktem
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Zusammenhang mit der APP-Prozessierung (Gensymbole: APP, BACEI), der Ap-Degradation
(Gensymbol: MME, fir NEP kodierend), Apoptose (Gensymbol: TP53, fiir p5S3 kodierend), der Tau-
Phosphorylierung (Gensymbol: GSK3b, fiir Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3p) kodierend), dem
mitochondrialen Energiemetabolismus (Gensymbol: PPARGCIA4, fiir engl. peroxisome proliferator-
activated receptor-y coactivator la. (PGCla) kodierend) und dem Lipidstoffwechsel (2.3) stehen, bekannt
(Alves da Costa et al., 2006; Grimm et al.,, 2013b; Kim et al., 2003; Pardossi-Piquard et al., 2005;
Robinson et al., 2014; von Rotz et al.,, 2004). Die Bedeutung von AICD bei der transkriptionellen
Regulation wird allerdings nach wie vor kontrovers diskutiert, da die AICD-abhéngige Regulation einiger
dieser Zielgene nicht unabhéngig validiert werden konnte (Chen und Selkoe, 2007; Hebert et al., 2006;
Waldron et al., 2008). Aufgrund seines schnellen Abbaus durch IDE (Edbauer et al., 2002; Farris et al.,
2003), Cathepsin B (Asai et al., 2011) und das Proteasom (Nunan et al., 2003) verfiigt AICD nur iiber eine
geringe Halbwertszeit von etwa Smin (Cupers et al., 2001). AICD wird aullerdem auch von der Caspase3
proteolytisch gespalten, wodurch das N-terminal verkiirzte pro-apoptotische Fragment AICD31 (C31)
entsteht (Abb. 2A) (Gervais et al., 1999; Lu et al, 2000). Die nukledre Lokalisation sowie die
genregulatorische Aktivitdit scheinen auf das von der APPgos-Isoform stammende und bei der
amyloidogenen APP-Prozessierung generierte AICD beschrankt zu sein (Belyaev et al., 2010; Goodger et
al., 2009).

In der C-terminalen Region von APP sind mehrere wichtige Sequenzmotive enthalten, die fiir den
basolateralen APP-Transport (YTSI) und die APP-Phosphorylierung (VTPEER) sowie fiir die Interaktion
von AICD mit Adapterproteinen (YENPTY) relevant sind (Abb. 2A) (Miiller und Wild, 2013). Uber das
YENPTY-Motiv findet die Wechselwirkung von AICD mit Adapterproteinen statt, die iiber
Phosphotyrosin-Bindedoménen (PTB-Dominen) verfiigen wie z.B. das Protein Fe65 (Borg et al., 1996;
Uhlik et al., 2005). Man geht davon aus, dass AICD nach seiner Freisetzung durch den y-Sekretase-
Schnitt an Fe65 bindet, wodurch die Stabilitit des Peptids erhoht wird (Kimberly et al., 2001; Kinoshita et
al., 2002). Dem allgemein favorisierten Modell (Abb. 76) zufolge transloziert der AICD/Fe65-Komplex
anschlieBend in den Zellkern und bildet dort nach Interaktion mit der Histon-Acetyltransferase Tip60 den
sogenannten AFT (AICD/Fe65/Tip60)-Komplex (Cao und Sudhof, 2001; von Rotz et al., 2004).
Alternativ zu Fe65 kann AICD auch an JIP1 (Janus kinase interacting protein 1) und anschlieBend an
Tip60 binden, wodurch es zur Bildung des sogenannten AJT (AICD/JIP1/Tip60)-Komplexes kommt
(Scheinfeld et al., 2003; von Rotz et al., 2004). Als Verbindung zwischen dem AFT-Komplex und der
Transkriptionsmaschinerie wurde das Protein MED12, ein Bestandteil des eukaryotischen Mediator-
Komplexes, identifiziert (Xu et al, 2011). Bei Mediator handelt es sich um einen grof3en
Multiproteinkomplex, welcher Signale von verschiedenen Transkriptionsfaktoren zur RNA-Polymerase 11
weiterleitet (Kelleher et al., 1990; Kornberg, 2005) (Abb. 76). Insgesamt wurden mehr als 20
Adapterproteine identifiziert, die mit AICD oder dem AICD/Fe65-Komplex interagieren und somit
Einfluss auf die transkriptionelle Regulation von Zielgenen nehmen konnen (Abb. 2A) (Borquez und
Gonzalez-Billault, 2012). Dimere 14-3-3y-Proteine binden beispielsweise gleichzeitig an das VTPEER-
Motiv von AICD und an Fe65, was zu einer gesteigerten Bildung der AICD/Fe65-Komplexe fiihrt.
Hierbei wird die Wechselwirkung zwischen AICD und 14-3-3y durch eine Phosphorylierung von AICD
an Position Thr668 inhibiert (Sumioka et al., 2005). Umgekehrt kann die genregulatorische Aktivitdt von
AICD infolge der Interaktion mit Adapterproteinen auch negativ beeinflusst werden. Durch die Bindung
von AICD an MINTI1 (engl. neuronal Munc18-1-interacting protein 1)/X11a wird beispielsweise die
Translokation von AICD in den Nukleus verhindert, was in einer verstirkten Degradation des Peptids im
Zytosol resultiert (von Rotz et al., 2004). Der Transport von AICD in den Zellkern wird ebenfalls negativ
durch das Ubiquitin-dhnliche Protein Nedd8 (engl. neural precursor cell expressed developmentally
down-regulated protein 8) beeinflusst, dessen Interaktion mit AICD zu einer reduzierten Bildung der
AICD/Fe65-Komplexe fiihrt (Lee et al., 2008).
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2.3 LIPIDE BEI DER ALZHEIMER KRANKHEIT

Lipide machen mehr als 50% des Gehirn-Trockengewichts aus und haben eine Vielzahl von biologischen
Funktionen. Sie stellen beispielsweise zusammen mit Proteinen die Hauptbestandteile zelluldrer
Membranen dar, fungieren als Energiespeicher und sind an intrazelluldren Signalkaskaden beteiligt
(Linscheer und Vergroesen, 1994). Es ist bekannt, dass die Lipidumgebung eine modulierende Wirkung
auf die Aktivitit zahlreicher Membranproteine ausiibt (Lee, 2004). Da es sich bei APP, den Sekretasen
und den meisten AP-degradierenden Enzymen um Transmembranproteine handelt, ist ein Einfluss der
Membran-Lipidkomposition auf den AP-Spiegel naheliegend. Fiir eine Vielzahl von Lipiden und
Fettsduren konnte eine Beeinflussung der APP-Prozessierung durch direkte, Sekretase-Aktivitéts-
modulierende als auch durch indirekte Effekte wie z.B. Verdnderungen des intrazelluldren Transports von
APP und den Sekretasen, nachgewiesen werden (Burg et al., 2013; Grimm et al., 2011¢; Grimm et al.,
2012a; Grimm et al., 2013a; Mett et al., 2016; Rothhaar et al., 2012). Cholesterin steigert beispielsweise
die AB-Sekretion durch eine Steigerung der - und y-Sekretaseaktivitit bei gleichzeitiger Reduktion der
nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung (Ghribi et al., 2006; Grimm et al., 2008; Kojro et al., 2001;
Refolo et al., 2000). Die Lipidumgebung beeinflusst aulerdem die Léange (Hartmann et al., 1997; Winkler
et al, 2012) und das Aggregationsverhalten der entstandenen Ap-Peptide (Fantini und Yahi, 2010;
Matsuzaki et al., 2010).

Umgekehrt konnte auch eine Regulation der Lipidhomdostase durch die APP-Prozessierungsprodukte Af3
und AICD sowie mit der AD-Pathologie einhergehende Verdnderungen der zerebralen Lipidkomposition
nachgewiesen werden (Grimm et al.,, 2011a; Grimm et al., 2012b; Mett et al., 2016). Eine AICD-
abhingige transkriptionelle Regulation ist beispielsweise fiir die katalytische Untereinheit der Serin-
Palmitoyl-CoA-Transferase (SPT) (Gensymbol: SPTLC2, Sphingolipidsynthese), die Alkyl-
Dihydroxyacetonphosphat-Sythase (AGPS) (Gensymbol: AGPS, Plasmalogensynthese), die GD3-
Synthase (GD3S) (Gensymbol: ST8S5141, Gangliosidsynthese) und LRP1 (Gensymbol: LRPI, ApoE und
Cholesterin-Metabolismus im zentralen Nervensystem) bekannt (Grimm et al., 2011b; Grimm et al.,
2011d; Grimm et al., 2012¢; Liu et al., 2007). Aulerdem konnte ein Einfluss von AB-Peptiden auf die
Aktivitidt der Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMGCR, Cholesterinsynthese) sowie der
neutralen Sphingomyelinase (nSMase, Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid) nachgewiesen werden
(Grimm et al., 2005). Dies deutet auf die Existenz komplexer, bidirektioneller Regulationsmechanismen
zwischen der APP-Prozessierung und der Lipidhomdoostase hin. Bislang ist nicht eindeutig geklart, ob die
Lipidverdnderungen im Hirngewebe von AD-Patienten als Ursache oder eher als Konsequenz der
Erkrankung anzusehen sind (Grimm et al., 2012b; Mett et al., 2016).

Wie bereits erwidhnt, stellt das e4-Allel von ApoE den stirksten genetischen Risikofaktor fiir die
sporadische Form von AD dar. Die Tatsache, dass es sich bei ApoE um ein Apolipoprotein handelt,
welches im zentralen Nervensystem an Transportprozessen von Cholesterin und anderen Lipiden beteiligt
ist, ist ein weiterer Hinweis auf die Relevanz von Lipiden bei der AD-Pathogenese. Beim Menschen
existieren drei verschiedene, fiir die ApoEeg-Isoformen ApoEe2, ApoEe3 und ApoEe4 kodierende Allele
(Holtzman et al., 2012; Mahley et al., 1996). Wahrend das APOEe4-Allel Gendosis-abhingig mit einem
erhohten AD-Risiko einhergeht (Corder et al., 1993; Kuusisto et al., 1994), ist das APOEe2-Allel mit
einem verringerten AD-Risiko assoziiert (Corder et al.,, 1994). Des Weiteren korreliert die 4APOE¢4-
Gendosis negativ mit dem Alter bei der Manifestation von AD (Breitner et al., 1999; Corder et al., 1993)
und positiv mit der Bildung von amyloiden Plaques (Tiraboschi et al., 2004). Die dem zugrundeliegenden
Mechanismen sind bislang nicht genau bekannt. Es konnte allerdings nachgewiesen werden, dass ApoEe
Isoform-abhingig (2 > €3 > g4) an l0sliches AP bindet, was sich auf die Beseitigung und das
Aggregationsverhalten von AP auswirkt (Castellano et al., 2011; Deane et al., 2008; Holtzman et al.,
2012; Ma et al., 1994).
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2.4 FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

AD ist die haufigste Ursache von primirer Demenz und zdhlt zu den Haupttodesursachen in westlichen
Industrienationen (Plassman et al., 2007; St George-Hyslop, 2000). Neuropathologisch ist die Erkrankung
durch intrazellulire Ablagerungen des Proteins Tau und extrazelluldr lokalisierte amyloide Plaques aus
aggregierten AP-Peptiden charakterisiert (Goedert et al., 1991; Probst et al., 1991). Man geht davon aus,
dass die Akkumulation von A im Hirngewebe das initiale Ereignis der AD-Pathogenese darstellt (Hardy
und Selkoe, 2002; Hardy und Higgins, 1992). Eine Vielzahl von Proteasen ist in vitro in der Lage, Ap
enzymatisch abzubauen. NEP und IDE zdhlen zu den AB-degradierenden Enzymen, fiir die auch eine in
vivo-Relevanz bei dem zerebralen AB-Abbau nachgewiesen werden konnte (Baranello et al., 2015; Farris
et al.,, 2003; Huang et al., 2006; Iwata et al., 2001; Miller et al., 2003; Miners et al., 2011; Saido und
Leissring, 2012). Eine verringerte AB-Degradation wird in der Literatur seit Lidngerem als mogliche
Ursache fiir AD diskutiert (Hama und Saido, 2005; Saido, 1998). Ein umfassendes Verstindnis der an der
Regulation von NEP, IDE und weiterer AB-degradierender Enzyme beteiligten Mechanismen kann daher
zur Entwicklung therapeutischer und praventiver MaBnahmen hinsichtlich AD beitragen.

Aus diesem Grund sollte der Einfluss der APP-Prozessierung auf die Regulation der NEP-Genexpression
sowie die dem zugrunde liegenden Mechanismen untersucht werden. Die physiologischen Funktionen des
Vorlauferproteins APP und dessen Prozessierungsprodukten sind weitestgehend unbekannt. Eine
Funktion von AICD bei der transkriptionellen Regulation verschiedener Zielgene wie u.a. NEP wird in
der Literatur seit Langerem kontrovers diskutiert (Chen und Selkoe, 2007; Hebert et al., 2006; Pardossi-
Piquard et al., 2005; Waldron et al., 2008). Zur Untersuchung der AICD-abhéngigen Regulation von NEP
wurden die Genexpression, der Proteingehalt und die Aktivitdt des Enzyms systematisch in einer Vielzahl
genetischer und pharmakologischer Modellsysteme analysiert.

Eine Beeinflussung der proteolytischen APP-Prozessierung und somit der AB-Produktion durch die
Lipidhomdostase wurde vielfach demonstriert (Burg et al., 2013; Ghribi et al., 2006; Grimm et al., 2008;
Grimm et al., 2011¢; Grimm et al., 2012a; Grimm et al., 2013a; Grimm et al., 2013c; Kojro et al., 2001;
Mett et al., 2016; Refolo et al.,, 2000; Rothhaar et al., 2012). Die Auswirkung von Lipiden auf Ap-
degradierende Mechanismen wurde hingegen bislang nicht umfassend untersucht. Im Rahmen eines
weiteren Projekts sollte daher der Einfluss der Kettenlinge und des Séttigungsgrades der in
Phosphatidylcholin (PC) enthaltenen Fettsduren auf die enzymatische AB-Degradation analysiert werden.
Hierbei lag der Schwerpunkt der Analysen auf den mehrfach ungesittigten Fettsduren (engl.
polyunsaturated fatty acids, PUFAs) EPA und DHA, die in groBen Mengen in Fischdlen vorkommen
(Oehlenschlager, 2012; White, 2009) sowie auf den verstdrkt in Kokosnussol enthaltenen MCFAs
(Fernando et al., 2015). Die Fettsduren kdnnen nach der Aufnahme mit der Nahrung nachweislich die
Blut-Hirn-Schranke passieren (Marteinsdottir et al., 1998; Nguyen et al., 2014; Ouellet et al., 2009; Smith
und Nagura, 2001; Spector, 1988) und somit molekulare Mechanismen im Hirngewebe beeinflussen.
Unter Verwendung einer Neuroblastom-Zelllinie sollte die Auswirkung der verschiedenen Fettsduren auf
die Degradation von AB-Peptiden untersucht werden. Zusétzlich wurde der Einfluss von MCFAs auf den
enzymatischen Abbau von AP in vivo in einem AD-Mausmodell iiberpriift.

Um die Frage zu beantworten, ob es sich bei den Verdnderungen der Lipidkomposition in AD-
Hirngewebe (Grimm et al., 2011a; Grimm et al., 2012b; Mett et al., 2016) um die Ursache oder eher um
eine Konsequenz der Erkrankung handelt, sollte in einem weiteren Projekt die Wirkung zerebraler
Lipidextrakte aus post mortem AD-Hirngewebe auf den A-Katabolismus analysiert werden. Hierzu
wurden Neuroblastom-Zellen mit Lipidextrakten aus dem Hirngewebe von AD-Patienten und einem AD-
Mausmodell bzw. entsprechendem Kontrollgewebe inkubiert. AnschlieBend wurde iiberpriift, ob sich
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diese auf die Degradation von AB-Peptiden auswirken, was moglicherweise fiir eine Induktion der Ap-
Pathologie durch die bei AD verénderte zerebrale Lipidkomposition sprechen wiirde.

Im Rahmen von Kooperationsprojekten wurde zudem der Einfluss weiterer Lipide und fettloslicher
Vitamine auf den enzymatischen AB-Abbau analysiert.

Kettenliinge der Fettsiiuren

Lipide Sittigungsgrad der Fettsiiuren

Verinderungen im AD -Hirngewebe

Beeinflussung o

v

AB-Degradation “\

NEP

©

\4

AB endogene

Regulation e
proteolytische
S

® AICD

Abb. 4: Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Regulation der enzymatischen AB-Degradation analysiert werden. Ein
Schwerpunkt hierbei lag in der Untersuchung des Einflusses der Kettenldnge und des Sittigungsgrads von Fettsduren
sowie der verdnderten Lipidkomposition im Hirngewebe von AD-Patienten auf den enzymatischen Abbau von AB. In
einem weiteren Projekt sollte die mogliche endogene Regulation des AB-degradierenden Enzyms NEP durch das bei der
proteolytischen APP-Prozessierung freigesetzte AICD analysiert werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 VERBRAUCHSMATERIALIEN UND CHEMIKALIEN

Tab. 2: Chemikalien

Chemikalie Hersteller/ Herkunft
1-Step PNPP Thermo Scientific
AICD (1-20)-Peptid Genscript

AICD (1-20)-Peptid, FITC-markiert Bachem
Ammoniumacetat Sigma Aldrich
Ampicillin Roth

APB(1-40)-Peptid

Prof. Dr. Penke Botond (Szeged, Ungarn)

AP(1-42)-Peptid

Prof. Dr. Penke Botond (Szeged, Ungarn)

Bacitracin Santa Cruz Biotechnology
Bacto-Trypton Roth

Bicinchoninsédure Sigma Aldrich
Bromphenolblau Roth

BSA Roth

BSA, fettsdurefrei Sigma Aldrich

CaClz X 2H20

Merck Millipore Millipore

Chloroform, HPLC grade

Merck Millipore Millipore

Complete Protease Inhibitor Cocktail mit EDTA Roche
Complete Protease Inhibitor Cocktail ohne EDTA Roche

CuSO, x 5H,0 Roth

DAPT Merck Millipore
DMEM Sigma Aldrich
DMSO Roth
ECL-Hyperfilm Amersham

ECL-Losungen (Western Lightning Plus ECL)

Perkin Elmer

EDTA Roth

EGTA Roth
Entwicklerlosung GBX Kodak

Ethanol, HPLC grade Sigma Aldrich
Fast SYBR Green Master Mix Life Technologies
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Chemikalie Hersteller/ Herkunft
FCS PAN Biotech
Fixiererlosung Kodak

Glycerin Roth

Glycin Roth

GM6001 Merck Millipore
GW4869 Merck Millipore
HBS-Puffer Synvolux Therapeutics
HCI, rauchend Merck Millipore
Hefe-Extrakt Roth

Hepes Sigma Aldrich
Hygromycin B PAN Biotech

IDE, rekombinant, human

R&D Systems

Insulin

Sigma Aldrich

Isopropanol, HPLC grade

VWR

Kanamycin B

Santa Cruz Biotechnology

KCl1 Merck Millipore
KH,PO, x 3H,0 Merck Millipore
L-Glutamin Sigma-Aldrich
Lipofectamine 2000 Life Technologies
MEM Aminosdure-Losung Sigma Aldrich
Methanol, HPLC grade VWR

MgCl, Roth
Milchpulver, blotting grade Roth

Na,HPO,4 x 2H,O Roth

NaCl AppliChem
NaOH Roth
Natrium-Desoxycholat Sigma Aldrich
Natriumpyruvat Sigma Aldrich
NEM Santa Cruz Biotechnology

NEP-/ IDE-Substrat

R&D Systems

NP-40 Substitute Fluka
Opti-MEM Life Technologies
Penicillin/Streptomycin-Losung Sigma Aldrich
Phenylisothiocyanat Merck Millipore
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Chemikalie Hersteller/ Herkunft
Protease-Inhibitor-Cocktail mit AEBSF Merck Millipore
ProteingrofSenmarker Page Ruler Promega
Protein-G-Sepharose Sigma Aldrich
Saccharose Sigma Aldrich
Saint PhD Synvolux Therapeutics
SDS Sigma Aldrich
Tricin Biomol
Tris Sigma Aldrich
Triton X-100 Merck Millipore
Trizima Base Sigma Aldrich
TRIzol Reagenz Life Technologies
Trypsin/EDTA-Losung Sigma Aldrich
Tween-20 Sigma Aldrich
Wasser, HPLC grade VWR
Wasser, RNAse-frei Qiagen
Zeocin Life Technologies
ZnCl, Sigma Aldrich
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
B-Sekretase-Inhibitor 11 Merck Millipore
v-Sekretase Inhibitor IV Merck Millipore
v-Sekretase Inhibitor X Merck Millipore
v-Sekretase Substrat Merck Millipore
Tab. 3: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller
10cm-Schalen fiir Zellkultur Sarstedt
12-Well-Platte fiir Zellkultur Falcon
24-Well-Platte fiir Zellkultur Falcon
6-Well-Platte fiir Zellkultur Falcon
96-DeepWell-Platte Nunc

96-Well-Platte fir RT-PCR, 6x16, weil}

Thermo Scientific

96-Well-Platte fir Zellkultur Falcon
96-Well-Platte MaxiSorp, schwarz VWR
96-Well-Platte, schwarz Costar
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Verbrauchsmaterial Hersteller
96-Well-Platte, transparent Greiner
96-Well-Platte, weil3 Nunc
96-Well-Sammelplatte Nunc
96-Well-Sterilfilterplatte Merck Millipore
Amicon Ultra-0,5mL 30K Filterréhrchen Merck Millipore
ECL-Hyperfilm Amersham
Einfrierrohrchen, 1,8ml Nunc
Falconrohrchen, 15ml und 50ml Sarstedt
Filterpapier Whatman
Fotokopierfolien TypeC A4 Xerox
Glasflaschen, 2ml NeoLab
Glas-Kiigelchen fiir Minilys-Homogenisator, 0,5mm Peqlab
Glaspipetten NeoLab
Glasrohrchen Wheaton
Gummischaber Hartenstein

Kaniilen 23G x 1", 0,6mm x 25mm

Becton, Dickinson and Company

Kantilen 24G x 1", 0,55mm x 25mm

Becton, Dickinson and Company

Keramik-Kiigelchen fiir Minilys-Homogenisator, 1,4mm  Peqlab
Nitrozellulosemembran 0,2 pum Porengrofie Whatman
Nitrozellulosemembran, 0,45um Porengrofie Whatman
Pasteurpipetten VWR
Petrischalen Sarstedt
Reaktionsgefd3, 1,5ml Eppendorf
Reaktionsgefdl3, 2ml Eppendorf
Silikonmatte Nunc

Spritzen, 1ml

Becton, Dickinson and Company

Tris-Tricin-Gele, 10-20%

Anamed Gelelektrophorese

Ultrazentrifugenréhrchen

Beckman Coulter

Verschlussfolie fir 96-Well-Platten

Peqlab

Verschlussfolie fiir RT-PCR-Platten

Thermo Scientific
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3.1.2 GERATE

Tab. 4: Geriite und Zubehor

Gerit/ Zubehor Hersteller
Analysenwaage ABS 80-4 Kern
8-Kanal-Pipette, elektronisch Eppendorf
Brutschrank 37°C Heraeus
Einfrierbox Cryo 1°C Freezing Container Nalgene
Einkanal-Multipette M4 Eppendorf

ELISA-Reader Multiskan EX

Thermo Scientific

Fluorometer Safire2 Tecan
Fluorometer/Luminometer Infinite M1000 Pro Tecan
Gefrierschrank -20°C Premium Liebherr

Gefrierschrank -80°C Hera Freeze

Thermo Electron

Gelkammer Novex Mini-Cell

Life Technologies

Hamilton Kapillare

Hamilton

Heizblock Thermoshaker

Universal Labortechnik

Inkubationsschiittler New Brunswick Innova 44 Eppendorf

Inkubator HeraCell 150 Heraeus
Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100 Nikon
Magnet-Heizriihrer MR2002 Heidolph Instruments
Massenspektrometer 4000 QTRAP AB Sciex
Mikrowelle Continent

Minilys Homogenisator Peqlab

NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer

Thermo Scientific

PCR-Cycler PRIMUS 25 ADVANCED

Peqlab

pH-Meter 766

Calimatic Knick

PikoReal PCR System Thermo Scientific
Pipetboy Comfort INTEGRA Biosciences AG
Pipettenset Research Eppendorf
Potter-Rohrchen B. Braun

PotterS Homogenisator Satorius

Power Supply Consort EV231 Sigma Aldrich
Prizisionswaage EW Kern

Rontgenkassette Quanta 111 Dupont

Rotor SW40

Beckmann Coulter
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Gerit/ Zubehor

Hersteller

Rotor TLA-55

Beckmann Coulter

Scanner CanoScan LiDE 50

Canon

Software Analyst 1.5

AB Sciex

Software Image Gauge V3.45

Fuji Science Lab

Software Piko Real 2.1

Thermo Scientific

Software SPSS Statistics 22 IBM Corporation
Sterilbank HeraSafe Heraeus
Stickstoff-Abdampfvorrichtung VLH

Stickstofftank -196°C GT 140 Air Liquide
TransBlot Gel-Halter mit Schwammen BioRad
Transferkammer TransBlot Cell BioRad

Turbo Spray-lonenquelle AB Sciex
Uberkopftaumler Reax2 Heidolph Instruments
Ultraschallsonde Sonopuls HD2070 Bandelin

Ultrazentrifuge Optima LE-80K

Beckman Coulter

Vortex Genie2 Bender & Hobein
Wirmeschrank UT12 Heraeus

Wasserbad GFL
Wheaton-Schiittler Multi Reax Heidolph Instruments
Wippschiittler SkyLine Shaker S-4 ELMI

Zentrifuge 5415D Eppendorf

Zentrifuge Avanti J-20 XP

Beckman Coulter

Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus
Zentrifuge Biofuge Primo Heraeus
Zentrifuge Fresco21 Heraeus
Zentrifuge Labfuge GL Heraeus Heraeus
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3.1.3 ZELLLINIEN

Tab. 5: Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung/ Herkunft/ Antibiotika-Resistenz
WT-Maus-Fibroblasten/

MEF WT im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Ulrike Miiller (Heidelberg) zur Verfiigung
gestellt
PS1/2-defiziente Maus-Fibroblasten/

MEF PS1/2-/- im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Bart de Strooper (Leuven, Belgien) zur
Verfligung gestellt (Herreman et al., 2000)
PS1/2-defiziente Maus-Fibroblasten, stabil retransfiziert mit humanem PS1 WT/

MEF PSlres generiert von Dr. Eva Hesser (Plasmidkonstrukt-Klonierung durch Dr. Marcus Grimm)/

Zeocin-resistent

MEF PS1-T3541

PS1/2-defiziente Maus-Fibroblasten, stabil retransfiziert mit der humanen PS1-FAD-
Mutante T3541 (Rogaeva et al., 2001)/

generiert von Dr. Eva Hesser (Plasmidkonstrukt-Klonierung durch Dr. Marcus Grimm)/
Zeocin-resistent

MEF APP/APLP2-/-

APP/ APLP2-defiziente Mausfibroblasten/
im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Ulrike Miiller (Heidelberg) zur Verfiigung
gestellt (Heber et al., 2000)

Maus-Fibroblasten mit Deletion der letzten 15 Aminosduren des APP C-Terminus/

MEF APPACT15 im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Ulrike Miiller (Heidelberg) zur Verfiigung
gestellt (Ring et al., 2007)
N2a WT murine Neuroblastom-Zelllinie (Klebe et al., 1970)
N2a mit stabiler Expression von IDE sh-RNS/
N2a IDE-KD im Rahmen dieser Arbeit generiert von Janine Mett/
Hygromycin B-resistent
N2a mit stabiler Expression von mock sh-RNS, die keine sh-RNS Funktion besitzt;
Vergleichszellen fiir N2a IDE-KD/
N2a WT (mock) im Rahmen dieser Arbeit generiert von Janine Mett/
Hygromycin B-resistent
SH-SYS5Y WT humane Neuroblastom-Zelllinie (Ross et al., 1983)
SH-SYS5Y mit stabiler Expression von humanem APPgys/
SH-SY5Y APP generiert von Dr. Heike Grimm/

Hygromycin B-resistent

SH-SYS5Y APPswe

SH-SYS5Y mit stabiler Expression von humanem APPgys mit der ,,swedish* Doppel-
mutation (K670N/M671L) (Mullan et al., 1992)/

generiert von Dr. Heike Grimm/

Hygromycin B-resistent

SH-SY5Y a-CTF

SH-SYSY mit stabiler Expression der letzten 83 C-terminalen Aminoséuren des humanen
APPgos/

generiert von Christoph Stahlmann/

Zeocin-resistent

SH-SY5Y B-CTF

SH-SYSY mit stabiler Expression der letzten 99 C-terminalen Aminoséuren des humanen
APPgos/

generiert von Christoph Stahlmann/

Zeocin-resistent

SH-SYS5Y IDE-KD

SH-SYS5Y WT mit stabiler Expression von IDE sh-RNS/
im Rahmen dieser Arbeit generiert von Janine Mett/
Hygromycin B-resistent

SH-SY5Y APBBI
(Fe65)-KD

SH-SYS5Y WT mit stabiler Expression von APBB1-shRNS/
generiert von Dr. Sven Grosgen/
Hygromycin B-resistent

SH-SY5Y ARSA-KD

SH-SYSY WT mit stabiler Expression von ARSA-shRNS/
generiert von Valerie Zimmer/
Hygromycin B-resistent
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Bezeichnung Beschreibung/ Herkunft/ Antibiotika-Resistenz

SH-SYS5Y WT mit stabiler Expression von mock sh-RNS, die keine sh-RNS Funktion

besitzt;

Vergleichszelllen fiir SH-SYSY IDE-KD/ SH-SY5Y APBBI (Fe65)-KD/ SH-SYSY ARSA-
SH-SY5Y WT (mock) KD

generiert von Janine Mett/ Dr. Sven Grosgen/ Valerie Zimmer

Hygromycin B-resistent

3.1.4 INVIVO-MATERIAL

3.1.4.1 Mausmodelle
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Mausmodelle wurden von verschiedenen
Kooperationspartnern zur Verfiigung gestellt. Eine Ubersicht {iber alle verwendeten Mausmodelle und
deren Herkunft ist in Tab. 6 gegeben.

Tab. 6: Mausmodelle

Bezeichnung Beschreibung/ Herkunft

Maiuse mit Gen-Knockout von APP/
von Prof. Dr. Ulrike Miiller (Heidelberg) zur Verfiigung gestellt (Heber et al., 2000)

Maiuse mit Gen-Knockout von APLP2/
von Prof. Dr. Ulrike Miiller (Heidelberg) zur Verfiigung gestellt (Heber et al., 2000)

Maéuse mit kombiniertem Gen-Knockout von APP und APLP2/
von Prof. Dr. Ulrike Miiller (Heidelberg) zur Verfiigung gestellt (Heber et al., 2000)

APP-/-

APLP2 -/-

APP/APLP2 -/-

Miuse mit Deletion der letzten 15 Aminosduren des APP C-Terminus/
von Prof. Dr. Ulrike Miiller (Heidelberg) zur Verfiigung gestellt (Ring et al., 2007)

Maiuse mit Expression von humanem APPg4ys mit der ,,swedish“-Doppelmutation
APPswe (K670N/M671L) (Mullan et al., 1992)/
von Prof. Dr. Heikki Tanila (Kuopio, Finnland) zur Verfiigung gestellt
Maiuse mit kombinierter Expression von humanem APPggs mit der ,,swedish“-Doppel-
mutation (K670N/M671L) (Mullan et al., 1992) und humanem PS1 mit Deletion des Exons 9
(PS1AE9) (Perez-Tur et al., 1995)/
von Prof. Dr. Heikki Tanila (Kuopio, Finnland) zur Verfiigung gestellt (Liu et al., 2004)
Maéuse mit kombinierter Expression 5 verschiedener humaner FAD-APP- und -PS1-Mutationen
(APP K670N/M671L (Mullan et al., 1992), APP 1716V (Eckman et al., 1997), APP V7171
(Goate et al., 1991), PS1 M146L und PS1 L286V (Sherrington et al., 1995)/
von Dr. Kristina Endres (Mainz) zur Verfiigung gestellt (Reinhardt et al., 2014)

Vitamin D3-defiziente WT-Méuse (C57BL/6)/
von Prof. Dr. Dr. Robert Bals (Homburg) zur Verfiigung gestellt (Grimm et al., 2014b)

APPACTI15

APPswe/PS1AE9

5x FAD

VitD3 -/-

3.1.4.2 Kokosnussol-Fiitterungsexperiment
In dieser Arbeit wurde Hirngewebe und Serum von Maiusen aus einem Fiitterungsexperiment verwendet,
das in Kooperation mit Prof. Dr. Heikki Tanila (Kuopio, Finnland) durchgefiihrt wurde.

Zu Beginn der Fiitterung wurden 18 minnliche, acht Wochen alte APPswe/PS1AE9-Maiuse in zwei
Gruppen aus neun Tieren eingeteilt. Eine Gruppe wurde {iber einen Zeitraum von zehn Wochen mit
kokosnussolreichem Futtermittel gefiittert. Die Vergleichsgruppe erhielt iiber den gleichen Zeitraum eine
isokalorische, mit Sonnenblumen-Ol versetzte Diit (Tab. 7). Die Tiere wurden bei konstanter Temperatur
von 20-22°C, einer Luftfeuchtigkeit von 50-60%, einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12Std und
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unbegrenztem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Am Ende des Fiitterungsexperiments wurden die
Maiuse mit jeweils 250ul Equithesin betdubt und dekapitiert. Die entnommenen Gehirne wurden in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Blutproben aller Tiere wurden zur Serumgewinnung 1min lang bei
13000U/min zentrifugiert und anschliefend ebenfalls in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
der Proben erfolgte bei -80°C.

Tab. 7: Fiir die Fiitterungsstudie verwendete Ole

Bezeichnung Fettsdure-Komposition Hersteller

hoher Anteil an MCFAs:

45,1% - 53,2% Laurinsiure (12:0)
16,8% - 21,0% Myristinsdure (14:0)
7,5% - 10,2% Palmitinséure (16:0)
5,0% - 10,0% Olséure (18:1)

4,6% - 10,0% Caprylséure (8:0)
5,0% - 8,0%  Caprinsédure (10:0)

Kokosnuss-Ol Sigma Aldrich

(Neufassung der Leitsitze flir Speisefette und —6le, 2011)

hoher Anteil an Olsaure (18:1):

75,0% - 90,7% Olséure (18:1)
2,1%-17,0% Linolsdure (18:2)
2,9% - 6,2%  Stearinsdure (18:0)
2,6% -5,0%  Palmitinsdure (16:0)

Sonnenblumen-Ol KD Pharma

(Neufassung der Leitsitze flir Speisefette und —6le, 2011)

3.1.4.3 Humane post mortem Gehirnproben
Humanes post mortem Hirngewebe wurde in Kooperation mit Prof. Dr. Riemenschneider (Homburg) von
Brain Net aus Miinster bzw. Amsterdam erworben. Die Diagnose erfolgte nach CERAD (engl.
Consortium to Establish A Registry for Alzheimer‘s Disease) (Morris et al., 1989; Morris et al., 1993)
und/ oder Braak & Braak (Braak und Braak, 1991; Braak et al., 1993).

In Tab. 8 ist eine Ubersicht iiber die verwendeten Hirnproben aus Miinster dargestellt. Aufgrund der
groBen Anzahl der verwendeten Hirnproben aus Amsterdam ist in Tab. 9 nur eine statistische Ubersicht
iiber diese gegeben, eine ausfiihrliche Liste der einzelnen Gewebeproben ist im Anhang zu finden. Alle
Hirnproben aus Amsterdam stammen aus dem Bereich des frontalen Kortex.
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Tab. 8: Ubersicht iiber humanes post mortem Hirngewebe aus Miinster

Bezeichnung Autopsie-Nr. Alter Braak/ CERAD Diagnose
Kontr. #1 12/00 71 Kontrolle
AD #1 26/00 75 CERAD C, Braak 6 AD
Kontr. #2 139/03 64 Kontrolle
AD #2 158/05 79 CERAD C, Braak >5 AD
Kontr. #3 210/00 79 Kontrolle
AD #3 309/02 80 CERAD C, Braak >5 AD

Tab. 9: Statistische Ubersicht iiber humanes post mortem Hirngewebe aus Amsterdam

Kontrollen AD
Anzahl ménnlich 33 35
weiblich 38 121
gesamt 71 156
Alter 82,1+9,1 82,8+8,5

3.1.5 LIPIDE

Alle verwendeten 1,2-Diacyl-Phosphatidylcholine (PCaa) weisen an der snl- und sn2-Position identische
Fettsduren auf. Sie werden daher im Folgenden vereinfacht benannt (z.B. PC10:0 statt PCaa10:0/10:0).

Zum Ansetzen der Stocklosungen wurden die Lipide in vorgewarmtem Ethanol geldst. Zur Verwendung

in Experimenten wurden alle PC-Spezies in Ethanol verdiinnt, sodass die finale Konzentration 2mM
betrug und der Losungsmittelanteil bei den Experimenten fiir alle Lipide einheitlich war.
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Tab. 10: Lipide

Abkiirzung Bezeichnung

Konzentration
der Stocklosung

Hersteller

PC10:0 1,2-Di-decanoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 25mM Avanti Polar Lipids
PC12:0 1,2-Di-lauroyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 25mM Avanti Polar Lipids
PC14:0 1,2-Di-myristoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 25mM Avanti Polar Lipids
PC16:0 1,2-Di-palmitoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 25mM Avanti Polar Lipids
PC18:0 1,2-Di-stearoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 10mM Avanti Polar Lipids
PC20:0 1,2-Di-arachidoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 2,5mM Avanti Polar Lipids
PC20:5 1,2-dieicosapentaenoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 25mM Sigma Aldrich

PC22:0 1,2-Di-behenoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 2,5mM Avanti Polar Lipids
PC22:6 1-2-Di-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 10mM Avanti Polar Lipids
PC24:0 1,2-Di-lignoceroyl-sn-glycero-3-Phosphocholin 2mM Avanti Polar Lipids

3.1.6 ANTIKORPER

Tab. 11: Antikorper

Bezeichnung  Epitop Klonalitat Verwendung Hersteller/ Quelle
in AG Hartmann /
2214 gg’eii}ﬁ?nsozgﬁre polyklonal o-CTF-Immunprézipitation, g[el;}rtgsggr
683-695) a-CTF- und B-CTF-Western Blot (Heidelberg)
hergestellt
in AG Hartmann /
freier C-Terminus Multhaup/
G210 monoklonal  AB40-Immunprézipitation Beyreuther
von AB40 .
(Heidelberg)
hergestellt
in AG Hartmann /
freier C-Terminus Multhaup/
G211 monoklonal  AB42-Immunprézipitation Beyreuther
von AB42 .
(Heidelberg)
hergestellt
in AG Hartmann /
API.) (hum an, Gesamt-AB-Immunprézipitation, Multhaup/
w02 Aminosdure 5-10 monoklonal APP-, Ap- und sAPPa-Western Blot Beyreuther
der AB-Sequenz) ’ (Heidelberg)
hergestellt
Mbs492139 freier C-Terminus polyklonal sAPPB-Western Blot MyBioSource

von sAPP
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Bezeichnung  Epitop Klonalitat Verwendung Hersteller/ Quelle
PC529 BACE1 polyklonal BACEI1-Western Blot Merck Millipore
IDE-Western Blot,
ST1120 N-Terminus von IDE polyklonal IDE-Aktivitdtsmessung, Merck Millipore
IDE-Immunprézipitation
ab951 Ektodoméne von NEP  monoklonal =~ NEP-Western Blot Abcam
AF1182 NEP polyklonal NEP-Aktivitdtsmessung R&D Systems
ab13533 SOD2 polyklonal SOD2-Western Blot Abcam
. HRP-gekoppelter Sekundérantikérper
W4011 Kaninchen-IgG polyklonal fir Wastern Blot Promega
HRP-gekoppelter Sekundérantikoérper
P0260 Maus-I1gG polyklonal fir Wastern Blot DAKO
3.1.7 KITS
Tab. 12: Kits
Bezeichnung Verwendung Hersteller
EndoFree Plasmid Maxi-Kit Plasmid-Isolation aus transformierten Qiagen

Bakterien

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Synthese komplementédrer DNS

Thermo Fisher

Scientific
Dual-Glo Luciferase Assay System PGCla-Promotor-Aktivititsmessung Promega
Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit EE_ und Gal3St]-Promotor- GeneCopoeia
tivitatsmessung
Cytotoxicity Detection Kit LDH-Test Roche
. Nachweis von 16slichem AB40 in dem . .
Mouse AB40 ELISA Kit Hirnmaterial von WT-Mausen Life Technologies
. Nachweis von 16slichem AP42 in dem . .
Mouse AB42 ELISA Kit Hirnmaterial von WT-Mausen Life Technologies
Human Ap40 ELISA Kit Nachweis von I8slichem AB40 indem 4 i e o 1 oo gies
Hirnmaterial von transgenen Méausen
Human Ap42 ELISA Kit Nachweis von I8slichem AB42 indem 4 i o o 1 oogies
Hirnmaterial von transgenen Méausen
. . . . - Echelon
Acid Sphingomyelinase Assay Kit aSMase-Aktivititsmessung Biosciences
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3.1.8 PLASMIDE

Tab. 13: Plasmide

Plasmid

Verwendung

Herkunft/ Hersteller

pcDNA3.1(+)zeo-APPC50

C50-Expression in MEF APPACT15

Klonierung durch Christoph Stahlmann

pcDNA3.1(+)zeo-APPC83

a-CTF-Expression in SH-SY5Y
IDE-KD und SH-SY5Y WT (mock)

Klonierung durch Christoph Stahlmann

pcDNA3.1(+)zeo-APP695

APPgos-Expression in N2a WT

Klonierung durch Christoph Stahlmann

pVectOZ-SEAP

Messung der SEAP-Sekretion durch
N2a WT

OZ-Biosystems

IDE-Promotor-Aktivitdtsmessung in

pEZX-PG04-IDE-GLuc N2a WT GeneCopoeia
PGL3-PGCla-Luc Izggqgﬁlz%rgzt((;&-gktivitétsmessung Addgene
pRL-CMV I:Sf/[ gl;lz%rgzgg-gktivitétsmessung Promega
pGL3-Basic Izggﬂgﬁfz%glzga:gktivitétsmessung Promega
PEZX-PGO4-GALIST1-GLu (oo IRIOmOLOr AKIVIGISMESSUN  GeneCopocia
SureSilencing Generierung stabiler N2a- und SABiosciences

IDE-shRNS Plasmide (Tab. 16)

SH-SYSY IDE-KD-Zellen

3.2 METHODEN

3.2.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN
3.2.1.1 Retransformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNS

(nach Sambrook et al., 1989)

Das Ziel dieser Methode ist die Amplifizierung von Plasmid-Desoxyribonukleinsdure (DNS) in Bakterien.

Die hierfiir verwendeten chemokompetenten Escherichia coli (E. coli) DH5a-Zellen, die die Fahigkeit
besitzen, fremde DNS aus dem Medium aufzunehmen, wurden von Christoph Stahlmann zur Verfiigung

gestellt.

LB (engl. lysogeny broth )-Medium fiir Bakterien:

0,5% (w/v)  NaCl

1% (w/v) Bacto-Trypton
0,5% (w/v)  Hefe-Extrakt
in ddH,0O

Einstellen des pH-Werts auf 7,0 mit HCI, Autoklavieren, Zugabe von

100pug/ml Ampicillin oder 50pg/ml Kanamycin B
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LB (engl. lysogeny broth )-Agarplatten fiir Bakterien:

LB-Medium
1,5% (w/v) Agar
in Petrischalen gielen und Aushérten lassen

Zunichst erfolgte das Einbringen der Plasmid-DNS in die Bakterien mittels Hitzeschock. Die E. Coli
DHS5a-Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit Ipg der zu amplifizierenden Plasmid-DNS
20min lang auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde fiir 90 Sekunden (sek) bei 42°C und
anschlieBend fiir 10min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden in 1ml LB-Medium resuspendiert und fiir
2min bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Bakteriensediment in
50ul LB-Medium aufgenommen und in Abhéngigkeit des verwendeten Plasmids auf einer Ampicillin-
oder Kanamycin-haltigen Agarplatte ausgestrichen, die iiber Nacht ({ii.N.) bei 37°C inkubiert wurde. Von
den entstandenen Bakterienkolonien wurden einzelne Klone gepickt und zum Animpfen einer Vorkultur
in 2ml antibiotikahaltigem LB-Medium verwendet. Diese wurde 6Std lang bei 37°C und 100U/min
geschiittelt und diente im Folgenden zum Animpfen einer Ubernacht-Kultur in 250ml antibiotikahaltigem
LB-Medium. Wihrend der Inkubation der Ubernacht-Kultur bei 37°C und 100U/min kam es zur starken
Teilung und daher zur Vervielfdltigung der transformierten Bakterien. Am folgenden Tag erfolgte die
Isolation der in den Bakterien amplifizierten Plasmid-DNS (3.2.1.2).

3.2.1.2 Isolation von Plasmid-DNS aus transformierten Bakterien
(nach EndoFree Plasmid Purification Handbook, Qiagen, Version April 2015)

Die Isolation von Plasmid-DNS aus Bakterien-Fliissigkulturen erfolgte durch Plasmid-DNS-
Maxipréparation unter Verwendung des EndoFree Plasmid Maxi-Kits der Firma Qiagen nach
Herstellerangaben. Die Methode beruht auf einer chemischen Lyse der transformierten Bakterien mit
anschlieBender Isolation und Aufreinigung der Plasmid-DNS unter Verwendung einer Anionen-
Austausch-Matrix.

Die Konzentration der isolierten DNS wurde durch Messung der Extinktion bei einer Wellenldnge von
260nm (Extinktionsmaximum von Nukleinsduren) mit einem NanoDrop-Spektrophotometer bestimmt. Da
eine Extinktion von 1 im Fall von doppelstringiger DNS einer Konzentration von 50pug/ml entspricht,
konnte anhand der gemessenen Extinktion bei 260nm die Konzentration der isolierten Plasmid-DNS
berechnet werden. AuBlerdem wurde durch Messung der Extinktion bei 280nm (Extinktionsmaximum von
Proteinen) das Mal} an Verunreinigung durch Proteine abgeschétzt. Das Verhéltnis von OD 260nm/280nm
liegt fiir reine DNS bei 2,0. In der vorliegenden Arbeit wurde nur DNS verwendet, fiir die dieser Wert
mehr als 1,8 betrug.

Die Lagerung der isolierten Plasmid-DNS erfolgte bei -20°C.

3.2.1.3 Isolation von Gesamt-RNS aus Zellen und Gewebe
(nach Herstellerprotokoll TRIzol-Reagent, Life Technologies, Version Dezember 2012)

Fiir die Isolation von Gesamt-Ribonukleinsdure (RNS) aus Gewebe wurde dieses zunichst in TRIzol-
Reagenz homogenisiert (3.2.3.3). Fiir die Gesamt-RNS-Isolation aus kultivierten Zellen wurde das
Zellkulturmedium komplett abgenommen, 1ml TRIzol-Reagenz zugegeben (pro 6Well) und die Zellen
mithilfe eines Gummischabers von dem Boden der Zellkulturschale abgeldst. Nach der Uberfiihrung des
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Probenmaterials in 1,5ml-Eppendorf-Reaktionsgefdfle und fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) erfolgte die Zugabe von 200ul Chloroform. Die Proben wurden 15sek lang geschiittelt und 3min bei
RT inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 15min bei 13800 x g und 4°C kam es zur Ausbildung der
folgenden Phasen: Eine untere DNS-enthaltende, rote Phase; eine weille Interphase aus Proteinen und eine
obere wissrige Phase, in der sich die RNS befindet. Letztere wurde in ein neues 1,5ml-Eppendorf-
Reaktionsgefdl} tiberfiihrt, mit 500ul Isopropanol versetzt und 10min bei RT inkubiert. Wihrend dieser
Zeit kam es zur Ausfillung der isolierten RNS, die nach weiterer zehnminiitiger Zentrifugation bei 13800
x g und 4°C in Form von einem Pellet am Boden des GefiBes sedimentierte. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 1ml 75% Ethanol gewaschen und die Probe erneut fiir Smin bei 5400 x g und
4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde die RNS 5min an der Luft getrocknet und durch
zehnmintitige Inkubation bei 55°C in 100pu1 nukleasefreiem Wasser gelost.

Die Bestimmung der Reinheit und Konzentration der isolierten RNS erfolgte mit einem NanoDrop-
Spektrophotometer. Wie bereits erwihnt, ist die Extinktion von Nukleinsduren bei einer Wellenldnge von
260nm maximal, wihrend das Extinktionsmaximum von Proteinen bei 280nm liegt. Die Berechnung des
Quotienten OD 260nm/ 280nm erlaubt daher Riickschliisse auf die Reinheit der isolierten RNS. Bei reiner
RNS liegt dieser Wert bei 2,2. In der vorliegenden Arbeit wurden nur RNS-Préiparationen verwendet, bei
denen der Quotient OD 260/ 280nm zwischen 2,0 und 2,2 lag. Da fiir reine RNS eine Extinktion von 1 bei
einer Wellenlinge von 260nm einer Konzentration von 40pg/ml entspricht, konnte anhand der
gemessenen Extinktion bei 260nm die in den Proben vorhandene RNS-Konzentration ermittelt werden.
Die Langzeitlagerung der isolierten RNS erfolgte bei -80°C.

Die Isolation von Gesamt-RNS aus Zellen und Gewebe erfolgte teilweise in Kooperation mit Dr. Sven
Grosgen und Christoph Stahlmann (s. Kooperationen).

3.2.1.4 Synthese komplementirer DNS
(nach Herstellerprotokoll High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific,
Version Miérz 2016)

Fiir die Synthese der komplementdren DNS (cDNS) (engl. complementary DNA, cDNA) wurden jeweils
2pg der isolierten RNS unter Verwendung des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits der
Firma Life Technologies nach Herstellerangaben in einem PRIMUS 25 ADVANCED PCR-Cycler revers
transkribiert.

Ansatz fiir cDNS-Synthese:

10ul  RNS (eingestellt auf 0,2pg/ul)
2ul 10x RT-Puffer
0,8ul  25x ANTP Mix
2ul 10x RT Random Primer
1ul MultiScribe Reverse Transkriptase
4,2ul  Nuklease-freies Wasser

Programm fiir cDNS-Synthese:

Schritt Dauer Temperatur Zyklen
1 10min 25°C 1

2 120min 37°C 1

3 Smin 85°C 1

4 konstant 8°C
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Abschlieend wurde die gewonnene cDNS 1:10 in nuklease-freiem Wasser verdiinnt und bei -20°C
gelagert.
Diese Methode wurde teilweise in Kooperation mit Dr. Sven Grésgen durchgefiihrt (s. Kooperationen).

3.2.1.5 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
(nach Dissertation Dr. Sven Grosgen, Universitéit des Saarlandes, 2013)

Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (engl. quantitative real time polymerase chain
reaction, qRT-PCR) ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Expressionsniveaus
verschiedender Gene. Nach Isolation (3.2.1.3) und reverser Transkription (3.2.1.4) der in dem
Probenmaterial enthaltenen RNS werden mittels PCR aus der gewonnenen cDNS bestimmte
Gensequenzen amplifiziert. Dies ist durch Verwendung Gen-spezifischer Primer moglich (Tab. 14, Tab.
15). Die amplifizierten Produkte konnen durch die Verwendung des Floureszenzfarbstoffes SYBR Green,

welcher in doppelstrangige DNS interkaliert, quantitativ nachgewiesen werden.

Tab. 14: Primer fiir murine Proben

Gen (Protein) forward primer

reverse primer

ACTB (B-Aktin) 5’-CCT AGG CAC CAG GGT GTG AT-3’

5’-TCT CCA TGT CGT CCC AGT TG-3’

IDE (IDE) 5’-GCT ACG TGC AGA AGG ACC TC-3’

5’-TGG ACG TAT AGC CTC GTG GT-3’

MME (NEP) 5’-TGA ACT TTG CCC AGG TGT G-3°

5’-GCA AAG TCC CAATGA TCC TG-3’

Tab. 15: Primer fiir humane Proben

Gen (Protein) forward primer

reverse primer

ACTB (B-Aktin) 5’-CTT CCT GGG CAT GGA GTC-3’

5’-AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG-3’

APBBI (Fe65) 5’-TTT GGA AGG ATG AAC CCA GT-3°

5’-AAG CTT CTC CTC CTCTTG GG-3’

APHIla (APHla) 5-CAG CCATTA TCC TGC TCC AT-3’

5’-GGA ATG TCA GTC CCG ATG TC-3’

APHIb (APHIb) 5'-GTG TCA GCC CAG ACC TTC AT-3’

5’-CAG GCA GAG TTT CAG GCT TC-3’

ARSA (ARSA) 5’-GGA CTA GAG GCC CGC TAC AT-3’

5’-GGG TGT GGT GAG AGG CAT AG-3°

BACEI (BACEl) 5°-AAT ACC TGC GGT GGA AGA TG-3’

5’-GCC CTC CAT GAT AAC AGC TC-3’

(ch‘iﬁgTTi) 5"-CTC AAG TTC GCC TTC CCT AA-3’ 5TGT GGT TGC AGA TGA TGT TG-3¢
IDE (IDE) 5. TGC CCT AGA CAG GTT TGC AC-3’  5-CTC CAG GCA TCA TTC ATC ACA T-3’
MME (NEP) 5°-GAT CAG CCT CTC GGT CCTTG-  5-TGT TTT GGA TCA GTC GAG CAG-3’
NCSTN , S ,
(Nicastrin) 5"-CTG TAC GGA ACC AGG TGG AG-3'  5-GAG AGG CTG GGA CTG ATT TG-3

35



Material und Methoden

Gen (Protein) forward primer reverse primer
PSENI (PS1) 5’-CTC AAT TCT GAA TGC TGC CA-3’ 5’-GGC ATG GAT GAC CTT ATA GCA-3’
PSEN2 (PS2) 5’-GAT CAG CGT CAT CGT GGT TA-3’ 5’-GGA ACA GCA GCATCA GTG AA-3’

PSENEN (PEN2) 5°-CAT CTT CTG GTT CTT CCG AGA G-3° 5-AGA AGA GGA AGC CCA CAG C-3’

Zur Messung der Genexpression wurden die RT-PCR-Ansédtze in eine 96-Well-Platte pipettiert. Fiir die
RT-PCR-Reaktionen und die Messung der entstandenen Fluoreszenz wurde das PikoReal PCR System
der Firma Thermo Scientific verwendet.

Ansatz fur RT-PCR:

2,5u1  c¢DNS

2ul nukleasefreies Wasser

0,25ul  Primer forward

0,25ul  Primer reverse

Sud Fast SYBR Green Master Mix

Programm fiir RT-PCR:

Schritt Prozess Dauer  Temperatur Zyklen
1 Denaturierung 20sek 95°C 1
2 Denaturierung 3sek 95°C
40
3 Anlagerung/ 30sek  60°C
Elongation
4 Schmelzkurven- 60-95°C 1
analyse

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der PikoReal Software (Version 2.1.158.545) und der 24¢T-
Methode nach Livak und Schmittgen (Livak und Schmittgen, 2001), wobei die Expression der zu
analysierenden Gene auf die Expression des nicht regulierten Haushaltsgens 3- Aktin normiert wurde.
Diese Methode wurde teilweise in Kooperation mit Dr. Sven Grésgen durchgefiihrt (s. Kooperationen).
Alle verwendeten RT-PCR-Primer wurden durch Dr. Sven Grésgen konzipiert.

3.2.1.6 Promotor-Aktivititsmessungen mittels Luciferase-Assay
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Herstellerprotokoll Secrete-Pair Dual
Luminescence Assay Kit, GeneCopoeia, Version 2013 bzw. Dual-Luciferase Reporter Assay System,
Promega, Version Juni 2011)

Bei der Luciferase-Aktivititsmessung handelt es sich um eine Methode zur Untersuchung der
Promotoraktivitit. Diese wird indirekt durch die Messung der Aktivitdt eines Reporterenzyms, dessen
Transkription durch den zu untersuchenden Promotor reguliert wird, bestimmt. Hierzu werden Zellen
zundchst mit entsprechenden Reporterplasmiden transfiziert. Zum Ausgleich von Schwankungen in der
Transfektionseffizienz wird hiufig ein zweites Reportergen unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven
Promotors ko-transfiziert. Die Aktivitdit des sogenannten experimentellen Reporterenzyms wird
anschliefend auf die Aktivitit des Standardreporterenzyms normiert (Alam und Cook, 1990).
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Fiir die Analyse der IDE- und Gal3Stl (engl. galactosylceramid 3 -sulfotransferase 1)-Promotor-Aktivitét
wurden die auf 10cm-Schalen kultivierten Zellen transient mit den Plasmiden pEZX-PG04-IDE-Gluc
bzw. pEZX-PG04-Gal3St1-GLuc transfiziert (3.2.2.3). Hierbei handelt es sich um Reporterplasmide, bei
denen das fiir die sezernierte Gaussia-Luciferase kodierende Gen unter der Kontrolle des IDE- bzw.
Gal3Stl-Promotors steht. Zusétzlich enthalten diese Plasmide das fiir das Standardreporterenzym
sekretorische alkalische Phosphatase (SEAP) kodierende Gen unter Kontrolle des konstitutiv aktiven
CMV (Cytomegalovirus)-Promotors. 24Std nach der Transfektion wurden die Zellen auf 24-Well-Platten
ausgesit, die Inkubation der Zellen mit den jeweiligen additiven Substanzen (3.2.2.5) wurde 48Std nach
der Transfektion vorgenommen. Die Gaussia-Luciferase- und SEAP-Aktivititsmessung in dem
Zellkulturmedium wurde unter Verwendung des Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kits nach
Herstellerangaben in  weilen 96-Well-Platten durchgefiihrt. Die Detektion der entstandenen
lumineszierenden Produkte erfolgte in einem Infinite M1000 Pro-Fluorometer/Luminometer. Das Signal
der Gaussia-Luciferase wurde bei Messung der IDE-Promotoraktivitit anschlieBend auf das SEAP-Signal
der jeweiligen Probe normiert. Aufgrund des zu schwachen SEAP-Signals nach 30-miniitiger-Inkubation
mit AICD war diese Normierung bei der Messung der Gal3Stl-Promotoraktivitit nicht moglich.

Zur Untersuchung des Einflusses von synthetischem AICD-Peptid auf die Aktivitit des PGCla-
Promotors wurden MEF APPACT15-Zellen zundchst mit den Reporterplasmiden PGL3-PGCla-Luc und
pRL-CMYV transient ko-transfiziert (3.2.2.3). Bei PGL3-PGCla-Luc steht die Transkription des fiir die
Firefly-Luciferase kodierenden Gens unter der Kontrolle des PGCla-Promotors. Bei pRL-CMV wird die
Transkription des Standardreporterenzyms Renilla-Luciferase durch den konstitutiv aktiven CMV-
Promotor kontrolliert. Als Negativkontrolle wurde das promotorfreie Plasmid PGL3-Basic verwendet.
24Std nach der Transfektion wurden die Zellen lipofektionsbasiert iiber 90min mit synthetischem AICD
oder Wasser inkubiert (3.2.2.5.1). Der Nachweis der Luciferase-Aktivititen aus den Zelllysaten erfolgte
anschliefend unter Verwendung des Dual-Glo Luciferase Assay Systems der Firma Promega nach
Herstellerangaben in weilen 96-Well-Platten. Die entstandenen lumineszierenden Produkte wurden in
einem Infinite M1000 Pro-Fluorometer/Luminometer detektiert. Fiir jede Probe wurde das Signal der
Firefly-Luciferase auf das des Standardreporterenzyms Renilla-Luciferase normiert.

Die Etablierung und Durchfiihrung dieser Methode erfolgte in Kooperation mit Christoph Stahlmann (s.
Kooperationen).

3.2.2 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

3.2.2.1 Kaultivierung eukaryotischer Zellen
(nach Freshney, 2011)

Alle Arbeiten zur Kultivierung eukaryotischer Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer
Sterilwerkbank mit zirkulierendem Luftstrom durchgefiihrt. Die Kultivierung der in Tab. 16 aufgefiihrten
eukaryotischen Zellen erfolgte in 10ml Zellkulturmedium bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit in
10cm-Zellkulturschalen. Nach Erreichen einer Konfluenz von 90-100% wurden die Zellen mit 5Sml PBS
(engl. phosphate buffered saline) gewaschen und 2-3min mit 1,5ml Trypsin/EDTA-L&sung inkubiert, was
zur Vereinzelung und zur Ablésung der adhidrent wachsenden Zellen von der Kulturschale diente. Nach
Zugabe von 8,5ml frischem Medium wurden abhéngig von der jeweiligen Zelllinie 0,5 bis 3ml der
Zellsuspension zur Weiterkultivierung auf neue Kulturschalen verteilt und mit frischem Medium auf 10ml
aufgefuillt. Fiir Experimente wurden die Zellen in Abhédngigkeit von der folgenden Methode auf neue
10cm-Schalen oder auf 6-, 12-, 24- bzw. 96-Wellplatten ausgesit.
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PBS:

137mM NaCl

2,7mM KCl1

8,1mM Na2HPO4 x 2H20
1,5mM KH2PO4

Einstellen des pH-Werts auf 7,5 mit HC1

Tab. 16: Zellkulturmedien

. . Hygromycin B Zeocin
Zelllinie Zellkulturmedium (400ug/ml) (300ug/ml)
DMEM
N2a WT 0,ImM MEM Aminosdure-Lésung -
10% (v/v) FCS
N2a IDE-KD 100U/ml Penicillin + -
0,1mg/ml Streptomycin
2mM L-Glutamin
+ -
N2a WT (mock) ImM Natriumpyruvat
MEF WT - -
MEF PS1/2-/- - -
DMEM
- +
MEF PSlres 10% (v/v) FCS
MEF PS1T3541 - +
MEF APP/APLP2-/- - -
MEF APPACTI15 - -
SH-SYSY WT - -
SH-SYSY APP + -
SH-SY5Y APPswe + -
SH-SY5Y a-CTF - +
DMEM
SH-SY5Y B-CTF 0,1mM MEM Aminosédure-Losung - +
10% (v/v) FCS
SH-SYSY WT (mock) + -
SH-SYS5Y IDE-KD + -
SH-SY5Y Fe65-KD + -
SH-SY5Y ARSA-KD + -
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3.2.2.2 Kryokonservierung und Rekultivierung eukaryotischer Zellen
(nach Freshney, 2011)

Einfrierlosung A: Einfrierlosung B:

30% (v/v) FCS 30% (v/v) FCS

in DMEM 20% (v/v) DMSO
in DMEM

Zur Kryokonservierung wurden zu 60-80% konfluente Zellen, die sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden, mit 5Sml PBS (3.2.2.1) gewaschen und mit 1,5ml Trypsin/EDTA-Losung vom
Boden der 10cm-Zellkulturschale abgelost bevor sie mit 4,5ml Kulturmedium verdiinnt und in
Falconréhrchen iiberfiihrt wurden. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation bei 355 x g wurde das Zellpellet in
1,5ml Einfrierlosung A resuspendiert. Nach der Zugabe von 1,5ml Einfrierlosung B wurde die
Zellsuspension in jeweils zwei Kryogefille aliquotiert. Diese wurden zunichst in einer Isopropanol-
enthaltenden Einfrierbox bei -80°C gelagert, wobei es zu einer kontinuierlichen Abkiihlung der
Kryokulturen um 1°C/min kommt. Die Langzeitlagerung der Kryokulturen erfolgte in fliissigem
Stickstoff.

Zur Rekultivierung der Zellen wurden die Gefrierkulturen bei RT aufgetaut, in 8,5ml frischem,
vorgewarmtem Kulturmedium verdiinnt und 5Smin bei 355 x g zentrifugiert. Das dabei entstandene
Zellpellet wurde in 10ml Kulturmedium resuspendiert und in eine 10cm Zellkulturschale iiberfiihrt.

3.2.2.3 Transfektion eukaryotischer Zellen durch Lipofektion
(modifiziert nach Herstellerprotokoll Lipofectamine 2000, Invitrogen, Version Juli 2005)

Das Einbringen von Plasmid-DNS in eukaryotische Zellen erfolgte mittels Lipofektion unter Verwendung
des Transfektionsreagenzes Lipofectamine 2000. Die Transfektion erfolgte bei einer Zellkonfluenz von
70-80%, die Volumina der verwendeten Reagenzien wurden an die Oberfliche der jeweiligen
Zellkulturschalen angepasst (Tab. 17).

In einem 1,5ml-Eppendorf-Reaktionsgefdl wurde OptiMEM mit der Plasmid-DNS 5min bei RT
inkubiert, in einem anderen OptiMEM mit Lipofectamine 2000. Die beiden Ansétze wurden vereinigt und
fiir weitere 20min bei RT inkubiert. Wéahrenddessen erfolgten das Waschen der Zellen mit OptiMEM und
das Vorlegen von OptiMEM zu den zu transfizierenden Zellen. Das Volumen des vorgelegten OptiMEMs
wurde im Vergleich zu dem Herstellerprotokoll um etwa 50% reduziert, wodurch eine erhohte
Transfektionseffizienz erzielt werden konnte. AnschlieBend wurde das Plasmid-DNS/Lipofectamine
2000/OptiMEM-Gemisch zugegeben und fiir 4-6Std bei 37°C auf den Zellen inkubiert. Danach wurde das
Transfektionsmedium durch neues Kulturmedium ersetzt. Die transfizierten Zellen wurden nach einer
Expressionszeit von 48-72Std fiir folgende Experimente verwendet. Bei der Generierung stabil
transfizierter Zellen wurde nach 24Std mit der Selektion transfizierter Zellen begonnen (3.2.2.4).
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Tab. 17: Volumina der Reagenzien fiir die Transfektion eukaryotischer Zellen in Abhiingigkeit von der
Zellkulturschalenoberfliche

Format DNS [ug]  Lipofectamine 2000 [pl] OptiMEM [ul] vorgelegtes OptiMEM [ml]
24-Well 1 1,5 50 0,5
12-Well 2 3 100 0,7
6-Well 6-7 6 200 0,8
10cm-Schale 16 36 1200 7,5

3.2.2.4 Generierung stabil transfizierter IDE-Knockdown Zellen
(nach Herstellerprotokoll SureSilencing shRNA Plasmids, Qiagen, Version 2012)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden stabile N2a und SH-SY5Y IDE-Knockdown-Zelllinien
generiert. Hierzu wurden die Zellen wie in 3.2.2.3 beschrieben mit vier verschiedenen shRNS (engl. short
hairpin RNA, shRNA)-Plasmiden bzw. einem Kontrollplasmid transfiziert (Tab. 18). Bei shRNS handelt
es sich um RNS-Sequenzen, die zu siRNS (engl. small interfering RNA, siRNA) prozessiert werden und
als solche durch komplementidre Bindung die Degradation der Zielgen-mRNS induzieren. Dieser Prozess,
der als RNS-Interferenz (engl. RNA interference, RNAIi) bezeichnet wird, resultiert in einer verringerten
Expression eines spezifischen Zielgens (Elbashir et al., 2001; Hamilton und Baulcombe, 1999).

Tab. 18: IDE-shRNS-Plasmide

Bezeichnung Sequenz des Inserts

1 CCATGTTCTTGCCAGGGAAAT
2 GGAATGAAGTTCACAATAACT
3 AAGCTTGTCTCAACTTTGAAT

4 GCAGGAAAGTTGCACTATTAT
Negativkontrolle GGAATCTCATTCGATCGATAC

Da die verwendeten shRNS-Expressionsvektoren ein Hygromycin B-Resistenzgen aufweisen, konnen
durch Zugabe von Hygromycin B zum Zellkulturmedium erfolgreich transfizierte Zellen selektioniert
werden. Dazu wurde das normale Zellkulturmedium 24Std nach der Transfektion durch Hygromycin B-
haltiges Selektionsmedium ersetzt. Um den Selektionsdruck konstant zu halten und abgestorbene Zellen
zu entfernen, wurde das Selektionsmedium alle 1-2 Tage gewechselt bis alle nicht transfizierten Zellen
abgestorben waren. Die verbliebenen erfolgreich transfizierten Zellen wurden bis zum Erreichen einer
Konfluenz von 90-100% kultiviert bevor Gefrierkulturen angelegt und die IDE-Genexpression iliberpriift
wurde.
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3.2.2.5 Inkubation von Zellen mit additiven Substanzen
In Abhéngigkeit von den folgenden Experimenten erfolgte die Inkubation von eukaryotischen Zellen mit
additiven Substanzen in 24-Well, 6-Well- oder 10cm-Zellkulturschalen. Die Inkubationsbedingungen
wurden jeweils an die entsprechende Fragestellung angepasst und sind in Tab. 19 zusammengefasst. Fiir
alle Inkubationen mit Ausnahme der lipofektionsbasierten AICD-Inkubation wurden ausschliefSlich
konfluente Zellen verwendet, die zuvor mindestens zweimal passagiert wurden.

Tab. 19: Fiir Inkubationen verwendete additive Substanzen und Inkubationsbedingungen

Losungsmittel,

Additiv finale ~ teil im Inkubationsdauer —— FCS- 4\ bierte Zelllinien
Konzentration Medium (Rhythmus) Gehalt
AB40/42, AB40:10ng/ml H.0 9Tage 10% MEF PS1/2 -/-
Langzeitinkubation ~ Ap42:1ng/ml 2 (12+12+12...Std) (v/v) MEF APP/APLP2 -/-
(FITC)-AICD, 9Tage 10%
Langzeitinkubation 2uM H0 (12+12+12...Std) (v/v) MEF APPACTIS
(FITC)-AICD, L0%
lipofektionsbasierte ~ 2,5uM H,O variabel v /V; MEF APPACTI15
Kurzzeitinkubation
o-Sekretase- DMSO, 2%o 24 Std 1%
Inhibitor GM6001 MM V) (12+125td) (i) SESYSYWT
B-Sekretase- DMSO, 2%o 24 Std 1% :
Inhibitor TV >00nM V) (12+125td) (i) SESYSYWT
v-Sekretase-Inhibitor 2uM DMSO, 2%o 24 Std 1% 15/11—115-1?\(7\‘/5; WT
X (v/v) (12+12Std) (v/v) MEF APP/APLP2 -/-
o 72Std
- - 0, o
}]') i%k;etase Inhibitor 2,51M ](2/%)50, 1%o (12+12+12+ (lvjyv) SH-SYSY WT
12+12+12Std)

. 24 Std 1% SH-SY5Y WT,
Insulin 1ouM H0 (12+125td) (V)  SH-SY5Y o-CTF
Phosphatidylcholin Ethanol, 5%o 0,1%

(PC) 10uM V) 18Std V) N2a WT (mock)
10uM Ethanol, 5%o 24Std 0,1% N2a WT (mock)
H (vIv) (18+6Std mit AB40)  (v/v) N2a IDE-KD
24Std
(18+6Std mit
0, o
GW4869 20uM DMSO, 2% Ap40), Inkubation %17 N2a WT (mock)
(v/v) . L . (v/v)
in Kombination mit
PC
zerebrale Ethanol, 5% 0,1%
Lipidextrakte SuM (v/v) 185td (v/v) N2a WT (mock)
SuM Ethanol, 5%o 24Std 0,1% N2a WT (mock)
H (vIv) (18+6Std mit AB40)  (v/v) N2a IDE-KD
3.2.2.5.1 Inkubation von Zellen mit APP-Prozessierungsprodukten

(nach Grimm et al., 2012c)

Die Inkubation von Zellen mit einem synthetischen AICD-Peptid, welches die letzten 20 C-terminalen
Aminosduren von APP beinhaltet (Aminosdure-Sequenz: KMQQNGYENPTYKFFEQMQN), diente zur
Bestitigung AICD-vermittelter Effekte in MEF APPACT15. Da diese Zellen defizient filir die letzten 15
Aminosduren des APP-C-Terminus sind, sollte die Supplementierung des synthetischen Peptids im Fall
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eines AICD-vermittelten Effekts zu einer Anndherung von MEF APPACTI15 an MEF WT fiithren. In
Analogie dazu wurden APP/APLP2- und PS1/2-defiziente Zellen, die liber kein endogenes A verfiigen,
mit einem Gemisch aus synthetischen AP40- und AB42-Peptiden der humanen Sequenz (Aminosdure-
Sequenz: DAEFRHDSGYEVHHQKLVFF-AEDVGSNKGAIIGLMVGGVV(IA)) in einem physio-
logischen 10:1-Verhiéltnis (Scheuner et al., 1996) behandelt.

Zur Betrachtung kurzfristiger =~ AICD-induzierter Effekte wurde eine lipofektionsbasierte
Kurzzeitinkubation der Zellen mit AICD-Peptiden durchgefiihrt. Hierzu wurde den Zellen 2,5uM AICD-
Peptid in Kombination mit Saint PhD-Reagenz verabreicht (Tab. 19), was zu einer Liposomen-
vermittelten Aufnahme des Peptids fiihrt. Die Zellen wurden am Vortag in 6-Well-Platten ausgesét. Nach
24Std wurde das Medium von den zu 70-80% konfluenten Zellen abgenommen und durch 2,1ml neues
Kulturmedium mit 10% FCS ersetzt. In einem Eppendorf-Reaktionsgefal wurden pro Well 236,3ul HBS-
Puffer und 6,23ul AICD-Peptid (Stock: 1mM) bzw. Wasser als Losungsmittelkontrolle gemischt bevor
157,8ul Saint PhD-Reagenz zugegeben und der Ansatz erneut gevortext wurde. Nach einer
Inkubationszeit von Smin bei RT wurde der Ansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben. Die Dauer der
lipofektionsbasierten AICD-Inkubation variierte in Abhéngigkeit der folgenden Experimente.

Diese AICD-Inkubationsvariante resultiert in einer rapiden Erhohung der intrazelluliren AICD-
Konzentration, weshalb sie wahrscheinlich mit vergleichsweise starken Effekten einhergeht. Der Nachteil
der lipofektionsbasierten AICD-Inkubation liegt jedoch in der kurzen Zeitspanne, in der potentielle
Effekte nach der einmaligen Zugabe der AICD-Peptide zu verzeichnen sind. Es ist daher schwierig
abzuschitzen, zu welchem Zeitpunkte nach der Supplementierung der Peptide die maximale Effektstirke
Zu erwarten ist.

Die Langzeitinkubation von Zellen mit APP-Prozessierungsprodukten (Tab. 19) diente zur Betrachtung
der Effekte einer langfristig erhohten zelluliren AICD- bzw. AB-Konzentration. Hierbei wurde AICD
(2uM) bzw. AB40/42 (10ng/ml bzw. Ing/ml) iiber einen Zeitraum von neun Tagen in das Standard-
Zellkulturmedium gegeben. Dieses wurde alle 12Std gewechselt, um eine konstante Konzentration der
Peptide aufrecht zu erhalten. Die Zellen wurden wéhrend der Inkubation in einem 48Std-Rhythmus
passagiert. Als Kontrollen wurden Zellen verwendet, deren Kulturmedium mit dem entsprechenden
Volumen Wasser supplementiert wurde. Das Wechseln des Mediums bzw. das Passagieren der mit
Peptiden und Losungsmittel supplementierten Zellen erfolgte immer zeitgleich.

Der Vorteil dieser Methode liegt in der physiologischeren Steigerung des intrazelluliren AICD- (bzw.
AB-) Gehalts. Es ist hierbei allerdings mit Adaptionsmechanismen zu rechnen, die moglicherweise mit
geringeren Effektstirken einhergehen als die lipofektionsbasierte Kurzzeitinkubation der Zellen mit
AICD-Peptiden.

Zur Uberpriifung der effizienten Aufnahme des AICD-Peptides in die Zellen wurden diese wie oben
beschrieben mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-markiertem AICD (Aminosdure-Sequenz: FITC-g¢Ahx-
KMQONGYENPTYKFFEQMQN) behandelt, welches anschlieend in den Zelllysaten fluorometrisch
nachgewiesen wurde (3.2.3.14). Alle Arbeiten mit FITC-markiertem AICD wurden zur Stabilisierung des
Fluoreszenzsignals in weitestgehend abgedunkelten Rdumen durchgefiihrt.
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3.2.2.5.2 Inkubation von Zellen mit Inhibitoren
(Inkubation von Zellen mit y-Sekretase-Inhibitor X: modifiziert nach Robinson et al., 2014; Inkubation
von Zellen mit allen anderen Inhibitoren: Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit)

Zur gezielten pharmakologischen Inhibition von Enzymen in lebenden Zellen wurden diese mit
entsprechenden Inhibitoren behandelt. Die y-Sekretase-Inhibition unter Verwendung des y-Sekretase-
Inhibitors X erfolgte wie in Robinson et al., 2014 beschrieben mit dem Unterschied, dass fiir die
Inkubation der Zellen Kulturmedium mit 1% FCS anstelle von 10% FCS verwendet wurde. Die
Behandlung von Zellen mit allen anderen in Tab. 19 aufgefiihrten Inhibititoren wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit neu etabliert.

Vor der Inkubation erfolgte zunédchst eine Reduktion des FCS-Gehalts im Zellkulturmedium {iber einen
Zeitraum von 16Std bzw. 6Std bei GW4869, die zur langsamen Adaption der Zellen an die
Inkubationsbedingungen diente. In Glasrdhrchen wurde das Zellkulturmedium im Wasserbad auf 37°C
erwidrmt bevor die Zugabe der Inhibitoren erfolgte. Nach dem Durchmischen der Anséitze und dem
Absaugen des alten Kulturmediums von den Zellen wurde das Inkubationsmedium zu den Zellen
pipettiert. Dies wurde in einem bestimmten zeitlichen Abstand mehrfach wiederholt. Die Gesamt-
Inkubationsdauer variierte in Abhéngigkeit der jeweiligen Fragestellung (Tab. 19).

3.2.2.5.3 Inkubation von Zellen mit Phospholipiden
(modifiziert nach Grimm et al., 2013a)

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Fettsduren auf die AP-Degradation und die daran
beteiligten Enzyme wurden N2a-Zellen mit PC-Spezies inkubiert, die sich in dem Séattigungsgrad und der
Kettenlidnge der enthaltenen Fettsduren unterscheiden (Tab. 10). Die Inkubation erfolgte wie in Grimm et
al., 2013a beschrieben. Da zur Messung der AB-Degradation in lebenden N2a-Zellen jedoch ein anderer
Inkubationsrhythmus erforderlich war (3.2.3.12), betrug dieser 18 + 6Std bzw. 18Std (Tab. 19) statt 8 +
16Std.

16Std vor der Inkubation wurde der FCS-Gehalts des Kulturmediums auf 0,1% reduziert. Die in Ethanol
angesetzten Lipide und das in Glasrohrchen vorgelegte Medium wurden auf 37°C erwédrmt, um die
Loslichkeit der Lipide in dem wassrigen Kulturmedium zu erhdhen. Nach Zugabe der Phospholipide zu
dem vorgewdrmten Medium in einer finalen Konzentration von 10uM wurden die Ansétze gevortext und
nach Absaugen des alten Kulturmediums zu den Zellen gegeben. Bei Betrachtung Fettsdure-Kettenldnge-
abhingiger Effekte wurden mit PC16:0 behandelte Zellen als Kontrolle verwendet. Als Kontrollen zu den
PC-Spezies mit ungesittigten Fettsduren dienten PC-Spezies mit den korrespondierenden geséttigten
Fettsduren gleicher Kettenlénge.

3.2.2.5.4 Inkubation von Zellen mit zerebralen Lipidextrakten
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit)

Die Inkubation von Zellen mit Lipidextrakten aus Hirngewebe (3.2.4.1) erfolgte in Analogie zu der
Behandlung mit Phospholipiden. Die Lipidextrakte wurden in einer finalen Konzentration von 5uM auf
den Zellen inkubiert. Die Inkubationsdauer variierte in Abhéngigkeit der jeweiligen Fragestellung (Tab.
19).
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3.2.2.6 Zytotoxizititsbestimmung mittels LDH-Test
(nach Herstellerprotokoll Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Version Mai 2012)

Nach der Behandlung von Zellen mit additiven Substanzen musste eine Zytotoxizitdt der Additive
ausgeschlossen werden. Fiir die Ermittlung der Zytotoxizitdt wurde das Cytotoxicity Detection Kit der
Firma Roche nach Herstellerangaben verwendet. Die Methode beruht auf der Aktivitdtsmessung des unter
normalen Bedingungen zytosolisch vorliegenden Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) im Kulturmedium
der behandelten Zellen. Da LDH infolge verringerter Plasmamembran-Integritit schnell in den
Extrazelluldrraum abgegeben wird, ist die LDH-Enzymaktivitdt im Zellkulturmedium direkt proportional
zu der Anzahl geschidigter Zellen. Sie kann daher zur Bestimmung des zytotoxischen Potentials von
Substanzen auf eukaryotische Zellen herangezogen werden. Die dieser Methode zugrunde liegende
Reaktion besteht aus zwei Schritten: Die freigesetzte LDH oxidiert Laktat zu Pyruvat, wihrend NAD " zu
NADH+H" reduziert wird. In der zweiten enzymatischen Reaktion werden durch den Katalysator
Diaphorase zwei Protonen von NADH+H' auf das Tetrazoliumsalz INT (2-[4-Iodophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid) transferiert, wodurch rotes Formazan entsteht.

Zur Bestimmung der Zytotoxizitit wurde das Kulturmedium der behandelten Zellen sowie das der
Positivkontrolle gesammelt und wie in 3.2.3.1 beschrieben aufbereitet. Als Positivkontrolle wurde das
Kulturmedium vergleichbar konfluenter Zellen verwendet, die zuvor durch Zugabe von 1% (v/v) Triton-
X100 abgetotet wurden. In eine transparente 96-Well-Platte wurden jeweils 100ul des Mediums der
inkubierten Zellen sowie einer aus dem Medium der Positivkontrolle hergestellten Standardreihe
vorgelegt. Das weitere Vorgehen unter Verwendung des Cytotoxicity Detection Kits erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll. Der durch die LDH-Aktivitdt bedingte Farbumschlag von gelb zu rot-violett wurde
mittels Absorptionsmessung bei 491nm nachgewiesen.

Da die LDH-Aktivitdt in den Proben immer relativ zu der Positivkontrolle gemessen wurde, konnte eine
quantitative Aussage Uber die vorhandene Zytotoxizitit getroffen werden. Die Zellviabilitit wurde
anschliefend aus der ermittelten Zytotoxizitit berechnet, wobei 0% Zytotoxizitit mit 100% Zellviabilitét
gleichgesetzt wurde.

3.2.2.7 Messung der Proteinsekretion iiber das Trans-Golgi-Netzwerk mittels SEAP-
Assay
(nach Herstellerprotokoll 1-Step PNPP, Thermo Scientific, Version 2012)

Die Messung der Proteinsekretion iiber das TGN erfolgte durch den Nachweis der sekretorischen
alkalischen Phosphatase (SEAP) im Kulturmedium von zuvor entsprechend transfizierten Zellen. Bei
SEAP handelt es sich um eine verkiirzte Form der alkalischen Phosphatase, die iiber das TGN in
sekretorischen Vesikeln sezerniert wird. Der Nachweis des Enzyms erfolgte durch die Zugabe des SEAP-
spezifischen Substrats para-Nitrophenyl Phosphat (p-NPP), bei dessen Umsetzung der wisserlosliche
Farbstoff p-Dinitrophenol entsteht.

Die Zellen wurden auf 10cm-Schalen bis zum Erreichen einer Konfluenz von 70-80% kultiviert und
transient mit dem fiir SEAP kodierenden Plasmid pVectOZ-SEAP transfiziert (3.2.2.3). Nach einer
Regenerationszeit von 24Std erfolgte das Aussden der transfizierten Zellen auf 24-Well-Platten.
Wiederum 24Std spéter wurden die Zellen wie in 3.2.2.5.3 beschrieben mit Phospholipiden inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das konditionierte Medium gesammelt und aufbereitet (3.2.3.1), 10min lang in
einem Heizblock bei 65°C erhitzt und 1:5 verdiinnt. 100ul der verdiinnten Proben wurden in eine
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transparente 96-Well-Platte pipettiert. Nach Zugabe von 100ul 1-Step-pNPP-Lésung zu jedem Well
wurde die Platte 20min bei RT und 150U/min inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte
anschliefend durch die Zugabe von 100ul 1IN NaOH. Die relative Menge des gebildeten p-Dinitrophenols
wurde durch Messung der Absorption bei 405nm in einem Platten-Photometer bestimmt.

3.2.3 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN
3.2.3.1 Verarbeitung von Zellen und konditioniertem Medium
(nach Dissertation Dr. Verena Burg, Universitit des Saarlandes, 2014)

Das konditionierte Zellkulturmedium wurde in Eppendorf-Reaktionsgefile oder Falcon-Rohrchen
iiberfithrt und 5min bei 13000 x g und 4°C zentrifugiert, um abgestorbene Zellen und Zellfragmente zu
sedimentieren. Der Uberstand wurde anschlieBend in neue GefiBe iiberfiihrt und sofort verwendet oder
bei -20°C gelagert.

Vor der weiteren Verarbeitung wurden die Zellen dreimal mit PBS (3.2.2.1) gewaschen, unter
Verwendung eines Gummischabers vom Boden der Zellkulturschalen abgeldst und in Eppendorf-
Reaktionsgefdlle tiberfithrt. Nach flinfminiitiger Zentrifugation bei 13000 x g und 4°C wurde der
Uberstand verworfen und die pelletierten Zellen in Abhiingigkeit von den folgenden Experimenten
mechanisch oder chemisch aufgeschlossen.

3.2.3.2 Konzentrierung von Proteinen aus konditioniertem Medium
(nach Herstellerprotokoll Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filters, Millipore, Version 2011)

Fiir den Nachweis von extrazellulédr lokalisiertem IDE mittels Western Blot war eine Konzentrierung der
im Kulturmedium vorhandenen Proteine erforderlich. Hierzu wurden 200ul des konditionierten Mediums
30min bei 13000 x g und 4°C durch Amicon Ultra-Filterrohrchen mit einer Molekulargewicht-
Abscheidegrenze von 30kDa zentrifugiert. Der IDE-enthaltende Uberstand wurde im Anschluss fiir die
Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) verwendet oder bei -20°C gelagert.

3.2.3.3 Herstellung von Homogenaten aus Zellen und Gewebe
(nach Dissertation Dr. Verena Burg, Universitit des Saarlandes, 2014)

Pelletierte Zellen oder Gewebestiicke wurden entweder unter Verwendung eines Potter S- oder Minilys-
Homogenisators mechanisch in Wasser aufgeschlossen, wobei das eingesetzte Volumen an die jeweilige
Zell- bzw. Gewebemenge angepasst wurde. Bei Verwendung des Minilys-Homogenisators wird das
Probenmaterial mittels hochbeschleunigter Keramikkiigelchen aufgeschlossen (30sek, 5000U/min),
wihrend es bei Verwendung des Potter S-Homogenisators durch Auf- und Abbewegung eines rotierenden
TeflonstoBels (50 Wiederholungen, 1500 U/min) homogenisiert wird. Fiir die Aktivititsmessung der
azidischen Sphingomyelinase (3.2.3.13.7) erfolgte der Zellaufschluss durch Sonifizierung fiir 30sek bei
niedrigster Stufe mit einer Ultraschallsonde.
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3.2.3.4 Herstellung von Lysaten aus Zellen und Gewebe
(nach Dissertation Dr. Verena Burg, Universitit des Saarlandes, 2014)

10x Protease-Inhibitor-Cocktail mit EDTA: 1 Complete-Tablette gelost in Sml in ddH,0, Lagerung bei -20°C
10x Protease-Inhibitor-Cocktail ohne EDTA: 1 Complete-Tablette gelost in Sml in ddH,O, Lagerung bei -20°C

Standard-Lysepuffer Lysepuffer flir die IDE- und NEP-Aktivitdtsmessung
50mM Tris/HCI pH7,4 20mM Tris/HCI pH7,4

150mM NaCl 10% (w/v)  Saccharose

2mM EDTA 0,5% (v/v)  Triton X-100

0,1% (v/v)  Nonidet P-40 in ddH,O

0,1% (v/v)  Triton X-100

in ddH,O

frische Zugabe von Protease- frische Zugabe von Protease-

Inhibitor-Cocktail mit EDTA Inhibitor -Cocktail ohne EDTA

Zur Herstellung von Lysaten wurden pelletierte Zellen in Lysepuffer resuspendiert und 1Std auf Eis
inkubiert. Gewebehomogenate wurden mit 2-fach konzentriertem Lysepuffer versetzt und ebenfalls 1Std
auf Eis inkubiert. In Abhdngigkeit von der nachfolgenden Methode wurden unterschiedliche Lysepuffer
verwendet.

Die Proben wurden anschlieBend 5min bei 13000 x g und 4°C zentrifugiert, um Zelldebris zu
sedimentieren. Der Uberstand wurde in neue GefiBe iiberfiihrt und direkt fiir weitere Experimente
verwendet oder bei -20°C gelagert.

3.2.3.5 Herstellung von Membranprotein-Extrakten aus Zellen
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Dissertation Dr. Martin Siepmann;
Universitdt Bonn, 2009)

Die Methode zur Herstellung von Membranprotein-Extrakten aus Zellen wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erstmals im Labor etabliert und diente zur Anreicherung von membranstindigen
Proteinen. Die Methode wurde zur Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) des in den verwendeten
Zelllinien relativ schwach exprimierten Proteins NEP verwendet.

Hypotonpuffer:

10mM  Tris/HCl pH 7,6
ImM EDTA

ImM EGTA

in ddH,0O

Die Vorbereitung der Zellen erfolgte wie in 3.2.3.1 beschrieben. Die pelletierten Zellen wurden in
Hypotonpuffer resuspendiert und fiir 10min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
zehnmal durch eine 23G x 1"-Kaniile gepresst. Das erhaltene Zellhomogenat wurde Smin bei 300 x g und
4°C zentrifugiert, was zur Sedimentation grdBerer Zellbestandteile fiihrte. Aus dem Uberstand wurden
durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (12000 x g, 30min, 4°C) die Membranen sedimentiert. Das
Membranpellet wurde in Lysepuffer (3.2.3.4) resuspendiert und flir die Polyacrylamid Gelelektrophorese
(3.2.3.8) verwendet.
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3.2.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test
(nach Smith et al., 1985; Durchfiihrung wie in Rothhaar, 2012 beschrieben)

Um eine hohere Vergleichbarkeit unterschiedlicher Proben zu erzielen, wurden diese vor allen
Experimenten auf einen einheitlichen Proteingehalt eingestellt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration
in den einzelnen Proben wurde der BCA (engl. bicinchoninic acid)-Test durchgefiihrt. Dieser basiert auf
der Reduktion von Cu(Il) zu Cu(l) in Anwesenheit von Proteinen im alkalischen Milieu und der Bildung
eines violetten Komplexes von Cu(l) mit Bicinchoninsdure. Die Bildung dieses Komplexes kann
photometrisch bei einer Absorption von 560nm gemessen werden, wobei die Absorption direkt
proportional zu der enthaltenen Proteinmenge ist.

BCA-Reaktionslosung:

4% (w/v) CuSO,4 x 5H,0 und Bicinchoninséure 1:39 (v/v)

Fiir den BCA-Test wurden die Proben als Dreifachbestimmung in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte
pipettiert. Abhingig von dem geschitzten Proteingehalt wurden hierbei zwischen 0,5u1 und 10pl der
Lysate bzw. Homogenate eingesetzt. Zusitzlich wurde eine in Wasser angesetzte Verdiinnungsreihe von
Rinderserum-Albumin (engl. bovine serum albumin, BSA) in zwolf verschiedenen Konzentrationen (0,1
bis 1,1mg/ml) aufgetragen, die spater als Referenz bei der Berechnung der Proteinkonzentrationen diente.
Nach der Zugabe von jeweils 200ul der frisch angesetzten BCA-Reaktionslosung unter Verwendung einer
8-Kanal-Pipette, wurden die Proben 15min bei 37°C inkubiert und dann weitere 15min bei RT geschiittelt
(200U/min). Die Absorption bei 560nm wurde in einem Platten-Photometer bestimmt und die
Proteinkonzentration in den Proben anhand der Messwerte der BSA-Standardreihe berechnet.

3.2.3.7 Immunprizipitation von APP-Prozessierungsprodukten
(nach Dissertation Dr. Eva Zinser, Universitdt Heidelberg, 2009 und Dissertation Dr. Johanna
Kuchenbecker, Universitit des Saarlandes, 2011)

Die Immunprizipitation (IP) diente zur Anreicherung von AP und a-CTF aus Probenmaterial, um die
anschlieBende Detektion der Peptide mittels Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) zu ermdglichen.
Eine Ubersicht iiber die hierfiir verwendeten Antikdrper ist in Tab. 20 gegeben, weitere Eigenschaften der
Antikorper sind in Tab. 11 aufgefiihrt.

Tab. 20: Fiir Inmunprizipitation verwendete Antikorper

fiir Immunprézipitation

Antikdrper Anreicherung von eingesetzte Konzentration
w02 Gesamt-Af 10pg/ml

G210 AB40 12,5ng/ml

G211 AB42 17,3png/ml

2214 a-CTF 10pg/ml
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PBS: Waschpuffer A: Waschpuffer B: Waschpuffer C:
s.3.2.2.1 10mM Tris/HCI pH7,5 10mM Tris/HCI pH7,5 10mM Tris/HCI pH7,5
150mM NaCl 500mM NaCl in ddH,0
0,1% (v/v)  Nonidet P-40 0,1% (v/v) Nonidet P-40
0,1% (v/v)  Triton X-100 0,1% (v/v) Triton X-100
2mM EDTA 2mM EDTA
in ddH,O in ddH,O

Fiir die Immunprazipitation wurde 1ml konditioniertes, an den Proteingehalt der Zellen angeglichenes
Medium bzw. in PBS (3.2.2.1) verdiinntes Zelllysat mit einem Gesamtproteingehalt von 1mg (3.2.3.6) in
1,5ml-Eppendorf-ReaktionsgefdBe gegeben. Die Proben wurden mit dem entsprechenden Antikdrper
(Tab. 20) und 20pul Protein-G-Sepharose versetzt und ii.N. bei 4°C in einem Uberkopftaumler inkubiert.
Nach Zentrifugation fiir 1min bei 13000 x g und 4°C wurde der Uberstand verworfen. Die Prizipitate
wurden anschlieend jeweils einmal mit Iml Waschpuffer A, B und C gewaschen. Zwischen diesen
Waschschritten wurden die Proben 1min lang bei 13000 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Waschpuffer unter Verwendung einer Hamilton-
Kapillare komplett abgenommen und die Préizipitate der gelelektophoretischen Auftrennung und
anschlieBender Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) unterzogen.

3.2.3.8 Elektrophoretische Trennung von Proteinen mittels vertikaler
diskontinuierlicher Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Page)
(nach Schagger und von Jagow, 1987, Durchfiihrung wie in Dissertation Dr. Verena Burg, Universitét des
Saarlandes, 2014 beschrieben)

Bei der SDS-Page (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) handelt es sich um
eine Standardmethode zur Trennung von Proteinen in Abhéngigkeit von ithrem Molekulargewicht.

1x Laufpuffer fir SDS-Page: 3x Protein-Probenpuffer:

100mM Tris/HCI pH 8,25-8,5 187,5mM Tris/HCI pH 6,8

100mM Tricin 6% (W/v) SDS

0,1% (w/v)  SDS 30% (v/v) Glycerin

in ddH,O 15% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,03% (w/v)  Bromphenolblau
in ddH,O

Die Trennung der Proteine erfolgte in diskontinuierlichen, 10-20%-igen Tris-Tricin-Gradienten-Gelen
durch Anlegen einer elektrischen Spannung. Fiir die Methode wurden Proteingemische aus Lysaten
(3.2.3.4) und Membranprotein-Extrakten (3.2.3.5), angereicherte Proteine aus konditioniertem
Zellkulturmedium (3.2.3.2) sowie Immunprézipitate (3.2.3.7) eingesetzt. Zu Immunprézipitaten wurden
15ul 3x Protein-Probenpuffer gegeben. Alle anderen Proben wurden mit 1/3 Volumen 3x Protein-
Probenpuffer gemischt. Im Anschluss erfolgte eine fiinfminiitige Inkubation der Proben bei 98°C in einem
Heizblock, welche die Denaturierung der Proteine bewirkte. Das im Protein-Probenpuffer enthaltene SDS
(engl. sodium dodecyl sulfate) maskiert die Eigenladungen der Proteine mit einer negativen Ladung, was
im elektrischen Feld zur Bewegung der Proteine in Richtung der Anode fiihrt. Die denaturierten Proben
wurden im Anschluss einige Sekunden lang zentrifugiert und unter Verwendung einer Hamilton-Kapillare
in die Geltaschen geladen. Zuséatzlich wurden auf jedes Gel 5ul des Proteingrof3enstandards Page Ruler
aufgetragen, was die spitere Abschidtzung des Molekulargewichts der Proteine ermdglichte. Die
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elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte in einer mit Laufpuffer gefiillten Kammer durch
Anlegen einer elektrischen Spannung von 120V {iber einen Zeitraum von 60-90min.

3.2.3.9 Western Blot-Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
(nach Towbin et al., 1979, Durchfiihrung wie in Dissertation Dr. Verena Burg, Universitit des Saarlandes,
2014 beschrieben)

Der Western Blot-Transfer ist ein Verfahren zur Ubertragung und Immobilisierung von elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinen aus dem Gel (3.2.3.8) auf eine Membran. Dies erfolgt durch Anlegen einer
duBeren elektrischen Spannung und ermoéglicht den spéteren Nachweis der Proteine unter Verwendung
spezifischer Antikorper (3.2.3.10).

Transferpuffer:

25mM Tris/HCI pH8,7
192mM Glycin

20% (v/v) Methanol
0,025% (w/v)  SDS

in ddH,0O

Fiir das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Nass-Blot- (engl. Tank-Blot)-Verfahren wurden die Tris-
Tricin-Gele auf eine Nitrozellulosemembran gelegt und auf beiden Seiten mit zwei Lagen Whatman-
Filterpapier und einem Schwamm umbhiillt. Dieser Aufbau wurde dann in einer speziellen
Plastikvorrichtung in eine mit Transferpuffer gefiillte Kammer eingehidngt. Der Transfer der durch das
SDS negativ geladenen Proteine erfolgte bei 380mA und 4°C in Richtung der Anode. Die Transferdauer
richtete sich nach dem Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine und betrug standardmifBig 3Std.
Im Fall von relativ kleinen Peptiden wie a-/B-CTF und AP wurde die Transferzeit auf zwei bzw. eine Std
verkiirzt.

3.2.3.10 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
(nach Dissertation Dr. Johanna Kuchenbecker, Universitit des Saarlandes, 2011 und Ida et al., 1996)

Die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten (3.2.3.8) und auf einer Nitrozellulosemembran immobilisierten
(3.2.3.9) Proteine wurden durch die Verwendung spezifischer Antikdrper nachgewiesen. Hierbei macht
man sich die spezifische Bindung eines Primérantikdrpers an sein Epitop zunutze. Der Primédrantikdrper
wird in einem weiteren Schritt wiederum von einem speziesspezifischen Sekundirantikdrper erkannt,
welcher an das Enzym Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt ist. Bei
Kontakt der ECL (engl. enhanced chemiluminescence)-Reaktionslosung mit der Meerrettichperoxidase
kommt es durch eine enzymatische Umsetzung zu einer Lichtreaktion, die die Darstellung der markierten
Proteine auf lichtempfindlichen Filmen ermoglicht.

Die Membran wurde zunéchst in Blockierlosung inkubiert, was der Maskierung freier Bindestellen und
somit der Reduktion unspezifischer Bindungen der Antikdrper diente. Bei Verwendung des
Primérantikorpers W02 wurde die Nitrozellulosemembran vor dem Blocken fiir Smin in PBS in einer
Mikrowelle bei 700W erhitzt (Ida et al., 1996). Es folgten drei Waschschritte und die Inkubation der
Membran mit dem jeweiligen Primérantikérper. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die
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Membran anschlieBend fiir 1Std mit dem entsprechenden Sekundarantikorper inkubiert. In Tab. 21 ist eine
Ubersicht iiber alle verwendeten Primirantikdrper sowie iiber die entsprechenden Blockier- und
Inkubationsbedingungen gegeben. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die ECL-Reaktionslosung
auf die Membran pipettiert, wodurch es zu der HRP-katalysierten Chemilumineszenz-Reaktion kam. Die
Membran wurde luftblasenfrei zwischen zwei Kopierfolien gelegt und in einer Dunkelkammer auf einem
lichtempfindlichen ECL-Hyperfilm exponiert. Fiir die densitometrische Auswertung der Banden wurde
das Computerprogramm Image Gauge V3.45 verwendet.

PBS: TBS (engl. Tris-buffered saline)-T:
3.22.1 10mM Tris/ HCI pH 8,0
150mM NaCl
0,2% (v/v) Tween-20
in ddH,O

ECL-Reaktionslosung:

ECL-Losung 1 und ECL-Losung 2 im Verhéltnis 1:1 (v/v)

Tab. 21: Blockier- und Inkubationsbedingungen der fiir den immunologischen Proteinnachweis auf
Nitrozellulosemembranen verwendeten Antikorper

2. Antikorper,

nachzuweisendes — 1. Antikorper, .
. Blockierlosung, N Verdiinnung,
Protein bzw. I . . Verdiinnung, . Waschpuffer
. nkubationsbedingungen . . Inkubations-
Peptid Inkubationsbedingungen .
bedingungen
APP/ AP/ sAPPo/  10% Milchpulver (w/v) in PBS, i\:?f/’o 1M“ﬁ/c ‘Eéulver (wly)  P0260,1:5000 PES
B-CTF (human)  i.N., 4°C in PBS, 90min, RT in PBS, 1Std, RT
. . 2214, 1:5000 in 1% .
10% Milchpulver (w/v) in PBS, o X W4011, 1:5000 in
APP/ a-CTF N, 4°C Mllchpulver (W/v) in PBS, PBS, 1Std, RT PBS
90min, RT
10% Milchpulver (w/v) in PBS, 105492139, 1:200 W4011, 1:5000 in
sAPPj LN, 4°C in 5% Milchpulver PBS. 1Std. RT PBS
U (w/v) in PBS, 90min, RT > 1ot
. . PC529, 1:1000 in .
0 2 .
BACE] (murin) II?I(;’ hjf,léhpulver (W) in PBS, 5o Milchpulver ;xgtso 111é t{i- sg(%o n pRs
T (w/v) in PBS, 90min, RT ’ ’
2% BSA (w/v) in TBS-T, 1Std, ab951, 1:300 in TBS-T, P0260, 1:5000 in
NEP RT i.N., 4°C in TBS-T, 1Std, RT TBS-T
ST1120, 1:2000 in
IDE 10% Milchpulver (w/v) in TBS-T, 5% Milchpulver W4011, 1:5000 in TBS-T
i.N., 4°C (w/v) in TBS-T, 90min, TBS-T, 1Std, RT
RT
o) np: . i ab13533, 1:5000 in 5% ) .
SOD2 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T, Milchpulver W4011, 1:5000 in TBS-T

i.N., 4°C TBS-T, 1Std, RT

(w/v) in TBS-T

3.2.3.11 Nachweis von loslichem AP aus murinem Hirnmaterial mittels ELISA
(Probenvorbereitung nach Burg et al., 2013, ELISA nach Herstellerprotokollen Mouse AB40 und AB42
ELISA-Kit bzw. Human AB40 und AB42 ELISA-Kit, Invitrogen, Version Januar 2010)

Fir den Nachweis von AB40 und AP42 aus dem Hirngewebe von Wildtyp-Médusen wurden die
kommerziell erhéltlichen Mouse AB40 ELISA (engl. enzyme linked immunosorbent assay)- bzw. Mouse
ApB42 ELISA-Kits der Firma Life Technologies benutzt. Der Nachweis von AB40 und AB42 aus dem
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Hirnmaterial von APPswe/PS1AE9-Méusen erfolgte unter Verwendung der entsprechenden Human A 40
ELISA- bzw. Human AB42 ELISA-Kits. Das Prinzip dieser Methode besteht in der Isolation vorhandener
AB-Peptide durch Inkubation der Proben in einer mit spezifischen Antikdrpern beschichteten 96-Well-
Platte. Die auf diese Weise isolierten Peptide werden zundchst durch einen Detektionsantikdrper
gebunden, welcher wiederum von einem HRP-gekoppelten Sekundirantikorper erkannt wird. Die HRP
katalysiert nach Zugabe der Stabilized Chromogen-Ldsung eine Reaktion, bei der ein farbiger Komplex
entsteht. Dieser kann durch Messung der Absorption bei 450nm in einem Platten-Photometer quantitativ
nachgewiesen werden.

2x Lysepuffer fiir AB-ELISA: 1x Lysepufter fir AB-ELISA:

100mM Tris/ HCI pH 7,4 50mM Tris/HCI pH 7,4

2% (v/v) Nonidet P-40 1% (v/v) Nonidet P-40

0,5% (w/v)  Natrium-Desoxycholat 0,25% (w/v)  Natrium-Desoxycholat
300mM NaCl 150mM NaCl

2mM EDTA ImM EDTA

in ddH,O in ddH,O

frische Zugabe von Protease-Inhibitor-Cocktail frische Zugabe von Protease-Inhibitor-Cocktail
mit AEBSF mit AEBSF

Die Gewebe-Homogenate wurden zundchst 1:1 mit 2x Lysepuffer verdiinnt und 15min bei 4°C lysiert.
Nach 15-miniitiger Zentrifugation der Proben bei 900 x g und 4°C wurde der Uberstand verworfen und
das Pellet unter Verwendung von 24G x 1“-Kaniilen und Iml-Spritzen in 150ul 1x Lysepuffer
resuspendiert. Die Proben wurden 90min auf Eis inkubiert und anschlieend fiir 20min bei 16200 x g und
4°C zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand, welcher die 18slichen ApB-Peptide enthilt, wurde in
neue Eppendorf-ReaktionsgefdBle iiberfiihrt. Jeweils 50ul der Proben wurden fiir die anschlieBende
Bestimmung des AP40- bzw. AP42-Gehalts mittels ELISA eingesetzt, welcher nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt wurde. Die Berechnung des AP-Gehalts in APPswe/PS1AE9-Maushirnen
erfolgte durch Normierung der Messwerte auf das Nassgewicht des Gewebes, die Proben aus WT-Méausen
wurden vor Beginn des ELISAs auf einen einheitlichen Proteingehalt von 4,5ug/ul eingestellt (3.2.3.6).

3.2.3.12 Messung der Gesamtdegradation von AB40
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Sun et al., 2005)

Die Methode zur Bestimmung der Gesamtdegradation von AB40 auf lebenden Zellen wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit in Anlehnung an Sun et al., 2005 erstmals im Labor etabliert.
Hierflir wurden die Zellen auf 24-Well-Platten ausgesdt und wie in 3.2.2.5 beschrieben mit dem zu
untersuchenden Additiv behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mit dem jeweiligen Additiv in
Kombination mit 0,5pg/ml bzw. lpg/ml humanem AB1-40 (im Folgenden vereinfacht als Ap40
bezeichnet) inkubiert (200ul/Well). Die Gesamtdegradation von AB40 wurde in Abhdngigkeit von
der Fragestellung auch in Zelllysaten und im konditionierten Medium von inkubierten Zellen
bestimmt. Diese Methoden wurden ebenfalls neu etabliert und dienten zur separaten Betrachtung der
Aktivitdt von intra- und extrazellulédr lokalisierten AB-degradierenden Proteasen. Hierzu wurde das zu
analysierende Probenmaterial in kleinen Glasflaschen mit synthetischem AB40 der humanen Sequenz
versetzt und bei 37°C und 300U/min geschiittelt. In Tab. 22 ist die eingesetzte AB40-Konzentration
sowie die Inkubationszeit der Proben mit dem synthetischen Peptid in Abhéngigkeit des
Probenmaterials aufgelistet.
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Tab. 22: Versuchsansitze zur Bestimmung der Gesamtdegradation von AB40

Probenmaterial Probenmenge/ Puffer APB40-Konzentration Inkubationszeit

1 Well einer 24-Well-Platte + 0,5pg/ml

Iebende N2a -Zellen 200ul FCS-reduziertes Zellkulturmedium  bzw. 1pg/ml

6Std

1 Well einer 24-Well-Platte +
lebende SH-SYSY-Zellen 200pl FCS-reduziertes Zellkulturmedium 0,5pg/ml 8Sud

konditioniertes . o

Medium von SH-SY5Y- 5001 FCS-reduzwrtes, konditioniertes 0,25png/ml 24Std
Zellkulturmedium

Zellen

MEF-Zelllysat 60ug Gesamtprotein in 100ul PBS 1pg/ml 60min

Die relative Menge an verbleibendem, nicht abgebautem, humanem AP40 wurde anschlieBend mittels
Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) quantitativ bestimmt. Diese steht in umgekehrt proportionalem
Verhiltnis zu der in den Proben vorhandenen Gesamt-Af-degradierenden Aktivitdt. Da der bei der
Western Blot-Analyse verwendete Antikorper W02 ausschlieflich humanes AP detektiert, wurde bei
Verwendung von murinen Zellen nur das supplementierte humane AB40 nachgewiesen. Bei Verwendung
von humanen Zellen (4.6.5.1, 4.6.5.4), wurde die Detektion von endogenem AP experimentell
ausgeschlossen.

3.2.3.13 Fluorometrische Enzymaktivititsmessungen

Die Messung der NEP-, IDE-, y-Sekretase- und aSMase-Enzymaktivitit erfolgte unter Verwendung
fluorometrischer Substrate. Diese bestehen aus einem Fluorophor und einem Quencher, die {iber eine
Aminosdure-Sequenz verbunden sind, welche die Schnittstelle fiir das jeweilige Enzym beinhaltet. In den
intakten Substrat-Molekiilen verhindert der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zwischen der
Quencher-Gruppe und dem Fluorophor die Freisetzung von Fluoreszenz. Infolge der Hydrolyse des
Substrats kommt es jedoch zur rdumlichen Trennung der beiden Gruppen und somit zur Anregbarkeit des
Fluorophors bei einer bestimmten Wellenldnge. Die dabei freigesetzte Fluoreszenz kann mittels eines
geeigneten Detektors in Echtzeit gemessen werden. Eine Ubersicht iiber alle verwendeten Substrate und
die jeweiligen Messparameter ist in Tab. 23 gezeigt.

Tab. 23: Fluorometrische Substrate und Messparameter fiir Enzymaktivitiitsmessungen

Substrat- Zyklenanzahl/
Enzym Art der Messung Substrat Konzentration Messparameter Messintervall
Anregung: 320nm (+ 10nm)
NEP aus Zellen Mca-RPPGESAFK 5, \f Emission: 405nm (= 10nm) 850/ 60sck
und Gewebe (Dnp)-OH (3.2.3.13.1, Abb. 7)
aus Zellen 10uM
und Gewebe 850/ 60sek
IDE aus Serum Mca-RPPGFSAFK ~ 100M Anregung: 320nm (+ 10nm) S0/ 15sek
rekombinantes (Dnp)-OH Emission: 405nm (& 10nm)
; 3.2.3.13.1, Abb. 7
Enzym nach in 5uM ( : 25/ 30sek
vitro-Inkubation
mit Lipiden
aus Membran-
- . NMA- 50/ 180sek
praparation 6,25uM Anregung: 355nm (+ 10nm
y-Sekretase GGVVIATVK(Dnp)- Emisfion% Py (gE . Onm))
aus lebenden Zellen DRDRDR-NH2 12,5uM 140/ 60sek
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Substrat- Zyklenanzahl/
Enzym Art der Messung Substrat Kkonzentration Messparameter Messintervall

keine Angaben vom Hersteller
aSMase aus Zellen des aSMase-Aktivitéts-
Assay Kits

Anregung: 360nm (+ 10nm) Endpunkt-
Emission: 460nm (+ 10nm) Bestimmung

3.2.3.13.1  Anregungs- und Emissions-Scan zur Ermittlung der optimalen
Messparameter
Zur Ermittlung der optimalen Messparameter wurde vor der erstmaligen Verwendung des Substrats Mca-
RPPGFSAFK(Dnp)-OH (Johnson und Ahn, 2000) ein Anregungs- und Emissions-Scan durchgefiihrt.

NEP-Assaypuffer:

100mM Tris/HCl pH 7,0
50mM NaCl

10uM ZnCl,

in ddH,O

Hierzu wurde SH-SY5Y WT-Lysat (30pug Gesamtprotein) in 100pul NEP-Assaypuffer 30min lang mit
dem Substrat in einer finalen Konzentration von 10uM bei RT unter Lichtausschluss vorinkubiert. In
einem Safire2-Fluorometer wurde zundchst die entstandene Fluoreszenz bei schrittweise um S5nm
ansteigender Anregungswellenlidnge gemessen. Nach Festlegung der Anregungswellenldnge entsprechend
des hierbei verzeichneten Fluoreszenzmaximums wurde anschlieBend mit dieser fixierten
Anregungswellenldnge analog das Emissionsmaximum des Substrats ermittelt (Tab. 23).

3.2.3.13.2  Messung der NEP-Aktivitiit aus Zellen und Gewebe
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Miners et al., 2008b)

Die Methode zur NEP-Aktivititsmessung aus Zellen und Gewebe wurde im Rahmen dieser Arbeit
basierend auf Miners et al., 2008b etabliert. Sie beruht auf der Isolation des Enzyms durch Inkubation der
Gewebe- bzw. Zelllysate in einer mit NEP-Antikorper beschichteten 96-Well-Platte und der
anschlieBenden Umsetzung des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH durch das in der Platte gebundene
NEP.

Aufgrund der hohen Unspezifitit bei Verwendung des von Miners et al. publizierten Protokolls wurden
diverse Modifikationen wie Verdnderungen des Waschpuffers, der Blockierlosung und der
Inkubationszeiten vorgenommen. Da das verwendete Substrat Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH nicht
spezifisch fiir NEP ist (Johnson und Ahn, 2000), sondern u.a. auch durch ECE1, MMPs, IDE, BACEI und
den vy-Sekretase-Komplex umgesetzt wird, erfolgte auBlerdem die Zugabe eines Protease Inhibitor
Cocktails ohne EDTA, spezifischer - und y-Sekretase-Inhibitoren sowie des IDE-Inhibitors Bacitracin zu
dem Assaypuffer.
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PBS: Waschpuffer Blockierlosung: NEP-Assaypuffer mit Inhibitoren:
3221 0,05% (v/v) Tween-20 10% (w/v) BSA 100mM Tris/HCIl pH 7,0
in PBS in PBS (Fett- 50mM NaCl
sédure- 10uM ZnCl,
frei) in ddH,O
frische Zugabe von
1uM B-Sekretase-Inhibitor 11
25uM v-Sekretase-Inhibitor [V
10uM Bacitracin
1x Protease Inhibitor Cocktail
ohne EDTA (3.2.3.4)

Zum Beschichten der MaxiSorp-96-Well-Platte wurden zundchst 100pul des NEP-Antikorpers AF1182
(Tab. 11) in einer Konzentration von 1,6pg/ml in PBS zu jedem Well gegeben. Nach kurzem Schiitteln
bei 150U/min wurde dieser 24Std lang bei 4°C in der mit einer Folie verschlossenen Platte inkubiert.
Nach sechsmaligem Waschen mit Waschpuffer erfolgte das Blocken unspezifischer Bindestellen durch
die Zugabe von 125ul Blockierlosung pro Well. Diese wurde iiber einen Zeitraum von 3Std bei RT in der
Platte inkubiert. Wéahrenddessen wurden die Proben wie in 3.2.3.4 beschrieben 60min lang lysiert und auf
eine einheitliche Proteinkonzentration von 1,25ug/ul in PBS eingestellt (3.2.3.6). Nachdem die Platte
erneut sechsmal gewaschen wurde, erfolgte die 90-miniitige Inkubation der Proben in der mit Antikorper
beschichteten und geblockten Platte (100ul/Well) bei 20°C und 150U/min. Die Platte wurde anschlieBend
erneut sechsmal gewaschen bevor die Zugabe von 100ul NEP-Assaypuffer pro Well und eine Inkubation
iiber 30min bei RT und 150U/min erfolgte. Bei der Betrachtung des direkten Effekts eines Lipids auf die
NEP-Enzymaktivitit wurdes dieses bzw. das entsprechende Losungsmittel zusétzlich in den NEP-
Assaypuffer gegeben. Nach Zugabe des Substrats in einer finalen Konzentration von 5uM wurde die
entstandene Fluoreszenz kontinuierlich bei einer Anregungswellenldinge von 320nm und einer
Emissionswellenlinge von 405nm in einem Safire2-Fluorometer gemessen (Tab. 23).

3.2.3.13.3  Messung der IDE-Aktivitiit aus Zellen und Gewebe
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Miners et al., 2008a)

Die Methode zur Messung der IDE-Aktivitit beruht, in Analogie zu der NEP-Aktivitdtsmessung, auf der
Isolation von IDE aus dem Probenmaterial durch Inkubation der Proben in einer mit IDE-Antikorper
beschichteten 96-Well-Platte und der anschlieBenden Umsetzung des Substrats Mca-RPPGFSAFK (Dnp)-
OH. Diese Methode wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Vorlage von Miners et al., 2008a
etabliert, wobei das urspriingliche Protokoll ebenfalls stark modifiziert wurde. Um die Spezifitidt der
Methode zu erhohen, wurde ein zusatzlicher Blockierschritt durchgefiihrt, die Zusammensetzung des
Waschpuffers verdndert und ein anderer Assaypuffer, der verschiedene Inhibitoren enthilt, verwendet.
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PBS: Waschpuffer Blockierlosung: IDE-Assaypuffer A mit Inhibitoren:
3.22.1 0,05% (v/v)  Tween-20 10% (w/v) BSA 50mM Tris/HCl pH 7,4
in PBS in PBS (Fett- 1M NaCl
siure- 10uM MgCl,
frei) in ddH,O
frische Zugabe von
1uM B-Sekretase-Inhibitor 11

25uM v-Sekretase-Inhibitor [V
1x Protease Inhibitor Cocktail
ohne EDTA (3.2.3.4)

Zur Beschichtung der MaxiSorp-96-Well-Platte wurden 100ul des IDE-Antikorpers ST1120 (Tab. 11) in
einer Konzentration von 5ug/ml in PBS zu jedem Well gegeben. Nach kurzem Schiitteln bei 150U/min
und 24-stiindiger Inkubation bei RT wurde die Platte flinfmal mit Waschpuffer gewaschen bevor 125ul
Blockierlosung in jedes Well gegeben wurde. Das Blocken erfolgte fiir 2Std bei RT und 150U/min.
Wihrenddessen wurden die Proben 60min lang auf Eis lysiert (3.2.3.4) und auf einen einheitlichen
Proteingehalt von 0,5png/pl in Waschpuffer eingestellt (3.2.3.6). Nach dreimaligem Waschen der 96-Well-
Platte wurden 1001 von jeder Probe in die einzelnen Wells pipettiert und die Platte fiir 1Std bei 20°C und
150U/min inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen der Platte erfolgte die Zugabe von 100ul IDE-
Assaypuffer A in jedes Well und eine 30-miniitige Inkubation bei 150U/min bei RT. Zur Betrachtung des
direkten Effekts eines Lipids auf die IDE-Enzymaktivitit wurdes dieses bzw. das entsprechende
Losungsmittel zusdtzlich in den IDE-Assaypuffer gegeben. Nach Zugabe des Substrats Mca-
RPPGFSAFK(Dnp)-OH in einer finalen Konzentration von 10uM wurde die bei der Umsetzung des
Substrats entstehende Fluoreszenz kontinuierlich bei einer Anregungswellenldnge von 320nm und einer
Emissionswellenlédnge von 405nm in einem Safire2-Fluorometer detektiert (Tab. 23).

3.2.3.13.4  Messung der IDE-Aktivitiit in Serum
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Liu et al., 2012)

IDE ist als sezerniertes Protein nicht nur intrazelluldr, sondern auch im Extrazelluldrraum lokalisiert. Der
Nachweis von IDE ist daher auch in der Cerebrospinalfliissigkeit und im Serum mdglich (Liu et al., 2012;

Qiu et al., 1998).

IDE-Assaypuffer B mit Inhibitoren:

100mM  Tris/HCl pH 7,5
50mM NaCl
10uM ZnCl,

in ddH,O
frische Zugabe von
1uM B-Sekretase-Inhibitor 11

25uM v-Sekretase-Inhibitor IV

1x Protease Inhibitor Cocktail
ohne EDTA (3.2.3.4)

Die Methode zur Messung der IDE-Enzymaktivitit aus murinem Serum wurde im Rahmen dieser Arbeit
in Anlehnung an Liu et al., 2012 erstmals im Labor etabliert. Zur Erh6hung der Spezifitit der Methode
wurde auch hierbei ein anderer Assaypuffer als im Ursprungsprotokoll verwendet, dem verschiedene
Inhibitoren zugegeben wurden. Das Serum wurde zunichst 1:100 in IDE-Assaypuffer B verdiinnt und
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jeweils 100ul der Proben in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert. Zur Bestimmung des Anteils der
unspezifischen Substratumsetzung wurde zu den vereinigten Serumproben aller Tiere ImM des IDE-
Inhibitors N-Ethylmaleimide (NEM) gegeben. Nach einer Vorinkubation iiber 30min bei RT und
150U/min erfolgte die Zugabe des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH in einer finalen Konzentration
von 10uM. Die Detektion der freigesetzten Fluoreszenz erfolgte bei einer Anregungswellenldnge von
320nm und einer Emissionswellenldnge von 405nm in einem Safire2-Fluorometer (Tab. 23).

Bei der spiteren Auswertung wurde von den Messwerten die in Anwesenheit von ImM NEM gemessene
unspezifische Umsetzung des Substrats subtrahiert. Die berechnete Steigung der Fluoreszenz iiber die Zeit
wurde auf den Proteingehalt der einzelnen Serumproben (3.2.3.6) normiert.

3.2.3.13.5  Messung des direkten Effekts von Lipiden auf die Enzymaktivitiit von
rekombinantem IDE
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit)

Zur Untersuchung des direkten Einflusses verschiedener Phospholipide auf die IDE-Enzymaktivitét
wurde die Aktivitdt von rekombinantem humanem IDE nach in vitro-Inkubation mit den entsprechenden

Lipiden analysiert.

IDE-Assaypuffer B ohne Inhibitoren:

100mM Tris/HCI pH7,5
50mM NaCl

10uM ZnCl,

in ddH,O

Hierzu wurde rekombinantes humanes IDE (50ng/200ul IDE-Assaypuffer B) in kleinen Glasflaschen mit
10uM der Phospholipide versetzt und 15min lang bei 37°C und 300U/min geschiittelt. Jeweils 50ul der
Inkubationsansidtze wurden als Dreifachbestimmung in Vertiefungen einer schwarzen 96-Well-Platte
pipettiert. Nach Zugabe des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH in einer finalen Konzentration von
5uM wurde die freigesetzte Fluoreszenz kontinuierlich bei einer Anregungswellenlédnge von 320nm und
einer Emissionswellenldnge von 405nm in einem Safire2-Fluorometer detektiert (Tab. 23).

3.2.3.13.6  Messung der y-Sekretase-Aktivitiit
(nach Grimm et al., 2015b)

PBS: v-Sekretase-Assaypuffer A: v-Sekretase-Assaypuffer B:
3.2.2.1 20mM Hepes pH 7,4 10mM Tris/HC1 pH7,4
140mM NaCl 200mM  Saccharose
2,5mM KCl1 ImM EDTA
1,8mM CaCl, in ddH,0
ImM MgCl,
in ddH,0

Zur Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitit in lebenden Zellen wurden die zu analysierenden Zellen
zunéchst auf 96-Well-Zellkulturschalen ausgesét und bis zur Konfluenz kultiviert, was etwa einer Zellzahl
von 4x10* pro Well entspricht. Nach vorsichtigem Absaugen des Zellkulturmediums wurden die Zellen
zweimal mit vorgewidrmtem 7y-Sekretase-Assaypuffer A gewaschen, wobei dieser nach dem zweiten
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Waschschritt vollstdndig abgesaugt wurde. Das y-Sekretase-Substrat wurde in y-Sekretase- Assaypuffer A
zu einer finalen Konzentration von 12,5uM verdiinnt. Nach der Zugabe von 50ul des verdiinnten
Substrats pro Well wurde die freigesetzte Fluoreszenz kontinuierlich in einem Infinite M1000-
Fluorometer detektiert. Die Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlinge von 355nm, einer
Emissionswellenldnge von 440nm und einer Z-Position von 18000uM (Tab. 23). Die Messwerte wurden
durch die Subtraktion der in Anwesenheit des 7y-Sekretase-Inhibitors X gemessenen unspezifischen
Substratumsetzung korrigiert.

Zur Messung der y-Sekretase-Aktivitdt in zelluliren Membranen wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und in 7y-Sekretase-Assaypuffer B abgeschabt. AnschlieBend wurden die Zellen unter
Verwendung des Minilys-Gerédts und Keramikkiigelchen mit einem Durchmesser von 1,4mm bei
5000U/min fiir 30sek homogenisiert (3.2.3.3). Die Homogenate wurden auf einen einheitlichen
Proteingehalt von 2ug/ul eingestellt (3.2.3.6). Durch Zentrifugation bei 900 x g und 4°C flir 10min
erfolgte das Sedimentieren der Zellkerne und gréBerer Fragmente. Der Uberstand wurde in ein neues
Gefdl} iiberfiihrt und zum Pelletieren der Membranen fiir 75min bei 55000U/min und 4°C zentrifugiert.
Das entstandene Membranpellet wurde in einem Minilys-Gerdt unter Verwendung von ca. 2mg
Glaskiigelchen mit einem Durchmesser von 0,5mm durch zehnsekiindiges Schiitteln bei 4000U/min in
800ul y-Sekretase-Assaypuffer B solubilisiert. Jeweils 100ul der Membranpriparationen wurden in eine
Vertiefung einer schwarzen 96-Well-Platten pipettiert. Nach Zugabe des y-Sekretase-Substrats in einer
finalen Konzentration von 6,25uM erfolgte die kontinuierliche Messung der Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenldnge von 355nm und einer Emissionswellenlédnge von 440nm in einem Infinite M 1000
Fluorometer (Tab. 23).

Die Methoden zur Messung der y-Sekretase-Aktivitdt wurden in Kooperation mit Viola Haupenthal
durchgefiihrt (s. Kooperationen).

3.2.3.13.7  Messung der aSMase-Aktivitiit
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Herstellerprotokoll Acid
Sphingomyelinase Assay Kit, Echelon Biosciences, Version November 2011)

Die Methode zur Messung der aSMase-Aktivitdit wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter
Verwendung des aSMase-Aktivitits-Assay Kits K-3200 der Firma Echelon Biosciences erstmals im

Labor etabliert.

Substratldsung:

aSMase-Substrat in Substratpuffer 1:40 (v/v)

Die zu analysierenden Zellen wurden wie in 3.2.3.1 beschrieben pelletiert. Der Aufschluss der Zellen in
Wasser erfolgte durch Sonifikation mit einer Ultraschallsonde (3.2.3.3). Die Proben wurden auf einen
Proteingehalt von 1,25ug/ul eingestellt (3.2.3.6). 20ul der eingestellten Proben, entsprechend 25ug
Gesamtprotein, wurden in die Vertiefungen einer weillen 96-Well-Platte pipettiert. Nach Zugabe von 30ul
Substratpuffer wurden die Proben 5min bei RT und 150U/min geschiittelt. AnschlieBend wurden 50ul der
Substratlésung zu jeder Probe gegeben, die Platte mit einer Folie verschlossen und iiber einen Zeitraum
von 3Std bei 37°C und 150U/min inkubiert. Nach Zugabe von 50ul Stop-Losung pro Well und einer
zehnmintitigen Inkubation bei RT wurde eine Endpunktbestimmung der entstandenen Fluoreszenz bei
einer Anregungswellenldnge von 360nm und einer Emissionswellenldnge von 460nm in einem Safire2-
Fluorometer vorgenommen (Tab. 23).

57



Material und Methoden

3.2.3.14 Fluorometrischer Nachweis der zelluliren AICD-Aufnahme
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit)

Zum Nachweis der effizienten Aufnahme von AICD-Peptiden in MEF APPACT15-Zellen nach AICD-
Inkubation wurden diese wie in 3.2.2.5.1 beschrieben mit FITC-markierten AICD-Peptiden inkubiert. Die
aufgenommenen Peptide wurden in den Zelllysaten mittels Fluoreszenzmessung nachgewiesen. Als
Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit dem entsprechenden L&sungsmittel Wasser behandelt
wurden.

Nach der Inkubation wurden die Zellen zur Entfernung von oberfldchlich gebundenem FITC-AICD
fiinfmal mit PBS (3.2.2.1) gewaschen, lysiert (3.2.3.4) und auf einen einheitlichen Proteingehalt
eingestellt (3.2.3.6). 50ug Gesamtprotein der eingestellten Proben wurden in eine schwarze 96-Well-
Platte pipettiert. Der Nachweis des markierten Peptids in den Lysaten erfolgte durch Fluoreszenzmessung
bei einer Anregungswellenldnge von 495nm und einer Emissionswellenldnge von 52Inm in einem
Safire2-Fluorometer.

3.2.4 LIPIDANALYTISCHE METHODEN

3.2.4.1 Herstellung zerebraler Lipidextrakte
(nach Bligh und Dyer, 1959; Durchfiihrung wie in Dissertation Dr. Benjamin Hundsdorfer, Universitét
des Saarlandes, 2014 beschrieben)

Die Extraktion von Lipiden aus Hirngewebe erfolgte in Anlehnung an die von Bligh und Dyer
publizierten Standardmethode zur Lipid-Isolation (Bligh und Dyer, 1959), die auf der unterschiedlichen
Loslichkeit von Fetten und anderen zelluldren Bestandteilen in bestimmten Losungsmitteln basiert. Die
meisten Lipide sind hydrophob und weisen eine gute Loslichkeit in Chloroform auf. Polare
Zellbestandteile wie beispielsweise Proteine und Zucker sind hingegen gut in Methanol 16slich. Bei der
Verwendung zweier fliissiger Phasen, einer in Form von Chloroform und einer in Form von Methanol,
kommt es zur Anreicherung der Molekiile in dem ihrer Polaritdt entsprechenden Milieu. Die obere
Methanolphase enthdlt dementsprechend Zucker, Proteine, DNS und andere polare Molekiile, die untere
Chloroformphase apolare Zellbestandteile wie Lipide. In der Interphase kommt es zur Anreicherung von
Molekiilen mit polaren und apolaren Eigenschaften wie z.B. denaturierten Proteinen. Durch die
wiederholte Isolation der Chloroformphase konnen die in der Probe enthaltenen Lipide aufgereinigt
werden. Nach Abdampfen des Losungsmittels in Stickstoffatmosphidre kann anschlieBend eine
Anreicherung der isolierten Lipide erzielt werden.

Extraktionslosung:

Chloroform/ Methanol/ HCI (37%) 1:2:0,06

Zunichst wurde mittels BCA-Test die Proteinkonzentration in den Hirnhomogenaten (3.2.3.3) bestimmt
und alle Proben auf einen Proteingehalt von S5mg/ml eingestellt (3.2.3.6). Anschlieend wurde 1ml jeder
Probe in ein Wheaton-Glasrohrchen tiberfiihrt und nach Zugabe von 3,75ml Extraktionslosung 60min lang
bei 2000U/min geschiittelt. Nach Zugabe von 1,25ml Chloroform und weiteren 60min Schiitteln erfolgte
die Zugabe von jeweils 1,25ml Chloroform und Wasser zu den Proben, die erneut 10min geschiittelt
wurden. Durch den folgenden zehnminiitigen Zentrifugationsschritt bei 5000U/min kam es zur oben
beschriebenen Phasenbildung. Die obere, polare Phase wurde verworfen und die untere apolare Phase
vollstdndig in ein neues Glasrohrchen {iberfiihrt. Nach Abdampfen des Losungsmittels unter
Stickstoffzustrom wurde die Probe in 1ml Wasser aufgenommen und die gesamte Extraktion wiederholt,
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was zum Erreichen einer hoheren Reinheit der isolierten Lipide diente. Nach dem zweiten Abdampfschritt
wurde das Gewicht der isolierten Lipide bestimmt. Basierend auf der publizierten Lipid-Komposition des
humanen Gehirns (Zilkha und Mc, 1963) wurde 735 g/mol als durchschnittliches Molekulargewicht der
Lipide angenommen. Die isolierten Lipide wurden in Ethanol aufgenommen und die Extrakte im
Anschluss mit Ethanol auf eine Gesamtlipidkonzentration von SmM eingestellt.

3.2.4.2 Analyse der Bindung von Phosphatidylcholinen an IDE
(Neu-Etablierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit)

Die Bindung unterschiedlicher PC-Spezies an rekombinantes humanes IDE wurde mittels Ko-
Immunprézipitation untersucht.

IDE-Assaypuffer B ohne Inhibitoren: Waschpuffer C:

100mM  Tris/HCI pH 7,5 10mM  Tris/HCI pH7,5
50mM NaCl in ddH,O

10uM ZnCl,

in ddH,0O

Zunichst erfolgte die in vitro-Inkubation von rekombinantem humanem IDE mit den entsprechenden
Phospholipiden. Hierzu wurden in kleinen Glasflaschen 50ng IDE in 200ul IDE-Assaypuffer B mit
Mischungen von PC20:0 und PC20:5 (jeweils 10uM) bzw. von PC22:0 und PC22:6 (jeweils 10uM)
15min bei 37°C und 300U/min inkubiert. Als Negativkontrolle wurde jeweils der gleiche Ansatz ohne
rekombinantes IDE verwendet. Die Proben wurden Smin bei 13000 x g und 4°C durch Amicon Ultra-
Filterrohrchen mit einer Molekulargewicht-Abscheidegrenze von 30kDa zentrifugiert. Dies diente zur
Trennung des IDEs, welches ein Molekulargewicht von 110kDa aufweist, von den in den Proben
enthaltenen iiberschiissigen Phospholipiden. Der IDE-enthaltende Uberstand wurde fiinfimal in Folge mit
200ul Waschpuffer C vermischt und erneut Smin lang bei 13000 x g und 4°C durch die Filterrdhrchen
zentrifugiert, was zum weiteren Waschen des rekombinanten Enzyms diente.

Fiir die Ko-Immunprizipitation wurde der beim letzten Waschschritt erhaltene Uberstand von 25ul in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfiihrt, mit 475ul IDE-Assaypuffer B verdiinnt und mit 20u1 Protein-
G-Sepharose sowie 1,5ug des IDE-Antikorper ST1120 (Tab. 11) versetzt. Die Ansédtze wurden 3Std lang
bei RT in einem Uberkopftaumler inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 1min bei 13000 x g und 4°C wurde
der Uberstand verworfen und die Prizipitate dreimal mit 1ml Waschpuffer C gewaschen, wobei die
Proben zwischen den einzelnen Waschschritten jeweils 1min bei 13000 x g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen wurde. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Waschpuffer C unter Verwendung
einer Hamilton-Kapillare komplett abgenommen und die Prézipitate Smin in 180ul Ethanol bei 98°C
inkubiert. Die quantitative Bestimmung der in den Prizipitaten enthaltenen PC-Spezies erfolgte mittels
Massenspektrometrie (3.2.4.3.2).

3.2.4.3 Massenspektrometrie
Alle Methoden zur ESI (engl. electrospray ionization)-basierten massenspektrometrischen Lipidanalyse
erfolgten in Kooperation mit Christoph Stahlmann bzw. Nadine Mylonas (s. Kooperationen) unter
Verwendung des Massenspektrometers 4000 QTRAP (ABSciex) in Kombination mit einer Turbo Spray-
Ionenquelle. Fiir die Detektion und die Auswertung der Daten wurde die Analyst 1.5 Software von AB
Sciex benutzt.
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3.2.4.3.1 Messung von Phosphatidylcholinen, Lyso-Phosphatidylcholinen und
Carnitinen in Serum und Hirngewebe
(nach Grimm et al., 2011a)

PITC-Losung: Puffer A: Puffer B:
Phenylisothiocyanat (PITC), 1:20 4,93mM  Ammoniumacetat 4,85mM  Ammoniumacetat
in Ethanol/ H,O/ Pyridin (1:1:1; v/v/v) in Methanol in Wasser/Methanol (3:100 , v/v)

Zur Messung des Gehalts verschiedener PC- und Lyso-PC-Spezies sowie Carnitinen im Hirngewebe bzw.
im Serum wurden die Hirnhomogenate (3.2.3.3) zunéchst in Wasser auf einen einheitlichen Proteingehalt
von Sug/ul eingestellt (3.2.3.6), das Serum wurde in unverdiinnter Form verwendet. Kreisformig
ausgestanztes Filterpapier mit einem Durchmesser von 5mm wurde in die Vertiefungen einer 96-Well-
Sterilfilterplatte gelegt, welche auf einer 96-Well-Sammelplatte befestigt war. 10ul der Proben wurden in
jedes Well aufgetragen und unter Stickstoffzustrom von 1-2bar 60min bei RT getrocknet. Nach Zugabe
von 20ul PITC-Losung und einer 20-miniitigen Inkubation bei RT wurden die Proben erneut wie oben
beschrieben 60min getrocknet. Es folgte die Zugabe von 300ul Puffer A zu allen Proben, welche
anschliefend flir 30min bei RT und 450 U/min geschiittelt wurden. Zum Transfer der Proben durch die
Sterilfilterplatte in die 96-Well-Sammelplatte wurde die Platte 2min bei 500 x g zentrifugiert. Die Filtrate
wurden mit 600ul Puffer B verdiinnt und 2min bei 450U/min durchmischt. Anschlieend wurde die Platte
mit einer Silikonmatte verschlossen und in den auf 10°C vorgekiihlten Autosampler gestellt. Die Injektion
der Proben in das Massenspekrometer erfolgte mit dem folgenden Gradienten aus Puffer B: 0-2,4min:
30ul/min; 2,4-2,8min: 200ul/min; 2,8-3min: 30ul/min. Zur Verringerung der Messabweichungen wurden
alle Proben als Triplikate gemessen. In Tab. 24 sind die fiir die Detektion verwendeten MRM (engl. multi
reaction monitoring)-Paarungen sowie die Werte des Declustering Potentials (engl. declustering potential,
DP) und die Kollisionsenergie (engl. collision energy, CE) fiir die einzelnen Spezies aufgefiihrt.

Tab. 24: Messeinstellungen zur massenspektrometrischen Lipidanalyse

Metabolit QI Masse (Da) Q3 Masse (Da) DP (Volt) CE (Volt)
PCaa24:0 622,4 184 98 33
PCaa26:0 650,5 184 103 35
PCaa28:0 678,5 184 106 35
PCaa28:1 676,5 184 106 35
PCaa30:0 706,5 184 114 37
PCaa38:0 818,7 184 138 45
Lyso-PCal2:0 440,4 184 78 30
Lyso-PCal4:0 468,3 184 79 30
Lyso-PCal6:0 496,3 184 81 31
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Metabolit QI Masse (Da) Q3 Masse (Da) DP (Volt) CE (Volt)
Lyso-PCal8:0 524,3 184 85 31
Carnitin C12  344,3 85,1 73 44
Carnitin C14  372,3 85,1 86 45
Carnitin C16  400,3 85,1 84 51
Carnitin C18 4284 85,1 96 63

Zur Detektion der Spezies wurden auBerdem folgende Einstellungen gewahlt:

curtain gas (CUR): 20psi; collision gas: medium; ion spray voltage: 5500V, temperature (TEM): 200°C;
ion source gas 1: 40 psi; ion source gas 2: 50 psi; interface heater (ihe): on; entrance potential (EP): 10V;
collision cell exit potential (CXP): 10V.

3.2.4.3.2 Messung der mit IDE ko-immunprizipitierten Phosphatidylcholine
(Neu-Etablierung durch Christoph Stahlmann)

Nach der Ko-Immunprézipitation der unterschiedlichen PC-Spezies mit IDE (3.2.4.2) erfolgte der
Nachweis der an IDE gebundenen Lipide mittels Massenspektrometrie. Hierzu wurden die Prizipitate in
eine 96-DeepWell-Platte gegeben, die mit einer Silikonmatte verschlossen, fiir 2min bei 450U/min
geschiittelt und in den auf 10°C vorgekiihlten Autosampler gestellt wurde. Der Gehalt der einzelnen PC-
Spezies in den Proben wurde dreimal durch die Injektion von jeweils 20ul der Proben, welche wie in
3.2.4.3.1 beschrieben erfolgte, und anschlieBendem Precursor ion scan gemessen. Hierbei wurden alle
Spezies zwischen m/z 820,0 und m/z 915,0 detektiert, die nach Fragmentierung durch Kollision mit
Stickstoffmolekiilen ein Produkt von m/z 184,1 bilden, was der Kopfgruppe von PC entspricht. Im
Massenspektrum wurden anschlieBend folgende Peaks ausgewertet: PCaa40:0: m/z 846,7; PCaa40:10:
m/z 826,7; PCaa44:0: m/z 902,7; PCaad44:12:878,7. Zur Optimierung der Messung wurden die
nachfolgenden Einstellungen verwendet:

Curtain gas (CUR): 20psi, collision gas (CAD): medium, ion spray voltage (IS): +5500V, temperature
(TEM): 200°C, ion source gas 1 (GS1): 40psi, ion source gas 2 (GS2): 50psi, interface heater (ihe): on,
declustering potential (DP): 83V, entrance potential (EP): 10V, collision energy (CE): 48V, collision cell
exit potential (CXP): 15V.
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3.2.5 STATISTISCHE DATENAUSWERTUNG
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung von Microsoft Excel oder der SPSS
Statistics 22-Software.

Die Uberpriifung der Normalverteilung der Daten erfolgte mittels Shapiro-Wilk-Test.

Die statistische Signifikanz von Effekten wurde mit dem zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-test (bei
Mittelwertsvergleich von zwei unabhingigen Stichproben) oder ANOVA (engl. analysis of variance) (bei
Mittelwertsvergleich von mehr als zwei unabhidngigen Stichproben) ermittelt. Vor der Durchfiihrung von
ANOVA wurde die Varianzhomogenitit mittels Levene-Test iberpriift. Im Fall einer
Varianzinhomogenitit wurde der Least significant difference-Bonferroni-Test angewandt, im Fall einer
Homogenitét der Varianzen der Scheffé-Test.

Zur Berechnung des Signifikanzniveaus von Korrelationen wurde zundchst der Pearson-
Korrelationskoeffizient r und anschlieBend die t-verteilte Testgro8e PG mit der Formel

PG = r*(n-2)"0,5/(1-r"2)"0,5 berechnet. Unter Verwendung von Tabellen zur t-Verteilung konnte
anschlieBend der entsprechende p-Wert ermittelt werden.

p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001), bei p-
Werten zwischen 0,05 und 0,1 wurde von einer Tendenz ausgegangen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ETABLIERUNG VON METHODEN ZUR ANALYSE DER Af-DEGRADATION

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Beeinflussung der enzymatischen AB-Degradation durch verschiedene
Lipide sowie die transkriptionelle Regulation von NEP durch die APP-Prozessierung untersucht werden.
Hierzu war zunichst die Etablierung von Methoden zur quantitativen Bestimmung der Ap-
Gesamtdegradation bzw. der Aktivitét einzelner AP-degradierender Enzyme erforderlich.

4.1.1 MESSUNG DER Af40-GESAMTDEGRADATION IN LEBENDEN N2A-ZELLEN

Zur Messung der AB-Gesamtdegradation wurde das Kulturmedium von N2a WT-Zellen wie in 3.2.3.12
beschrieben mit synthetischen AP40-Peptiden der humanen Sequenz versetzt (0,5ug/ml). Die
Quantifizierung des nach einer gewissen Zeit noch vorhandenen humanen AB40 ermoglicht die Messung
der AB-degradierenden Aktivitdt der in den Zellen bzw. im Zellkulturmedium vorhandenen Proteasen.
Hierbei war es wichtig, die supplementierten humanen AB-Peptide von dem endogenen AP der
verwendeten Zellen unterscheiden zu konnen, weshalb fiir diese Methode die murine Neuroblastom-
Zelllinie N2a gewihlt wurde. Aus dem gleichen Grund erfolgte die quantitative Bestimmung des
verbleibenden humanen AP40 mittels Western Blot (3.2.3.8-3.2.3.10) unter Verwendung des Antikdrpers
W02, welcher ausschlieBlich humane A-Peptide und somit nicht das endogene AP der murinen Zellen
detektiert (Tab. 11).

Zur Betrachtung des zeitlichen Verlaufs des AB-Abbaus in lebenden N2a-Zellen wurde das verbleibende
humane AB40 nach einer Inkubationszeit von 0, 2, 4, 6 und 8Std quantitativ bestimmt.

1207 Abb. 5: Zeitlicher Verlauf der AB-Degradation in lebenden N2a-
Zellen
1004 Synthetisches humanes AB40 (0,5ug/ml) wurde in das Kulturmedium

von N2a WT-Zellen (DMEM/0,1% FCS) supplementiert und
unterschiedlich lang auf den Zellen inkubiert. Dargestellt ist die

804 quantitative Bestimmung des verbleibenden humanen AB40 nach einer

i Inkubationszeit von 0, 2, 4, 6 und 8Std mittels Western Blot-Analyse
< s unter Verwendung des Antikorpers W02.
< Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung.
% N2a WT = N2a Wildtyp, R> = BestimmtheitsmaB der exponentiellen
% 40+ R?= 0,965 Regression.
20+
] 0 2 4 6 8
Zeit [Std|

Tab. 25: Statistik des zeitlichen Verlaufs der Ap-Degradation in lebenden N2a-Zellen

Inkubationszeit [Std] 0 2 4 6 8
verbleibendes AB40 [%] 100,0 35,7 20,2 9,5 7,3
StabwM [%] 8,8 6,7 3,7 1,3 2,2
n-Zahl 4 4 4 4 4
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Wie in Abb. 5 und Tab. 25 dargestellt, ergibt sich aus der Quantifizierung des verbleibenden humanen
AP40 eine relativ schnelle, mit steigender Inkubationszeit zunehmende Degradation des Peptids. Die
Abnahme des verbleibenden humanen AB40 zeigt hierbei einen exponentiellen Verlauf (R* = 0,965). Mit
6Std wurde eine Standard-Inkubationszeit festgelegt, nach der ein GroBteil des zugegebenen
synthetischen Peptids degradiert (verbleibendes AP40: 9,5% + 1,3%, p < 0,001), das Signal des
verbleibenden AP40 aber noch ausreichend stark fiir den Nachweis mittels Western Blot ist. Um die
Abhdngigkeit des AP-Abbaus von der Menge der vorhandenen Ap-degradierenden Proteasen zu
iiberpriifen, wurde humanes AB40 (0,5ug/ml) auf N2a WT-Zellen unterschiedlicher Konfluenz inkubiert.
Da es sich hierbei um ein Etablierungsexperiment handelt, wurde dieses nur einmalig als
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Quantifizierung der nach 6Std verbleibenden humanen Ap40-
Peptide ist in Abb. 6 gezeigt.

1207 Abb. 6: AB-Degradation in lebenden N2a-Zellen in Abhingigkeit

von der Zellzahl

1004 Synthetisches humanes AB40 (0,5pug/ml) wurde in das Kulturmedium
(DMEM/0,1% FCS) von N2a WT-Zellen unterschiedlicher Konfluenz
supplementiert. Dargestellt ist die quantitative Bestimmung des

o 807 verbleibenden humanen AB40 nach einer Inkubationszeit von 6Std
f: mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers W02.
< o Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung.

< N2a WT = N2a Wildtyp, R* = BestimmtheitsmaB der exponentiellen
£ R?= 0,961 Regression.
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Tab. 26: Statistik der Ap-Degradation in lebenden N2a-Zellen in Abhéingigkeit von der Zellzahl

Zellzahl 0 0,5x10° 1x10°  1,5x10° 2x 10°
verbleibendes AB40 [%] 100,0 36,1 30,8 15,5 6,2
StabwM [%] 16,5 13,6 8,4 72 2,0
n-Zahl 2 2 2 2 2

Die Menge des verbleibenden synthetischen AB40 nimmt mit zunehmender Zellzahl ebenfalls
exponentiell ab (R*= 0,961) (Abb. 6). Die exponentielle Abnahme des verbleibenden humanen AB40 mit
zunehmender Zellzahl bzw. Inkubationszeit ist moglicherweise durch eine Akkumulation von sezernierten
Proteasen wie beispielsweise IDE in dem Zellkulturmedium zu erklidren (Qiu et al., 1997; Qiu et al.,
1998).

4.1.2 MESSUNG DER AKTIVITAT EINZELNER Af}-DEGRADIERENDER ENZYME

Zur spezifischen Messung der NEP- und IDE-Enzymaktivitdt wurden im Rahmen dieser Arbeit Methoden
etabliert, die auf einer Antigen-Antikorperbindung und der anschlieBenden Umsetzung des
fluorometrischen Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH beruhen. Die in dem Substrat enthaltene
Peptidsequenz kann von verschiedenen Enzymen wie z.B. NEP, ECE 1, ECE 2, ACE 1, ACE 2, MMP 2,
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MMP 9 und IDE geschnitten werden (Johnson und Ahn, 2000). Durch die enzymatische Spaltung der
Peptidsequenz wird der Energie-Transfer zwischen dem Quencher Dnp und dem Fluorophor Mca
unterbrochen, wodurch Mca fluorometrisch anregbar wird. Da in der Literatur leicht unterschiedliche
Angaben zu den Anregungs- und Emissionsmaxima des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH zu finden
sind (Johnson und Ahn, 2000; Miners et al., 2008b; Sigman et al., 2005), wurden nach Vorinkubation des
Substrats mit SH-SY5Y WT-Lysat in einem Safire2-Fluorometer zundchst Anregungs- und Emissions-
Scans durchgefiihrt (3.2.3.13.1).

Entsprechend der in Abb. 7 gezeigten Anregungs- und Emissionsmaxima wurden die Messparameter flir
das Substrat Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH folgendermallen festgelegt:

Anregungswellenldnge: 320nm + 10nm, Emissionswellenldnge: 405nm = 10nm.

A

Abb. 7: Anregungs- und Emissions-
spektrum des  Substrats  Mca-
RPPGFSAFK(Dnp)-OH

Nach Vorinkubation des Substrats Mca-
RPPGFSAFK(Dnp)-OH (10uM) mit
SH-SYSY WT-Lysat (30pg
Gesamtprotein) wurde durch
Verdnderung der Anregungs- und
Emissionswellenldnge in Snm-Schritten
ein Anregungs- A) und
Emissionsspektrum (B) des Substrats
erstellt. Dargestellt ist die entstandene
Fluoreszenz in  Abhéngigkeit der
Anregungs- und Emissionswellenldnge.
SH-SYSY WT = SH-SY5Y Wildtyp.
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4.1.2.1 Messung der NEP-Enzymaktivitiit

Zur spezifischen Messung der NEP-Enzymaktivitit wurde wie in 3.2.3.13.2 beschrieben vorgegangen.
Die Methode beruht auf der Inkubation des zu analysierenden Probenmaterials in einer mit NEP-
Antikorper beschichteten 96-Well-Platte und der anschlieBenden Umsetzung des Substrats Mca-
RPPGFSAFK(Dnp)-OH. Um die Linearitit des Assays zu iberprifen und die einzusetzende
Proteinmenge zu ermitteln, wurden ansteigende Gesamtproteinmengen eines MEF WT-Lysates in der mit
NEP-Antikorper beschichteten und mit BSA geblockten 96-Well-Platte inkubiert. Fiir die anschlieBende
Messung der NEP-Aktivitdt wurde eine konstante Substratkonzentration von 5uM eingesetzt. Hierbei
konnte eine linear zunehmende Steigung der Fluoreszenz iiber die Zeit mit steigender
Gesamtproteinmenge im Bereich von 0-175pg verzeichnet werden (R* = 0,984; Abb. 8A). Die
einzusetzende Proteinmenge flir diese Methode wurde daher auf 125ug festgelegt.

Um die Spezifitit des Assays zu iiberpriifen, wurde die NEP-Aktivitit aus MEF WT-Lysat in
Anwesenheit des NEP-Inhibitors Thiorphan (IC50 (engl. half maximal inhibitory concentration): 8nM
(Roques et al., 1980)) gemessen. In Anwesenheit von 10uM Thiorphan ist eine Restaktivitit von 22,1%
(* 2,4%, p < 0,001) festzustellen. Unter den gewéhlten Konditionen werden daher 77,9% des Substrats
spezifisch von NEP geschnitten (Abb. §B).

A Abb. 8: Linearitit und Spezifitit der
NEP-Aktivititsmessung
(A) Uberpriifung der Linearitit der NEP-

0,05 Aktivitdtsmessung durch Einsetzen
steigender ~Gesamtproteinmengen  eines
MEF  WT-Lysates bei  konstanter
Substratkonzentration von SuM.
Dargestellt sind die Steigungswerte der
Fluoreszenz iiber die Zeit in Abhéngigkeit
von der eingesetzten Gesamtproteinmenge.
R® = BestimmtheitsmaB der linearen
Regression.
(B) Uberpriifung der Spezifitit der NEP-
Aktivitdtsmessung durch Messung der
NEP-Aktivitdt in einem MEF WT-Lysat
nach Zugabe von 10uM des NEP-Inhibitors
Thiorphan bzw. des entsprechenden
o = o o s00 Losungsmittels Ethanol (n = 3).
Dargestellt ist die Fluoreszenz in
Abhingigkeit von der Zeit.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung.
B MEF WT = Wildtyp embryonale
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4.1.2.2 Messung der IDE-Enzymaktivitit
Die Messung der IDE-Aktivitdt wurde wie in 3.2.3.13.3 beschrieben durchgefiihrt. In Analogie zur NEP-
Aktivititsmessung wurde hierbei das Probenmaterial zunéchst in einer mit IDE-Antikdrper beschichteten
96-Well-Platte inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurde anschlieBend die Umsetzung des
Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH durch das in der Platte immobilisierte Enzym gemessen.

Zur Ermittlung der Linearitit der Methode bzw. der einzusetzenden Proteinmenge wurde die
Enzymaktivitdt bei Verwendung ansteigender Gesamtproteinmengen eines N2a WT-Lysates und einer
konstanten Substratkonzentration von 10uM gemessen. Wie in Abb. 9A gezeigt, nimmt die Steigung der

Fluoreszenz iiber die Zeit mit zunehmender Gesamtproteinmenge im Bereich von 0-75ug linear zu (R*=
0,940). Fiir die IDE-Aktivititsmessung wurde die einzusetzende Gesamtproteinmenge daher auf 50ug
festgelegt.

Steigungswerte
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Abb. 9: Linearitiit und Spezifitit der
IDE-Aktivititsmessung
(A) Uberpriifung der Linearitit der IDE-

Aktivitdtsmessung durch Einsetzen
steigender Gesamtproteinmengen eines N2a
WT-Lysates bei konstanter
Substratkonzentration von 10pM.

Dargestellt sind die Steigungswerte der
Fluoreszenz iiber die Zeit in Abhéngigkeit
von der eingesetzten Gesamtproteinmenge.
R’ = BestimmtheitsmaB der linearen
Regression.

(B) Uberpriifung der Spezifitit der IDE-
Aktivitdtsmessung durch Messung der IDE-
Aktivitdt in einem N2a WT-Lysat nach
Zugabe von 1mM des IDE-Inhibitors NEM
oder des entsprechenden Losungsmittels
Ethanol (n = 4). Dargestellt ist die
Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Zeit.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung.

N2a WT = N2a Wildtyp.
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Zur Uberpriifung der Spezifitit der Methode wurde die IDE-Aktivitit in N2a WT-Lysat in Anwesenheit
von ImM des IDE-Inhibitors NEM (IC50: 220uM (Leissring et al., 2010)) bestimmt. Die Kinetik dieser
IDE-Aktivititsmessung ist in Abb. 9B dargestellt. Zu Beginn der Kinetik ist eine hohe
Standardabweichung festzustellen, die moglicherweise durch eine unzureichende Durchmischung und
Entgasung der Proben nach Messungsbeginn zu erkldren ist. Durch die Auswertung der Steigung der
entstandenen Fluoreszenz iiber den gesamten Messverlauf ergibt sich eine signifikante Reduktion der
IDE-Enzymaktivitit auf 58,9% (= 6,9%, p = 0,006) in Anwesenheit von ImM NEM im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle (Abb. 9B). Es ist daher davon auszugehen, dass 41,1% des Substrats spezifisch
von IDE umgesetzt wird.

4.2 EINFLUSS DER APP-PROZESSIERUNG AUF DAS AB-DEGRADIERENDE ENZYM

NEPRILYSIN
Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden in Frontiers in Aging Neuroscience publiziert:
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Zimmer, V.C., Mylonas, N.T., Tanila, H., Muller, U., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2015). APP
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Wie bereits in der Einleitung erwihnt, geht ein GroBteil der AB-degradierenden Enzymaktivitdt im Gehirn
von Ratten und Miusen von NEP aus (Iwata et al., 2000; Iwata et al., 2001). Eine mdgliche Regulation
der NEP-Genexpression durch die bei der APP-Prozessierung freigesetzte AICD-Domine wird in der
Literatur seit einigen Jahren kontrovers diskutiert (Chen und Selkoe, 2007; Hebert et al., 2006; Pardossi-
Piquard et al., 2005; Pardossi-Piquard et al., 2007). Um den Einfluss der APP-Prozessierung bzw. der
dabei freigesetzten Prozessierungsprodukte auf NEP zu untersuchen, wurden die Genexpression, der
Proteingehalt sowie die enzymatische Aktivitit von NEP in einer Vielzahl von Zellkultur- und
Mausmodellen analysiert. Hierbei konnten auch Erkenntnisse {iber die der AICD-abhingigen
transkriptionellen Regulation von NEP zugrunde liegenden Mechanismen gewonnen werden.

4.2.1 EINFLUSS VON PRESENILIN AUF NEP

Die Proteine PS1 bzw. PS2 bilden das katalytische Zentrum des vy-Sekretase-Komplexes. Die
Untersuchung des Einflusses der y-Sekretase auf NEP erfolgte unter Verwendung von PS1/2-defizienten
embryonalen Mausfibroblasten (MEF PS1/2 -/-), welche durch den kombinierten Gen-Knockout beider
Proteine keine funktionsfihige y-Sekretase besitzen (Herreman et al., 2000). In diesen Zellen wurden die
Genexpression (3.2.1.5), der Proteingehalt (3.2.3.5, 3.2.3.8-3.2.3.10) und die enzymatische Aktivitét
(3.2.3.13.2) von NEP quantitativ bestimmt. Als Kontrollzellen wurden stabil mit PS1 retransfizierte MEF
PS1/2 -/- (MEF PSlres) verwendet, in denen die y-Sekretase-Aktivitdit im Vergleich zu MEF WT zu
49,8% (£ 7,3%, p = 0,004) (Abb. 10B) wiederhergestellt ist.
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Wie in Abb. 10A dargestellt, weisen die PS1/2-defizienten Zellen im Vergleich zu MEF PSlres eine
signifikant auf 71,6% (£ 6,4%, p < 0,001) verringerte Genexpression von NEP auf. In MEF PS1/2 -/- ist
auch ein signifikant auf 26,2% (£ 3,5%, p < 0,001) reduzierter NEP-Proteingehalt sowie eine daraus
resultierende Reduktion der NEP-Enzymaktivitit auf 66,6% (= 1,9%, p < 0,001) im Vergleich zu MEF
PSlres zu verzeichnen (Abb. 10A). Die verschieden (p < 0,001) stark ausgeprigten Effekte auf die
Genexpression und den Proteingehalt von NEP konnten durch die unterschiedliche Aufarbeitung der
Zellen zur Bestimmung der Genexpression und des Proteinspiegels sowie auf mogliche Unterschiede in

der Translationseffizienz, der Proteinstabilitdit oder des Proteintransports zuriickzufiihren sein. Des
Weiteren konnte die Unspezifitit der NEP-Aktivititsmessung (Abb. 8B) eine FErklirung fiir die
verschieden (p < 0,001) stark ausgeprigten Effekte der PS-Defizienz auf den Proteingehalt und die

Enzymaktivitdt von NEP darstellen.
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Abb. 10: Einfluss der Presenilin-Genexpression auf
NEP in embryonalen Mausfibroblasten

(A) Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression
mittels RT-PCR (n = 15), des NEP-Proteingehalts mittels
Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers
ab951 (n = 5) und der NEP-Enzymaktivitit (n = 10) in
MEF PS1/2 -/- und MEF PSlres.

(B) y-Sekretase-Aktivitdt in Membranprdparationen von
MEF WT und MEF PSlres. Dargestellt ist die Fluoreszenz
in Abhéngigkeit von der Zeit.

Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft
passagiert (+ 3 Passagen) und bei Erreichen -einer
Konfluenz von 100% verwendet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung,
die  Signifikanzen = wurden mittels zweiseitigem,
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (*** p <0,001).
MEF PS1/2 -/- = PS1- und PS2-defiziente embryonale
Mausfibroblasten; MEF PSlres = mit Wildtyp-PS1
retransfizierter MEF PS1/2 -/- Zellklon, MEF WT =
Wildtyp embryonale Mausfibroblasten.

(Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
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Zur weiteren Untersuchung des Einflusses der y-Sekretase-Aktivitit auf NEP wurden MEF PS1/2 -/-
analysiert, die mit PS1 retransfiziert wurden, welches die FAD-Mutation T354I enthélt (MEF PS1-T354I)
(Rogaeva et al., 2001). Bei dieser Mutation handelt es sich um eine sogenannte /oss of function-Mutation,
die zu einer verminderten Aktivitit der y-Sekretase fiihrt (Grimm et al., 2014a). Als Kontrollzellen
wurden die mit Wildtyp-PS1 retransfizierten MEF PS1res verwendet.

Wie in Abb. 11A gezeigt, fiihrt die T354I-Mutation in PS1 zu einer auf 64,0% (+ 4,4%, p = 0,0012)
reduzierten NEP-Genexpression sowie zu einer auf 50,0% (£ 5,6%, p < 0,001) verminderten NEP-
Enzymaktivitit. Aus der Uberpriifung der y-Sekretase-Aktivitit ergab sich fiir MEF PS1-T354I eine im
Vergleich zu MEF PSlres auf 75,2% (+/- 2,4%, p < 0,001) reduzierte Aktivitit des Enzymkomplexes
(Abb. 11B). Die Reduktion der Genexpression und Enzymaktivitdit von NEP in den MEF PS1-T354I-
Zellen ist daher wahrscheinlich auf eine mutationsbedingte Verringerung der y-Sekretase-Aktivitét
zuriickzufiihren.

A Abb. 11: Einfluss der FAD PS1-Mutation T3541
B MEF PSires auf NEP in embryonalen Mausfibroblasten
B MEF PS1-T3541 (A) Quantitative Bestimmung der NEP-
Genexpression mittels RT-PCR (n = 3) und der
1201 NEP-Enzymaktivitét (n = 7) in MEF PS1-T3541 im
Vergleich zu MEF PSlres.
100 (B) y-Sekretase-Aktivitit in lebenden MEF PSI-
T3541- und MEF PSlres-Zellen (n = 10).
Dargestellt ist die Fluoreszenz in Abhéngigkeit von
L)L s der Zeit.
Die Zellen wurden vor den Experimenten

604 _I_ e de s vergleichbar oft passagiert (= 3 Passagen) und bei
Erreichen einer Konfluenz von 100% verwendet.
Die  Fehlerbalken  zeigen die  mittlere
Standardabweichung, die Signifikanzen wurden
mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test
201 ermittelt (** p <0,01; *** p<0,001).
MEF PSlres = mit Wildtyp-PS1 retransfizierter
MEF PS1/2 -/- Zellklon; MEF PS1-T3541 = mit

NED NEP PS1-T354] retransfizierter MEF PS1/2 -/- Zellklon.
Genexpression Aktivitit (Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al.,

2015a)
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4.2.2 EINFLUSS DER APP-PROTEINFAMILIE AUF NEP

Bislang wurden mehr als 90 durch den 7y-Sekretase-Komplex prozessierte Substrate identifiziert
(Hemming et al., 2008). Um zu iiberpriifen, ob die in 4.2.1 gezeigten PS-abhédngigen Effekte auf NEP auf
die Prozessierung von APP und seinen Homologen zuriickzufiihren sind, wurde die Genexpression
(3.2.1.5), der Proteingehalt (3.2.3.5, 3.2.3.8-3.2.3.10) und die Enzymaktivitit (3.2.3.13.2) von NEP in
APP/APLP2-defizienten MEF bestimmt (MEF APP/APLP2 -/-). Da sich die Genexpression von APLP1
auf Neuronen beschrinkt (Lorent et al., 1995; Slunt et al., 1994; Thinakaran, 1995), liegt bei dieser
Zelllinie eine Defizienz fiir alle Mitglieder der APP-Proteinfamilie vor.

B MEFWT Abb. 12: Einfluss der APP- und APLP2-Genexpression auf NEP in

0 MEFAPP/APLP2 -/- embryonalen Mausfibroblasten
Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR (n
120 - wr \E%Z . = 5), des NEP-Proteingehalts mittels Western Blot-Analyse unter

wep mp- [ Verwendung des Antikorpers ab951 (n = 5) und der NEP-
Enzymaktivitit (n = 15) in MEF APP/APLP2 -/- und MEF WT-

100 1 Zellen.

Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft passagiert

PR e (+ 3 Passagen) und bei Erreichen einer Konfluenz von 100%
B —I— verwendet.
E * Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
z 60 Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-
; test ermittelt (* p <0,05; *** p <0,001).

401 devede MEF WT = Wildtyp embryonale Mausfibroblasten; MEF

APP/APLP2 -/- = APP- und APLP2-defiziente embryonale
I Mausfibroblasten.
20 1 l (Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
NEP NEP NEP
Genexpression Proteingehalt Aktivitait

Im Vergleich zu MEF WT-Zellen ist die Genexpression von NEP in MEF APP/APLP2 -/- auf 20,4% (=
13,3%, p < 0,001) reduziert. In den APP/APLP2-defizienten Zellen ist des Weiteren eine Reduktion des
NEP-Proteingehalts auf 50,4% (= 10,9%, p = 0,012) sowie der NEP-Enzymaktivitéit auf 74,9% (+ 6,4%, p
< 0,001) nachzuweisen (Abb. 12). Ahnlich wie bei dem Vergleich von MEF PS1/2 -/- zu MEF PSlres
(Abb. 10A) unterscheiden sich die Effektstirken bei Betrachtung der Genexpression, des Proteingehalts
und der Enzymaktivitit von NEP voneinander, wobei der Unterschied der Effektstirke zwischen der
Genexpression und der Enzymaktivitdt signifikant ist (p < 0,001). Dies kann verschiedene Griinde haben,
wie bereits in 4.2.1 beschrieben.

Auffallend ist aulerdem, dass die Effekte der APP/APLP2-Defizienz auf die Genexpression von NEP
signifikant (p < 0,001) stirker ausgeprdgt sind als die in Abb. 10 dargestellten Effekte der PS1/2-
Defizienz. Diese unterschiedlichen Effektstirken konnen durch die Verwendung von verschiedenen
Kontrollzelllinien fiir die APP/APLP2- und PS1/2-defizienzten Zellen erklart werden. Wéahrend MEF
APP/APLP2 -/- mit MEF WT verglichen wurde, dienten MEF PS1res-Zellen, in denen die Aktivitét der y-
Sekretase im Vergleich zu MEF WT nur zu 49,8% wiederhergestellt ist (Abb. 10B), als Kontrollzelllinie
fir MEF PS1/2 -/- (5.1.2).
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Im Fall einer transkriptionellen Regulation von NEP durch die y-Sekretase-abhingige APP-Prozessierung
wire davon auszugehen, dass sich eine Verringerung der y-Sekretase-Aktivitit in MEF WT-Zellen auf die
NEP-Genexpression auswirkt, in APP/APLP2-defizienten MEF-Zellen aber hingegen keinen Effekt hat.
Um dies zu iiberpriifen, wurde der Einfluss der pharmakologischen y-Sekretase-Inhibition auf die NEP-
Genexpression in MEF WT und MEF APP/APLP2-/- betrachtet. Hierzu wurden die entsprechenden
Zelllinien vor der RNS-Isolation (3.2.1.3) und anschlieBenden RT-PCR (3.2.1.5) iiber einen Zeitraum von
24Std mit y-Sekretase-Inhibitor X (2uM, IC50: 48nM fiir AB40-Produktion, 67nM fiir AB42-Produktion
(Shearman et al., 2000)) bzw. dem Lésungsmittel DMSO behandelt (3.2.2.5.2).

B Lésungsmittel Abb. 13: Einfluss der y-Sekretase-Inhibition auf NEP in embryonalen
[ v-Sekretase-Inhibitor Mausfibroblasten
120 7 Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR in
MEF APP/APLP2 -/- (n = 4) und MEF WT-Zellen (n = 4) nach Inhibition
0L merwr der y-Sekretase. Bei Erreichen einer Konfluenz von 100% wurde der FCS-
Gehalt des Kulturmediums auf 1% reduziert und die Zellen iiber einen
Zeitraum von 24Std mit 2uM y-Sekretase-Inhibitor X bzw. dem
Ly Losungsmittel DMSO behandelt bevor die Isolation der RNS erfolgte.
Dargestellt ist jeweils die NEP-Genexpression im Vergleich zu MEF WT.
601 Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (n.s. nicht signifikant; * p <0,05).
MEF WT = Wildtyp embryonale Mausfibroblasten; MEF APP/APLP2 -/-
= APP- und APLP2-defiziente embryonale Mausfibroblasten.
20 1 2 (Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)

—HH %
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40 1
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Wihrend die Inhibition der y-Sekretase- Aktivitdt in MEF WT-Zellen zu einer signifikanten Reduktion der
NEP Expression auf 87,8% (= 3,6%, p = 0,015) fiihrt, ist in den mit y-Sekretase-Inhibitor behandelten
MEF APP/APLP-/- keine signifikante Verdnderung der NEP-Genexpression festzustellen (p = 0,73). In
Relation zu MEF WT betréigt sie in den mit DMSO behandelten MEF APP/APLP2 -/- 20,4%, in den mit
v-Sekretase-Inhibitor behandelten MEF APP/APLP2 -/- 20,8% (+ 1,3%) (Abb. 13). Diese Ergebnisse
deuten auf eine transkriptionelle Regulation von NEP durch ein ¢y-Sekretase-abhdngiges APP-
Prozessierungsprodukt hin.

4.2.3 [EINFLUSS VON Af AUF NEP

Um den moglichen Einfluss von AP auf die Genexpression von NEP zu untersuchen, wurden PS1/2- und
APP/APLP2-defiziente MEF, die kein endogenes AP produzieren konnen, mit synthetischen Ap40/42-
Peptiden iiber einen Zeitraum von 9 Tagen inkubiert. Hierbei wurde das AP40/42-enthaltende
Zellkulturmedium im 12Std-Rhythmus gewechselt (3.2.2.5.1). Das Ergebnis der anschlieBenden Analyse
der NEP-Genexpression mittels RT-PCR (3.2.1.5) ist in Abb. 14 gezeigt.

Trotz der effizienten zelluliren Aufnahme der supplementierten Ap-Peptide unter den gewéhlten
Konditionen (Abb. 14B) liegt kein signifikanter Unterschied in der NEP-Genexpression zwischen den mit
AB40/42 und den mit Losungsmittel behandelten Zellen vor. In Relation zu der Kontroll-Zelllinie MEF
PSlres betrdagt die NEP-Genexpression in den mit Lésungsmittel behandelten MEF PS1/2 -/- 71,6%, in
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den mit AB40/42 inkubierten Zellen 80,2% (£ 9,9%, p = 0,43). In MEF APP/APLP2 -/- konnte ebenfalls
kein signifikanter Effekt der supplementierten AB40/42-Peptide auf die NEP-Genexpression festgestellt
werden. Im Vergleich zu MEF WT betrigt diese in den mit Losungsmittel inkubierten Zellen 20,4%, in
den mit AB40/42 inkubierten Zellen 18,8% (£ 2,5%, p = 0,94) (Abb. 14A). Diese Ergebnisse zeigen, dass
AP keine bzw. nur eine untergeordnete Rolle bei der Regulation der Genexpression von NEP zukommt.
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Abb. 14: Einfluss der AB-Supplementierung auf NEP in embryonalen Mausfibroblasten

(A) Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR in MEF PS1/2 -/- (n = 3) und MEF APP/APLP2
-/- (n = 3) nach Inkubation mit synthetischen AB-Peptiden bzw. Wasser. Dargestellt ist die NEP-Genexpression im
Vergleich zu der jeweiligen Kontroll-Zelllinie (MEF PSlres fir MEF PS1/2 -/-, MEF WT fir MEF APP/APLP2 -/-).

(B) Uberpriifung der Aufnahme der supplementierten AB-Peptide durch MEF APP/APLP2 -/-. Nach Inkubation der
Zellen mit synthetischen AP-Peptiden bzw. Wasser wurde das aufgenommene humane AP in den Zelllysaten mittels
Immunprézipitation und Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikdrpers W02 nachgewiesen.

Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 9 Tagen mit 40ng/ml AB40 und 4ng/ml AB42 oder dem Losungsmittel
Wasser behandelt.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant).

MEF PS1/2 -/- = PS1- und PS2-defiziente embryonale Mausfibroblasten; MEF PSlres = mit Wildtyp-PS1 retransfizierter
MEF PS1/2 -/- Zellklon; MEF APP/APLP2 -/- = APP- und APLP2-defiziente embryonale Mausfibroblasten; MEF WT =
Wildtyp embryonale Mausfibroblasten.

(Abb. A modifiziert nach Grimm et al., 2015a, Abb. B modifiziert nach Robinson et al., 2014)

4.2.4 EINFLUSS VON AICD AUF NEP

Im Folgenden wurde der Einfluss eines weiteren y-Sekretase-abhdngigen APP-Prozessierungsprodukts,
AICD, auf die Genregulation von NEP untersucht. Hierzu wurde die Genexpression, der Proteingehalt
und die Aktivitdit von NEP in einer MEF-Zelllinie analysiert, welche eine Defizienz fiir die letzten 15
Aminosduren des APP C-Terminus aufweist (MEF APPACT15). Diese Zelllinie stammt von einer Maus,
bei der der endogene APP-Genlocus durch ein modifiziertes APP-Allel ersetzt wurde, welches fiir die C-
terminal um 15 Aminosduren verkiirzte APP-Deletionsvariante kodiert. Das modifizierte APP-Allel steht
hierbei unter Kontrolle des endogenen chromosomalen APP-Promotors (Ring et al., 2007).

Des Weiteren wurde in Analogie zur der AB-Supplementierung zu PS1/2- bzw. APP/APLP2-defizienten
Zellen die Auswirkung der AICD-Supplementierung auf NEP in MEF APPACT15 untersucht.
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4.2.4.1 Einfluss des APP C-Terminus auf NEP

Zur Bestimmung des Einflusses des APP C-Terminus auf NEP wurden MEF APPACT1S5, die nur ein C-
terminal verkiirztes APP-Konstrukt exprimieren (Ring et al., 2007), hinsichtlich der Genexpression
(3.2.1.5), des Proteingehalts (3.2.3.5, 3.2.3.8-3.2.3.10) und der Enzymaktivitidt (3.2.3.13.2) von NEP
sowie der Gesamt-APB40-Degradation (3.2.3.12) untersucht. Da der in MEF APPACT15 deletierte APP-
Bereich die Konsensussequenz YENPTY beinhaltet, welche fiir die Interaktion mit Adapterproteinen wie
u.a. Fe65 bedeutend ist (Abb. 2A) (Borg et al., 1996), verfiigt diese Zelllinie iiber keine funktionelle
AICD-Doméne.
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Abb. 15: Einfluss des APP C-Terminus auf NEP und die AB-Gesamtdegradation in embryonalen Mausfibroblasten
Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR (n = 8), des NEP-Proteingehalts mittels Western Blot-
Analyse unter Verwendung des Antikdrpers ab951 (n = 7), der NEP-Enzymaktivitit (n = 10) und der AP40-
Gesamtdegradation (n = 5) in MEF APPACT15 und MEF WT. Zur Messung der Gesamt-AB-Degradation wurden die
Lysate der Zellen mit synthetischem humanen AB40 supplementiert und das nach 1Std verbleibende humane AB40 mittels
Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers W02 quantitativ bestimmt. Die AB-Degradation wurde durch
Kehrwertbildung des verbleibenden humanen AB40 berechnet. Zur Einschétzung des Anteils von NEP an der Gesamt-Af-
Degradation wurde zusitzlich die Gesamt-AP40-Degradation in MEF APPACT15-Lysaten in Anwesenheit des NEP-
Inhibitors Thiorphan (50uM) bestimmt.

Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft passagiert (+ 3 Passagen) und bei Erreichen einer Konfluenz
von 100% verwendet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (* p < 0,05; *** p <0,001).

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)

In MEF APPACTI15 konnte im Vergleich zu MEF WT eine signifikante Reduktion der NEP-
Genexpression auf 23,4% (+ 8,1%, p < 0,001) nachgewiesen werden, wobei die Effektstirke vergleichbar
(p = 1,000) mit der in Abb. 12 dargestellten Reduktion der NEP-Genexpression auf 20,4% in
APP/APLP2-defizienten Zellen ist. In den MEF APPACT15-Zellen liegt auch eine signifikante Reduktion
des NEP-Proteingehalts (68,0% = 4,1%, p < 0,001) sowie der NEP-Enzymaktivitit (55,3% + 3,4%, p <
0,001) vor. Letzteres wirkt sich auf die Gesamt-Ap-degradierende Aktivitit in den Zellen aus. Die in den
Lysaten von MEF APPACT15-Zellen vorhandene AB-degradierende Enzymaktivitét ist im Vergleich zu
MEF WT-Zellen signifikant auf 54,7% (£ 2,7%, p < 0,001) reduziert. In Anwesenheit des NEP-Inhibitors
Thiorphan ist dieser Effekt signifikant (p = 0,02) schwicher ausgepragt (68,5 = 4,1%, p < 0,001) (Abb.
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15), was eine Beteiligung der verringerten NEP-Aktivitit an der Reduktion des Ap-Abbaus in
APPACT15-Zellen bestétigt.

4.2.4.2 Einfluss der AICD-Supplementierung auf NEP

Es ist bekannt, dass die Deletion des C-terminalen Bereichs von APP auch Auswirkungen auf den
intrazelluldren Transport von APP und die Produktion von AP hat (Kouchi et al., 1998). Die verringerte
AB-Produktion in den MEF APPACT15-Zellen ist wahrscheinlich auch darauf zuriickzufiihren, dass die
Genexpression von BACE1 durch AICD gesteigert wird (von Rotz et al., 2004). Um dies sowie eine
klonale Heterogenitit als Ursache fiir die Effekte der Deletion des APP C Terminus auf NEP (Abb. 15)
auszuschlieBen, wurden MEF APPACT15 mit synthetischen AICD-Peptiden supplementiert. Im Fall einer
AICD-vermittelten transkriptionellen Regulation von NEP sollte die AICD-Supplementierung zu einer
Anndherung der in diesen Zellen vorhandenen NEP-Genexpression an das Expressionsniveau in WT-
Zellen fiihren. Da die verwendeten verkiirzten AICD-Peptide den letzten 20 C-terminalen Aminoséuren
von APP entsprechen, beinhalten sie das fiir die Interaktion mit Adapterproteinen bzw. die Translokation
in den Nukleus bedeutende YENPTY -Motiv (Borg et al., 1996) (Abb. 2A). Die Inkubation der Zellen mit
den synthetischen AICD-Peptiden erfolgte zum einen lipofektionsbasiert {iber einen kurzen Zeitraum von
12Std und zum anderen iiber einen ldngeren Zeitraum von 9 Tagen (3.2.2.5.1). Bei der Langzeit-AICD-
Inkubation wurde das Inkubationsmedium aufgrund der in der Literatur beschriebenen schnellen AICD-
Degradation (Cupers et al., 2001) im 12Std-Rhythmus gewechselt.

Zunichst wurde die Aufnahme des synthetischen AICDs in MEF APPACT15 unter Verwendung eines
FITC-markierten analogen Peptides iiberpriift. Das genaue Vorgehen zur Analyse der FITC-AICD-
Aufnahme ist in 3.2.3.14 beschrieben. Im Fall einer effizienten Aufnahme des Peptides sollte eine
fluorometrische Detektion des FITC-Signals in den Lysaten der inkubierten Zellen mdglich sein. Wie in
Abb. 16A gezeigt, ist eine effiziente Aufnahme des exogenen FITC-markierten AICDs fiir beide
Inkubationsvarianten festzustellen. Im Fall der lipofektionsbasierten Kurzzeit-Inkubation ist in den
Lysaten der mit FITC-AICD behandelten Zellen eine 2,8-fache (x 0,1-fache, p < 0,001) Erh6hung des
FITC-Fluoreszenzsignals im Vergleich zu den mit Losungsmittel behandelten Zellen nachweisbar. Nach
Langzeit-Inkubation mit FITC-AICD ist das gemessene Fluoreszenzsignal 18-fach (+ 5,1-fach, p = 0,03)
gesteigert (Abb. 16A). Die Langzeitinkubation der Zellen mit FITC-AICD hat demnach eine signifikant
(p =0,012) stirkere Aufnahme der Peptide als die FITC-AICD-Kurzzeitzeitinkubation zur Folge.

Aufgrund einer moglichen Zytotoxizitat verkiirzter AICD-Peptide (Lu et al., 2000; Passer et al., 2000)
wurden die Viabilitdit und der Gesamtproteingehalt der MEF APPACT15-Zellen nach Inkubation mit
AICD-Peptiden bestimmt. Die Bestimmung der Zellviabilitit erfolgte durch Messung der LDH-Aktivitét
in dem Kulturmedium der behandelten Zellen. Das zytosolische Enzym LDH wird im Fall von gestorter
Membranintegritit in Folge von Nekrose von den Zellen freigesetzt. Die Zytotoxizitit wurde relativ zur
Positivkontrolle, dem Zellkulturmedium von abgetdteten Zellen, ermittelt. 0% Zytotoxizitdt wurde
gleichgesetzt mit 100% Zellviabilitdt. Die genaue Vorgehensweise ist in 3.2.2.6 beschrieben. Der
Gesamt-Proteingehalt der Zellen wurde mittels BCA-Test (3.2.3.6) ermittelt.

Da die Supplementierung der MEF APPACT15-Zellen mit AICD im Vergleich zu dem Losungsmittel
weder eine Verdnderung der Viabilitit (99,98% =+ 0,11%, p = 0,86) noch des Gesamt-Proteingehalts
(101,5% = 0,87%, p = 0,33) (Abb. 16B) der Zellen bewirkt, kann eine zytotoxische Wirkung der AICD-
Peptide ausgeschlossen werden.
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Abb. 16: Aufnahme supplementierter AICD-Peptide in embryonale Mausfibroblasten und Einfluss auf die
Zellviabilitit

(A) Die Inkubation von MEF APPACT15 mit FITC-markierten AICD-Peptiden erfolgte lipofektionsbasiert {iber einen
Zeitraum von 12Std (2,5uM FITC-AICD) oder iiber 9Tage (2uM FITC-AICD), als Kontrolle wurden die Zellen mit
Wasser (Losungsmittel) behandelt. Nach Ende der Inkubation wurde die Aufnahme der FITC-AICD-Peptide durch
Messung des FITC-Fluoreszenzsignals in den Lysaten der inkubierten Zellen tiberpriift (lipofektionsbasierte Kurzzeit-
AICD-Inkubation: n = 3; Langzeit-AICD-Inkubation: n = 3).

(B) Viabilitit und Gesamt-Proteingehalt der MEF APPACT15-Zellen nach lipofektionsbasierter, 12-stiindiger Inkubation
mit 2,5uM AICD oder Wasser (Losungsmittel). Die Viabilitit der Zellen wurde nach Ermittlung der Zytotoxizitdt mittels
LDH-Test berechnet (n = 5), der Gesamt-Proteingehalt der Zellen wurde durch BCA-Test aus den Zelllysaten ermittelt (n
=3).

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant; * p < 0,05; *** p <0,001).

MEF APPACT15 = embryonale Mausfibroblasten mit Deletion des APP C-Terminus.

(Abb. A und B modifiziert nach nach Grimm et al., 2015a)

AnschlieBend wurde der Effekt der lipofektionsbasierten Kurzzeit- und der Langzeit-AICD-
Supplementierung auf NEP in den MEF APPACT15-Zellen untersucht. Hierzu wurden die mit AICD-
Peptiden behandelten Zellen mit den mit Losungsmittel behandelten Zellen verglichen und das jeweilige
NEP-Genexpressions- bzw. —Enzymaktivititsniveau in Relation zu dem in MEF WT-Zellen gesetzt.

Die Supplementierung von MEF APPACT15 mit AICD-Peptiden hat fiir beide Inkubationsvarianten eine
Erhohung der Genexpression und Enzymaktivitit von NEP zur Folge. Die lipofektionsbasierte
Kurzzeitinkubation resultiert in einer statistisch nicht signifikanten Erh6hung der NEP-Expression auf
143,6% (£ 29,8%, p = 0,193), was einer particllen Anndherung um 13,3% an das NEP-
Genexpressionsniveau in MEF WT entspricht. Im Fall der Langzeit- AICD-Inkubation ist eine signifikante
Zunahme der NEP-Genexpression auf 168,0% (£ 18,7%, p = 0,002) im Vergleich zu mit Losungsmittel
behandelten Zellen und somit eine Anndherung der NEP-Expression von 20,8% an den entsprechenden
Wildtyp zu verzeichnen (Abb. 17A). Die gesteigerte NEP-Genexpression nach AICD-Supplementierung
resultiert fiir beide AICD-Inkubationsvarianten auch in einer signifikant erhohten NEP-Enzymaktivitét
(lipofektionsbasierte Kurzzeitinkubation: 115,8% = 5,5%, p = 0,014, entsprechend 19,8% Annédherung an
das WT-Niveau; Langzeitinkubation: 120,4% + 4,9%, p = 0,008, entsprechend 25,5% Anndherung an das
WT-Niveau) (Abb. 17B).

76



Ergebnisse

] MEF APPACTI15

B MEFWT
w
00+ 200
4001 |
3004 *k % %
- 7 e
= 2001 p=0,19 < 150
= —_— - %
g z T
) 3 f
S & 100 —I—
~ Z
=
Z  100-
50 4
& & & &
X £ &
ST T FF T
& & S &
SEF N SEF N
FHS UV Fe I
S SEE

Abb. 17: Einflusss der AICD-Supplementierung auf NEP in embryonalen Mausfibroblasten

Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR (A) und der NEP-Aktivitiat (B) in MEF APPACTI15
nach Inkubation mit AICD bzw. dem Losungsmittel Wasser. Die Inkubation der Zellen mit AICD-Peptiden erfolgte
lipofektionsbasiert iiber einen Zeitraum von 12Std (2,5uM AICD) (NEP-Genexpression: n = 4; NEP-Aktivitit: n = 17)
oder iiber 9Tage (2uM AICD) (NEP-Genexpression: n = 10; NEP-Aktivitit: n = 10). Zusitzlich ist das Genexpressions-
und Enzymsaktivitétsniveau von NEP in MEF WT eingezeichnet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (* p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001).

MEF WT = Wildtyp embryonale Mausfibroblasten; MEF APPACT15 = embryonale Mausfibroblasten mit Deletion des
APP C-Terminus.

(Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al., 2015a)

4.2.4.3 Einfluss der AICD50-Expression auf NEP
Die Steigerung der NEP-Genexpression in MEF APPACT15-Zellen durch Supplementierung von AICD
wurde nochmals durch einen genetischen Versuchsansatz verifiziert. Hierzu wurde die NEP-
Genexpression in MEF APPACT15-Zellen bestimmt (3.2.1.5), welche zuvor transient mit einem fiir die
letzten 50 Aminosduren des APP C-Terminus (AICD50, C50) kodierenden Plasmid transfiziert wurden
(3.2.2.3). AICD50 entspricht dem infolge des e-Schnitts generierten AICDs (Abb. 2A) (Gu et al., 2001;
Yu et al., 2001).

Durch die transiente Transfektion von MEF APPACT15 mit einem fiir C50 kodierenden Plasmid konnte
eine Erhéhung der NEP-Genexpression auf 201,9% (= 21,4%, p = 0,009) und somit eine partielle
Anndherung von 31,2% an das Genexpressionsniveau von NEP in MEF WT-Zellen erzielt werden (Abb.
18).
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O MEF APPACTIS Abb. 18: Einfluss der CS50-Expression auf NEP in embryonalen Mausfibroblasten
Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression in MEF APPACT15-Zellen nach

LA transienter Transfektion mit einem fiir die letzten 50 Aminoséduren des APP C-Terminus
LRI (C50) kodierenden Plasmid im Vergleich zu dem entsprechenden Kontrollplasmid (n = 3). Die
5007 Isolation der RNS erfolgte 48Std nach der transienten Transfektion. Zusdtzlich ist das
4001 ors Genexpressionsniveau von NEP in MEF WT eingezeichnet.
3001 Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels
200_/ T zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (** p < 0,01; *** p <0,001).
J_ MEF WT = Wildtyp embryonale Mausfibroblasten; MEF APPACT15 = embryonale
Mausfibroblasten mit Deletion des APP C-Terminus.
(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
100
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4.2.5 MECHANISMEN DER TRANSKRIPTIONELLEN REGULATION VON NEP DURCH AICD

Die in 4.2.4 dargestellten Daten belegen eindeutig eine AICD-abhingige Regulation der NEP-
Genexpression. Laut Literatur sind allerdings nicht alle AICD-Spezies in der Lage, die Expression anderer
Gene zu regulieren. Vor allem die amyloidogene, - und y-Sekretase-abhdngige APP-Prozessierung in
intrazelluldren azidischen Kompartimenten scheint, wie von Belyaev et al. postuliert (Belyaev et al.,
2010), fiir die Entstehung transkriptionell aktiver AICD-Peptide verantwortlich zu sein (Abb. 76).

4.2.5.1 Einfluss der APPswe-Mutation auf NEP

Um den Einfluss einer gesteigerten amyloidogenen APP-Prozessierung auf NEP zu iiberpriifen, wurde die
Genexpression (3.2.1.5) und Aktivitét (3.2.3.13.2) von NEP in SH-SY5Y APPswe-Zellen analysiert. Die
in dieser Zelllinie vorhandene FAD swedish-Doppelmutation in APP (Abb. 2A) bewirkt eine verstirkte
amyloidogene APP-Prozessierung (Citron et al., 1992; Felsenstein et al., 1994). Falls das transkriptionell
aktive AICD primér bei diesem APP-Prozessierungsweg entsteht, wire in den SH-SYS5Y APPswe-Zellen
im Vergleich zu den Wildtyp-APP iiberexprimierenden SH-SY5Y-Zellen ein stimulierender Effekt auf
NEP zu erwarten.

In den SH-SY5Y APPswe-Zellen ist im Vergleich zu SH-SY5Y APP WT-Zellen eine signifikant auf
127,5% (£ 3,3%, p < 0,001) gesteigerte NEP-Enzymaktivitit sowie eine statistisch nicht signifikante
Erhohung der NEP-Genexpression auf 139,6% (= 52,3, p = 0,49) nachweisbar (Abb. 19). Die hohe
Standardabweichung bei Bestimmung der NEP-Genexpression ist auf die geringe Stichprobenanzahl
zuriickzufiihren. Aufgrund des signifikanten Unterschieds der NEP-Enzymaktivitdt zwischen SH-SYS5Y
APPswe und SH-SYS5Y APP WT wurde auf eine Wiederholung der Genexpressionsbestimmung
verzichtet.
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auf NEP
Um den Einfluss der amyloidogenen und nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung auf NEP weiter zu
analysieren, wurden SH-SY5Y-Zellen verwendet, welche die a- bzw. B-Sekretase geschnittenen C-
terminalen APP-Fragmente o-CTF bzw. B-CTF {iiberexprimieren. Die beiden Zelllinien wurden
hinsichtlich der Genexpression (3.2.1.5) und Enzymaktivitét (3.2.3.13.2) von NEP im Vergleich zu SH-
SY5Y WT untersucht.

[l SH-SYSYWT

[ SH-SY5Y o-CTF
W SH-SY5Y B-CTF

150 1

100

*

n.s.

Abb. 19: Einfluss der FAD APPswe-Mutation auf NEP in SH-SYSY-
Zellen

Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR (n = 3) und
der NEP-Enzymaktivitit (n = 15) in SH-SY5Y APPswe und SH-SY5Y APP.
Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft passagiert (£ 3
Passagen) und bei Erreichen einer Konfluenz von 100% verwendet. Die
Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen
wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht
signifikant; *** p < 0,001).

SH-SYSY APP = Wildtyp-APP iiberexprimierende SH-SYS5Y-Zellen; SH-
SYS5Y APPswe = APPswe (K670N/M671L) iiberexprimierende SH-SYS5Y-
Zellen.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)

4.2.5.2 Einfluss der a- und p-Sekretase geschnittenen C-terminalen APP-Fragmente

Abb. 20: Einfluss der a- und B-CTF-Expression auf NEP in SH-
SYS5Y-Zellen

Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR (n
= 3) und der NEP-Enzymaktivitit (n = 8) in SH-SY5Y a-CTF-, SH-
SYSY B-CTF-und SH-SYS5Y WT- Zellen.

Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft passagiert
(= 3 Passagen) und bei Erreichen einer Konfluenz von 100%

sk verwendet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-
test ermittelt (n.s. nicht signifikant; * p <0,05; *** p <0,001).
SH-SY5Y WT = SH-SYS5Y Wildtyp, SH-SY5Y o-CTF = a-CTF-
iberexprimierende SH-SY5Y-Zellen, SH-SY5Y B-CTF = B-CTF-
iiberexprimierende SH-SY5Y-Zellen.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)

T
1
NEP NEP
Genexpression Aktivitit
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Wihrend die Uberexpression von o-CTF keine Auswirkungen auf NEP hat (NEP-Expression: 86,9% =+
9,5%, p = 0,241; NEP-Aktivitit: 100,3% = 6,0%, p = 0,967), resultiert die Uberexpression von B-CTF in
einer signifikant auf 223,5% (£ 36,3%, p = 0,027) erhohten NEP-Genexpression sowie in einer signifikant
auf 192,5% (£ 3,9%, p <0,001) gesteigerten Aktivitit des Enzyms (Abb. 20). Diese Daten belegen, dass
ausschlieBlich das bei der amyloidogenen APP-Prozessierung entstehende AICD eine stimulierende
Wirkung auf NEP besitzt.

4.2.5.3 Einfluss der pharmakologischen a-, - und y-Sekretase-Inhibition auf NEP

Da der Einsatz von - und y-Sekretase-Inhibitoren als therapeutisches Konzept zur Behandlung von AD
diskutiert wird (Ghosh und Osswald, 2014; Golde et al, 2013), wurde die Auswirkung der
pharmakologischen Inhibition der einzelnen Sekretasen (3.2.2.5.2) auf die NEP-Genexpression in SH-
SY5Y-Zellen analysiert (3.2.1.5). Hierzu wurden SH-SYS5Y WT-Zellen vor der Analyse der NEP-
Genexpression 24Std lang mit dem a-Sekretase-Inhibitor GM6001 (5puM, IC50: 1-8,1nM fiir verschiedene
Mitglieder der ADAM-Proteinfamilie (Oh et al., 2004)), dem B-Sekretase-Inhibitor IV (500nM, IC50:
15nM (Stachel et al., 2004)) bzw. dem y-Sekretase-Inhibitor X (2uM, IC50: 48nM fiir AP40-Produktion,
67nM fiir AB42-Produktion (Shearman et al., 2000)) inkubiert. Als Kontrollen wurden mit Losungsmittel
behandelte SH-SYS5Y WT-Zellen verwendet.

[ SH-SY5Y WT + a-Sekretase-Inhibitor

Abb. 21: Einfluss der a-, - und y-Sekretase-
Inhibition auf NEP in SH-SYSY-Zellen
B SH-SYSY WT + y-Sekretase-Inhibitor SH-SY5Y WT-Zellen wurden tiber 24Std mit a (5uM)-,
A B (500nM)- oder y (2uM)-Sekretase-Inhibitor inkubiert.
Die Kontrollzellen wurden mit dem entsprechenden
a2 Volumen DMSO (Loésungsmittel) behandelt.
ns. (A) Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression
100 _I_ Lissungsmittel in SH-SY5Y WT-Zellen nach Inkubation mit Sekretase-
. Inhibitoren bzw. DMSO mittels RT-PCR (a-Sekretase-
ol Inhibitor: n = 6; pB-Sekretase-Inhibitor: n = 3; y-
Sekretase-Inhibitor: n = 3).
(B) Uberpriifung der Wirksamkeit der Sekretase-

B SH-SYSY WT + B-Sekretase-Inhibitor

80

NEP-Genexpression [%]

e Inhibitoren durch Bestimmung des sAPPa-, sAPPp-
bzw. AB-Gehalts im Kulturmedium der behandelten
40 Zellen mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung

der Antikérper W02 und Mbs492139 (sAPPa: n = 5;
sAPPB: n=5; AB: n=4).

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels
zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt

20

B (n.s. nicht signifikant; ** p <0,01; *** p <0,001).
SH-SYS5Y WT = SH-SYS5Y Wildtyp.
120 (Abb. A modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
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Die a-Sekretase-Inhibition in SH-SY5Y WT-Zellen hat keinen Einfluss auf die Genexpression von NEP
(98,3% £ 5,4%, p = 0,764). Im Gegensatz dazu fiihrt die pharmakologische Inhibition der B-Sekretase zu
einer signifikanten Verringerung der NEP-Genexpression auf 80,6% (£ 3,5%, p = 0,005). In einer nahezu
identischen (p = 1,000) Reduktion der NEP-Genexpression resultiert die Behandlung der Zellen mit y-
Sekretase-Inhibitor X (80,7% = 0,6%, p < 0,001) (Abb. 21A). Die Wirksamkeit der Inhibitoren wurde
durch Analyse der sAPPa-, sAPPB- und AP-Spiegel im Zellkulturmedium der behandelten Zellen
iiberpriift (3.2.3.7-3.2.3.10). Der Gehalt an sAPPa ist in den mit a-Sekretase-Inhibitor behandelten Zellen
auf 38,1% (x 4,5%, p < 0,001) reduziert, die Inhibition der p-Sekretase fiihrt zu einer Reduktion des
sAPPB-Gehalts auf 6,3% (x 0,7%, p < 0,001). Die Wirksamkeit des y-Sekretase-Inhibitors konnte durch
eine Reduktion des AB-Gehalts auf 52,2% (£ 7,5%, p = 0,004) nachgewiesen werden (Abb. 21B).

4.2.5.4 Einfluss von IDE auf NEP

Die in Abb. 20 und Abb. 21 dargestellten Daten zeigen, dass ausschlieflich das durch die amyloidogene
APP-Prozessierung entstandene AICD eine stimulierende Wirkung auf die NEP-Genexpression aufweist.
Im Folgenden sollte die Ursache der transkriptionellen Inaktivitdt des bei der nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierung produzierten AICDs untersucht werden. In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass
uv.a. das zytosolisch lokalisierte Enzym IDE fiir die schnelle AICD-Degradation verantwortlich ist
(Belyaev et al.,, 2010; Edbauer et al., 2002; Farris et al., 2003). Diese resultiert in einer kurzen
Halbwertszeit des Peptids von etwa S5min (Cupers et al, 2001). Um zu analysieren, ob die
transkriptionelle Inaktivitdit des von a-CTFs stammenden AICDs auf eine Degradation durch IDE
zuriickzufiihren ist, wurde die NEP-Genexpression in o-CTF-liberexprimierenden SH-SYS5Y-Zellen mit
normaler und reduzierter IDE-Enzymaktivitit untersucht (3.2.1.5). Hierzu wurden mit Kontrollplasmid
transfizierte SH-SY5Y WT-Zellen bzw. SH-SY5Y IDE-Knockdown-Zellen transient mit einem fiir a-
CTF kodierenden Plasmid transfiziert (3.2.2.3).

Wie in Abb. 22 A dargestellt, resultiert die Reduktion der IDE-Genexpression auf 75,9% (+ 10,1%, p =
0,029) (Abb. 22B) in einer auf 157,2% (£ 12,2%, p < 0,001) gesteigerten NEP-Genexpression in SH-
SYS5Y-Zellen mit transienter Expression von a-CTF (Abb. 22A). Diese Daten unterstiitzen das Modell,
dass IDE fiir den schnellen Abbau des bei der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung freigesetzten
AICDs und daher fiir dessen transkriptionelle Inaktivitit verantwortlich ist (Belyaev et al., 2010; Edbauer
et al., 2002; Farris et al., 2003).

Das in Abb. 22A gezeigte Ergebnis wurde nochmals durch Inkubation von SH-SY5Y a-CTF-Zellen mit
Insulin, die zu einer kompetetiven Inhibition von IDE fiihren sollte, verifiziert (3.2.2.5.2).

Auch die Behandlung von SH-SY5Y o-CTF-Zellen mit 10uM Insulin hat eine Erhohung der NEP-
Genexpression zur Folge, sie betrdgt 195,2% (= 6,9%, p < 0,001) (Abb. 23A). Wie in Abb. 23B
dargestellt, ist die IDE-Enzymaktivitit in SH-SY5Y-Zellen unter diesen Konditionen auf 63,1% (£ 2,1%,
p = 0,0018) verringert. Dies bestétigt die in Abb. 22A gezeigten Daten und die These, dass das bei der
nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung entstehende AICD aufgrund seines Abbaus durch IDE
transkriptionell inaktiv ist.
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Abb. 22: Einfluss des IDE-Knockdowns auf
NEP in o-CTF-iiberexprimierenden SH-
SYS5Y-Zellen

(A) Quantitative Bestimmung der NEP-
Genexpression mittels RT-PCR in SH-SYSY
WT (mock) und SH-SYS5Y IDE-KD nach
transienter Transfektion mit einem fir a-CTF
kodierenden Plasmid (n = 10).

Die Zellen wurden vor den Experimenten
vergleichbar oft passagiert (+ 3 Passagen) und
bei Erreichen einer Konfluenz von 80%
transient transfiziert. Die Isolation der RNS
erfolgte 48Std nach der Transfektion.

(B) Uberpriifung der IDE-Knockdown-Effizienz
in SH-SY5Y IDE-KD + a-CTF bzw. SH-SY5Y
WT (mock) + a-CTF (n = 9) mittels RT-PCR.
Die  Fehlerbalken zeigen die  mittlere
Standardabweichung, die Signifikanzen wurden
mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-
test ermittelt (* p <0,05; *** p <0,001).
SH-SYSY WT (mock) + o-CFT = mit
Kontrollplasmid transfizierte SH-SYSY
Wildtyp-Zellen mit transienter Expression von
a-CTF, SH-SY5Y IDE-KD + o-CTF = SH-
SYS5Y IDE-Knockdown-Zellen mit transienter
Expression von a-CTF.

(Abb. A modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
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Abb. 23: Einfluss der pharmakologischen IDE-Inhibition auf NEP in o-CTF iiberexprimierenden SH-SYSY-

Zellen

(A) Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR in SH-SY5Y o-CTF nach Inkubation mit 10puM
Insulin bzw. Wasser (Losungsmittel) iiber 48Std (n = 3).
(B) IDE-Enzymaktivitit in SH-SY5Y WT-Zellen nach Inkubation mit 10uM Insulin bzw. Wasser (Ldsungsmittel) iiber

48Std (n

= 3).

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem

Student’s t-test ermittelt (*** p < 0,001).

SH-SYS5Y a-CTF = a-CTF-iiberexprimierende SH-SYS5Y-Zellen; SH-SYS5Y WT = SH-SYS5Y Wildtyp.
(Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
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4.2.5.5 Einfluss von Fe65 auf NEP

Im Gegensatz zu dem bei der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung freigesetzten AICD scheint das
von B-CTF stammende AICD eine erhohte Stabilitdt aufzuweisen. Es ist bekannt, dass die Bindung von
AICD an das Adapterprotein Fe65 zu einer erhdhten Stabilitdt des Peptids fiihrt (Kimberly et al., 2001).
Dem allgemein favorisierten Modell zufolge transloziert der AICD/Fe65-Komplex in den Nukleus und
bildet dort zusammen mit Tip60 den transkriptionell aktiven AFT-Komplex (Cao und Sudhof, 2001; von
Rotz et al., 2004). Alternativ dazu kann AICD auch Fe65-unabhéngig durch die Interaktion mit JIP1 in
den Nukleus gelangen und dort zusammen mit Tip60 den genregulatorisch aktiven AJT-Komplex bilden
(Scheinfeld et al., 2003; von Rotz et al., 2004). Um zu iiberpriifen, ob Fe65 bzw. der AFT-Komplex an
der transkriptionellen Regulation von NEP durch AICD beteiligt ist, wurde die NEP-Genexpression
(3.2.1.5) und —Enzymaktivitit (3.2.3.13.2) in SH-SYS5Y Fe65-Knockdown-Zellen untersucht.
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Abb. 24: Einfluss des Fe65-Knockdowns auf NEP in SH-SYS5Y-Zellen

(A) Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression mittels RT-PCR (n = 3) und der NEP-Enzymaktivitit (n = 10) in
SH-SY5Y Fe65-KD bzw. SH-SYS5Y WT (mock).

(B) Uberpriifung der Fe65-Knockdown-Effizienz in SH-SYS5Y Fe65-KD-Zellen mittels RT-PCR (n = 3).

Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft passagiert (= 3 Passagen) und bei Erreichen einer Konfluenz
von 100% verwendet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (** p < 0,01; *** p <0,001).

SH-SYS5Y WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte SH-SY5Y Wildtyp-Zellen, SH-SYS5Y Fe65-KD = SH-SYSY
Fe65-Knockdown-Zellen.

(Abb. A modifiziert nach Grimm et al., 2015a)

Die Reduktion der Fe65-Genexpression auf 41,2% (£ 1,9%, p < 0,001) (Abb. 24B) resultiert in einer
signifikant verminderten NEP-Genexpression (63,0% + 5,1%, p = 0,002) und -Enzymaktivitét (71,5% =+
4,0%, p < 0,001) (Abb. 24A). Dies bestitigt eine Beteiligung des Adapterproteins Fe65 an der
transkriptionellen Regulation von NEP durch AICD.
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4.2.6 ANALYSE DER TRANSKRIPTIONELLEN REGULATION VON NEP DURCH AICD IN MURINEM
HIRNGEWEBE

Die in 4.2.1-4.2.5 dargestellten Daten belegen eine AICD-abhingige Genregulation von NEP in

verschiedenen Zellkulturmodellen. Diese Ergebnisse sollten anschlieBend auch in vivo unter Verwendung

mehrerer transgener Mausmodelle (Tab. 6) bestitigt werden.

4.2.6.1 Einfluss der APP-Proteinfamilie auf NEP in vivo
Zunichst wurde die NEP-Genexpression in dem Hirngewebe von APP- und APLP2-Einzel-Knockout-
Maiusen (APP -/- bzw. APLP2 -/-) sowie von Tieren mit kombinierter Defizienz fiir die beiden Proteine
(APP/ APLP2 -/-) analysiert (3.2.1.5).

B Hirngewebe WT Miiuse Abb. 25: Einfluss von APP und APLP2 auf NEP in murinem Hirngewebe
) B Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression im Hirngewebe von APP-/-
o LR T (n=7), APP/APLP2 -/~ (n = 12) und APLP2-/- (n = 12) Méusen im Vergleich
[J Hirngewebe APP/APLP2 -/- Miuse zu WT-Miusen mittels RT-PCR.
B Hirngewebe APLP2 -/~ Miiuse Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen
wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht
120 - signifikant; * p <0,05).

n.s.

WT = Wildtyp-Méuse, APP -/- = APP-Knockout-Méuse, APP/APLP2 -/- =
APP/APLP2-Doppelknockout-Méuse, APLP2 -/- = APLP2-Knockout-Mause.
1007 * % (Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
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Wihrend im Hirngewebe von APP-Einzel- und APP/APLP2-Doppelknockout-Miusen im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren eine signifikante, nahezu identische (p = 1,000) Reduktion der NEP-Genexpression auf
81,3% (£ 8,5%, p = 0,049) bzw. 83,8% (£ 6,1%, p = 0,015) vorliegt, ist im Hirngewebe von APLP2-
Einzelknockout-Mausen keine signifikante Verdnderung der NEP-Genexpression festzustellen (106,2% +
6,1%, p=0,317) (Abb. 25). Diese Ergebnisse belegen eine Funktion von APP, nicht aber von APLP2, bei
der Genregulation von NEP und bestitigen die in Abb. 12 dargestellten Daten aus APP-/APLP2-
defizienten MEF-Zellen in vivo.

4.2.6.2 Einfluss des APP C-Terminus auf NEP in vivo
Der Einfluss des APP C-Terminus auf die NEP-Genexpression in vivo wurde unter Verwendung des
Hirngewebes von Mdusen analysiert (3.2.1.5), die nur ein C-terminal um 15 Aminosduren verkiirztes
APP-Konstrukt (APPACT15) exprimieren. Bei diesen Tieren wurde der endogene APP-Genlocus durch
ein modifiziertes APP-Allel, welches unter Kontrolle des endogenen chromosomalen APP-Promotors
steht, ersetzt (Ring et al., 2007).
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B Hirngewebe WT Miuse Abb. 26: Einfluss des APP C-Terminus auf NEP in murinem

[ Hirngewebe APPACT15 Miiuse Hirngewebe

Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression im Hirngewebe von
APPACT15-Méiusen im Vergleich zu WT-Miusen mittels RT-PCR (n = 15).
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen

Kk wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (*** p <
0,001).
1 ’ : . .
T WT = Wildtyp-Miuse, APPACT15= Maiuse mit Deletion des APP C-
Terminus.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)

Im Vergleich zu Wildtyp-Méusen ist die Genexpression von NEP im Hirngewebe des APPACT15-
Mausmodells signifikant auf 75,8% (£ 5,7%, p < 0,001) reduziert (Abb. 26), was die in vivo-Relevanz der
in Abb. 15 dargestellten, aus MEF APPACT15-Zellen gewonnenen Daten, bestitigt.

4.2.6.3 Einfluss von FAD APP- und PS1-Mutationen auf NEP in vivo

Die NEP-Genexpression wurde auch im Hirngewebe zweier unterschiedlicher FAD-Mausmodelle
untersucht (3.2.1.5). Hierbei handelt es sich um transgene Tiere, welche die bereits beschriebene APPswe-
Mutation alleine oder in Kombination mit der PS1AExon9-Mutation tragen. Die FAD-Mutation
PS1AExon9 fiihrt zu einer reduzierten y-Sekretase-Aktivitdt und einer verringerten AICD-Freisetzung

(Bentahir et al., 2006).
E Hirngewebe WT Miiuse
” H Hirngewebe APPswe Miiuse
O Hirngewebe APPswe/PS1AExon9 Miiuse

150 7

NEP Genexpression [%]

100
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p=0,058

Abb. 27: Einfluss der FAD-Mutationen APPswe und
APPswe/PS1AExon9 auf die NEP-Genexpression in
murinem Hirngewebe

Quantitative Bestimmung der NEP-Genexpression im
Hirngewebe von APPswe- (n = 15) und APPswe/
PS1AExon9- (n = 9) Médusen im Vergleich zu WT-Méusen
mittels RT-PCR.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung,
die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem,
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p < 0,05).

WT = Wildtyp-Méuse, APPswe = Madause mit der
APPswedish-Doppelmutation (K670N/M671L), APPswe/
PS1AExon9 = Miuse mit der APPswedish-Doppel-
mutation (K670N/ M671L) und Deletion des Exons 9 von
PSI.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2015a)
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Die Expression von APPswe und die damit einhergehende verstirkte amyloidogene APP-Prozessierung
(Citron et al., 1992; Felsenstein et al., 1994) fiihrt in vivo, wie auch in SH-SY5Y-Zellen (Abb. 19), zu
einer signifikant auf 149,5% (x 19,4%, p = 0,016) gesteigerten NEP-Genexpression (Abb. 27). Dieses
Ergebnis belegt, dass auch in murinem Hirngewebe eine B-Sekretase-abhingige Regulation von NEP
vorliegt. Im Gegensatz zu APPswe-Mausen weisen Mause mit kombinierter Expression von APPswe und
PS1AExon9 im Vergleich zu Wildtyp-M4&usen eine tendenziell verringerte NEP-Genexpression (78,6% +
10,5%, p = 0,058) auf (Abb. 27). Der Effekt der APPswe-Mutation auf NEP wird im Hirngewebe dieser
Tiere demnach infolge der reduzierten vy-Sekretase-Aktivitdt vollstindig aufgehoben bzw. nahezu
revertiert. Die NEP-Genexpression wird somit auch in vivo sowohl B- als auch y-Sekretase-abhéngig
reguliert.

4.3 EINFLUSS DER MEHRFACH UNGESATTIGTEN FETTSAUREN EPA UND DHA AUF
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Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden in Biochemistry and Cell Biology publiziert:
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Hartmann, T. (2016). Eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid increase the degradation of
amyloid-beta by affecting insulin-degrading enzyme. Biochemistry and cell biology = Biochimie et
biologie cellulaire, 534-542.
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Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, sind mit der AD-Pathologie einhergehende Verdnderungen der
zerebralen Lipidzusammensetzung bekannt, wobei u.a. die Phospholipid- und Fettsdurekomposition
deutliche Verdnderungen aufweist (Grimm et al., 2011a; Grimm et al., 2012b; Mett et al., 2016). So
konnte beispielsweise eine Reduktion der PUFAs EPA und DHA im post mortem Hirngewebe und auch
im Serum bzw. Plasma von AD-Patienten nachgewiesen werden (Conquer et al., 2000) (Soderberg et al.,
1991) (Tully et al., 2003). DHA zdhlt zu den am hiufigsten im Hirngewebe vorkommenden PUFAs, sie
macht etwa 8% des Hirntrockengewichts aus (Muskiet et al., 2006; Sastry, 1985). Der Gehalt von EPA im
Hirnparenchym ist typischerweise 200-300-fach geringer als der DHA-Gehalt (Chen et al., 2009).
Aufgrund der in verschiedenen Studien festgestellten negativen Korrelation zwischen der Aufnahme
dieser Fettsduren und dem AD-/Demenzrisiko bzw. dem Fortschritt der Erkrankung (Barberger-Gateau et
al., 2007; Freund-Levi et al., 2006; Kalmijn et al., 1997; Laitinen et al., 2006; Morris et al., 2003), sollte
im Folgenden der Einfluss von EPA und DHA auf die AB-Degradation analysiert werden.

Als Zellkulturmodell fiir die Untersuchungen wurde die murine Neuroblastom-Zelllinie N2a gewihlt
(4.1.1). Da diese Fettsduren nach ihrer Zufuhr mit der Nahrung im Hirngewebe in Phospholipide integriert
werden (Sarda et al., 1991), erfolgte die Supplementierung der N2a-Zellen mit EPA und DHA durch
Zugabe von 10uM PC20:5 bzw. PC22:6 in das Kulturmedium. Als Kontrollen wurden die ebenfalls in PC
gebundenen gesittigten Fettsduren gleicher Kettenlédnge (PC20:0 bzw. PC22:0) verwendet (Tab. 10), was
die Untersuchung des alleinigen Effekts der in den Fettsdureketten vorhandenen Doppelbindungen
ermoglichte. Die Verwendung von Phospholipiden gleicher Kettenldnge als Kontrolle hat im Vergleich zu
einer Losungsmittelkontrolle zusétzlich den Vorteil, dass die Néhrstoffzufuhr der mit EPA- bzw. DHA
inkubierten Zellen und der Kontrollzellen wéihrend der Inkubation vergleichbar ist.
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Da die PC-Konzentration in humanem Hirngewebe schitzungsweise 23,8mM betrdgt, ist davon
auszugehen, dass die verwendete finale Konzentration der Phospholipide von 10uM im Zellkulturmedium
keinesfalls hoher als die physiologische zerebrale PC-Konzentration ist. Die Abschitzung der PC-
Konzentration in humanem Hirngewebe basiert auf folgender Rechnung:

Betrachtet man die Mittelwerte fiir die graue und weile Substanz von humanem Hirngewebe macht PC
etwa 8,6% des Trockengewichts aus, das mittlere Molekulargewicht der im Hirngewebe vorkommenden
PC-Spezies betragt 768g/Mol (O'Brien und Sampson, 1965). Unter der Annahme, dass 100g
Hirntrockengewicht 100ml entspricht, ergibt sich eine PC-Konzentration von 112mM im
Hirntrockengewicht. Da das Trockengewicht von Hirngewebe etwa 21,25% des Nassgewichts ausmacht,
ist von einer PC-Konzentration von 23,8mM im Gesamtgewicht von humanem Hirngewebe auszugehen.

4.3.1 EINFLUSS VON EPA UND DHA AUF DIE ZELLVIABILITAT

Zur Analyse des Einflusses von EPA und DHA auf die AB-Degradation war zunichst die Etablierung
eines Zellkulturmodells erforderlich. Wie in 3.2.2.5.3 beschricben, wurden N2a-Zellen iiber einen
Zeitraum von 18Std (bzw. 24Std fiir die Messung der Gesamt-AB-Degradation) mit 10uM PC20:5 oder
PC20:0 bzw. 10uM PC22:6 oder PC22:0 in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/ 0,1%) inkubiert.
Die Uberpriifung der Viabilitiit der mit PC inkubierten Zellen erfolgte mittels LDH-Test (3.2.2.6).

1207 Abb. 28: Einfluss von EPA und DHA auf die Viabilitit von N2a-Zellen
Bestimmung der Viabilitit von N2a WT (mock)-Zellen nach 18-stiindiger
100 - Ao didy Inkubation mit 10uM PC20:5 bzw. PC22:6 oder den Kontroll-Lipiden PC20:0

bzw. PC22:0 in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/ 0,1% FCS) (n = 3). Die

50 Viabilitdt der Zellen wurde nach Ermittlung der Zytotoxizitdt mittels LDH-Test

berechnet.
S Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen
E 60 wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht
g signifikant).
'% 10 N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-Zellen.
N

201

PC20:0 PC20:5 PC22:0 PC22:6

Weder PC20:5 noch PC22:6 weisen im Vergleich zu PC20:0 bzw. PC22:0 eine deutliche Zytotoxizitit
auf. Die festgestellten Unterschiede in der Zellviabilitdt betragen weniger als 1,5% und sind statistisch
nicht signifikant (PC20:5: 99,54% + 0,51%, p = 0,59; PC22:6: 98,84% + 0,59%, p = 0,21) (Abb. 28).

4.3.2 EINFLUSS VON EPA UND DHA AUF DIE Af-GESAMTDEGRADATION

Zur Untersuchung des Einflusses von PC-Spezies mit variablen Fettsduren auf die Gesamtdegradation von
AB40 wurde wie in 3.2.3.12 beschrieben vorgegangen. Demnach wurden N2a-Zellen 18Std lang mit
10uM PC und anschliefend 6Std mit 10uM PC in Kombination mit 0,5ug/ml humanem AB40 inkubiert
(3.2.2.5.3). Die bei der anschlieBenden Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) erhaltene Signalintensitét
des verbleibenden humanen AP40 korreliert negativ mit der in den Zellen vorhandenen Ap-
degradierenden Aktivitit. Im Folgenden wurde die Gesamt-AB-Degradation unter Einfluss von PC20:5
im Vergleich zu PC20:0 bzw. von PC22:6 im Vergleich zu PC22:0 betrachtet.
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120 Abb. 29: Einfluss von EPA und DHA auf die Ap-Gesamt-

degradation in N2a-Zellen
100 Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in N2a WT (mock)-
Zellen nach Inkubation mit PC20:5 bzw. PC22:6 im Vergleich zu
den jeweiligen Kontrolllipiden PC20:0 bzw. PC22:0 (PC20:5 n =
9; PC 22:6 n = 11). Die Zellen wurden 18Std mit 10uM PC und
anschlieend 6Std mit 10uM PC + 0,5pg/ml humanem AP40 in
FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/ 0,1% FCS) inkubiert.
rw Dargestellt ist die Quantifizierung des in dem Zellkulturmedium
verbleibenden humanen AB40 mittels Western Blot-Analyse unter
Verwendung des Antikorpers W02.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die

80 fdkk
60 {

40

verbleibendes AP [%]

20 Signifikanzen wurden mittels Post Hoc-Test ermittelt (*** p <
0,001).

N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-
PC20:0 PC20:5  PC22:0 PC22:6 Zellen.

Nach Inkubation der N2a-Zellen mit PC20:5 im Vergleich zu PC20:0 ist eine signifikante Reduktion des
verbleibenden humanen AB40 auf 66,4% (= 7,1%, p < 0,001) zu verzeichnen. In den mit PC22:6
behandelten Zellen liegt eine Verringerung der verbleibenden synthetischen AB40-Peptide auf 39,5% (+
3,2%, p < 0,001) vor (Abb. 29). Diese Daten belegen, dass die PUFAs EPA und DHA im Vergleich zu
den korrespondierenden gesittigten Fettsduren gleicher Kettenldnge stimulierende Effekte auf die Ap-
Degradation haben.

Bei IDE handelt es sich um das Haupt-AB-degradierende Enzym im Kulturmedium von vielen neuronalen
und mikroglialen Zellkulturen (Farris et al., 2003; Qiu et al., 1997; Qiu et al., 1998; Vekrellis et al., 2000).
Um zu tberpriifen, ob die in Abb. 29 dargestellten Effekte von EPA und DHA auf die Gesamt-Af-
Degradation auf einer Stimulation von IDE beruhen, wurde das Experiment unter Verwendung von IDE-
Knockdown-Zellen wiederholt. Hierzu wurde zundchst durch Transfektion mit IDE-shRNS-Plasmiden
(Tab. 18) eine stabile N2a IDE-Knockdown-Zelllinie generiert (3.2.2.4). Mittels Western Blot-Analyse
(3.2.3.8-3.2.3.10) wurde die Knockdown-Effizienz in den hergestellten N2a IDE-Knockdown-Zellen
iberpriift. Des Weiteren wurden diese Zellen hinsichtlich der Gesamt-Ap-Degradation mit den mit
Kontrollplasmid transfizierten Zellen verglichen.

Fiir die mit IDE-shRNS-Plasmid 3 (Tab. 18) transfizierten N2a-Zellen konnte mit 86,9% die stirkste
Reduktion des IDE-Proteingehalts nachgewiesen werden (IDE-Proteingehalt in N2a IDE-Knockdown:
13,1% + 5,4%; p < 0,001) (Abb. 30A). Die Gesamt-AB-Degradation ist in diesen Zellen aufgrund des
stark reduzierten IDE-Proteinspiegels im Vergleich zu den mit Kontrollplasmid transfizierten Zellen
ebenfalls signifikant (p < 0,001) verringert. Nach sechsstiindiger Inkubation auf den Kontrollzellen sind
noch 18,8% (£ 1,9%) der zugegeben humanen AB40-Peptide nachweisbar, bei Verwendung der N2a IDE-
Knockdown-Zellen hingegen 66,7% (% 2,6%) (Abb. 30B).
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Abb. 30: Knockdown-Effizienz und Gesamt-Ap-Degradation in stabilen N2a IDE-Knockdown-Zellen

Quantitative Bestimmung des (A) IDE-Proteingehalts mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers
ST1120 (n = 3) und der (B) Gesamt-AB-Degradation (n = 3) in N2a WT (mock)- und N2a IDE-KD-Zellen. Zur Messung
der Gesamt-Af-Degradation wurde 0,5ug/ml humanes AP40 in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/ 0,1% FCS)
6Std lang auf den Zellen inkubiert. Dargestellt ist die Quantifizierung des in dem Zellkulturmedium verbleibenden
humanen AB40 mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikérpers WO02.

Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft passagiert (+ 3 Passagen) und bei Erreichen einer Konfluenz
von 100% verwendet bzw. mit humanem AB40 inkubiert.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (*** p <0,001).

N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-Zellen, N2a IDE-KD = N2a IDE-Knockdown-Zellen.
(Abb. A modifiziert nach Grimm et al., 2015b; Abb. B modifiziert nach Grimm et al., 2016b)

AnschlieBend wurde die Gesamt-AB-Degradation in den N2a IDE-Knockdown-Zellen unter Einfluss von
PC20:5 bzw. PC22:6 im Vergleich zu PC20:0 bzw. PC22:0 analysiert (3.2.3.12). Die Zellen wurden
hierfiir ebenfalls 18Std lang mit den Phospholipiden (10uM) und anschlieBend 6Std mit den jeweiligen
PC-Spezies und 0,5ug/ml humanem AP40 inkubiert (3.2.2.5.3). Die Quantifizierung des im
Kulturmedium verbleibenden humanen AB40 ist in Abb. 31 dargestellt.

120 .S Abb. 31: Einfluss von EPA und DHA auf die Ap-Gesamt-
_I_ s degradation in N2a IDE-Knockdown-Zellen
0 el Quantitative Bestimmung der AP-Degradation in N2a IDE-KD

nach Inkubation mit PC20:5 bzw. PC22:6 im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrolllipiden PC20:0 bzw. PC22:0 (PC20:5 n = 6; PC
L 22:6 n = 9). Die Zellen wurden 18Std mit 10uM PC und
rc0 rc20s  anschlieBend 6Std mit 10uM PC + 0,5pg/ml humanem AB40
inkubiert. Dargestellt ist die Quantifizierung des in dem
peao pe26  Zellkulturmedium verbleibenden humanen AB40 mittels Western
AB-’l:l Blot Analyse unter Verwendung des Antikorpers W02.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels Post Hoc-Test ermittelt (n.s. nicht
20 signifikant).
N2a IDE KD = N2a IDE-Knockdown-Zellen.
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Bei Verwendung von N2a IDE-Knockdown-Zellen sind die in Abb. 29 gezeigten stimulierenden Effekte
von PC20:5 und PC22:6 auf die AP-Degradation nicht festzustellen. Der Gehalt des verbleibenden
humanen AB40 betragt im Vergleich zu dem jeweiligen Kontrolllipid nach Inkubation mit PC20:5 113,1%
(£ 4,4%, p = 0,67) und nach Behandlung der Zellen mit PC22:6 105,4% (£ 3,0%, p = 0,92) (Abb. 31).

Da sich die Effektstirken von PC20:5 und PC22:6 auf die AB-Degradation bei Verwendung von N2a
Kontroll- und N2a IDE-Knockdown-Zellen signifikant voneinander unterscheiden (PC20:5: p < 0,001;
PC22:6: p < 0,001), ist davon auszugehen, dass die Verdnderungen im AB-Abbau unter Einfluss dieser
Lipide auf eine Stimulation von IDE zuriickzufiihren sind. Im Folgenden wurden die dem zugrunde
liegenden Mechanismen auf der Ebene der Genexpression, des Proteingehalts und der Enzymaktivitdt von
IDE analysiert.

4.3.3 [EINFLUSS VON EPA UND DHA AUF DIE TRANSKRIPTIONELLE REGULATION VON IDE
4.3.3.1 Einfluss von EPA und DHA auf die IDE-Genexpression

Zur Untersuchung des Einflusses von EPA und DHA auf die IDE-Genexpression wurden N2a-Zellen

18Std lang mit 10uM PC20:5, PC22:6 oder den entsprechenden Kontrolllipiden inkubiert (3.2.2.5.3). Die

quantitative Bestimmung der IDE-Genexpression erfolgte anschlieBend mittels RT-PCR (3.2.1.5).

150 Abb. 32: Einfluss von EPA und DHA auf die IDE-Genexpression in

N2a-Zellen

125 *% n.s. Quantitative Bestimmung der IDE-Genexpression in N2a WT (mock)-

T Zellen nach Inkubation mit PC20:5 (n = 4), PC22:6 (n = 7) und den
‘I‘ jeweiligen Kontrolllipiden PC20:0 bzw. PC22:0. Die Zellen wurden vor

der RNS-Isolation iiber einen Zeitraum von 18Std mit 10uM PC inkubiert.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die

751 Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test

ermittelt (n.s. nicht signifikant; ** p <0,01).

504 N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-Zellen.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2016b)
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Wie in Abb. 32 gezeigt, fiihrt die Inkubation der N2a-Zellen mit PC20:5 im Vergleich zu PC20:0 zu einer
signifikant auf 117,6% (+ 3,6%, p = 0,003) erhohten IDE-Genexpression. Im Gegensatz dazu hat PC22:6
keinen signifikanten Effekt auf die Genexpression von IDE (106,7% =+ 11,4%, p = 0,57) (Abb. 32).

4.3.3.2 Einfluss von EPA auf die IDE-Promotoraktivitit
Um zu tberpriifen, ob die gesteigerte Genexpression von IDE nach Inkubation mit PC20:5 (Abb. 32) auf
eine erhohte Aktivitdt des IDE-Promotors zuriickzufiihren ist, erfolgte im Anschluss die Messung der
IDE-Promotoraktivitit unter Einfluss von PC20:5 und dem Kontrolllipid PC20:0. Hierzu wurden N2a
WT-Zellen wie in 3.2.2.3 beschrieben transient mit einem Reporterplasmid transfiziert, welches das fiir
die Gaussia-Luciferase kodierende Gen unter Kontrolle des IDE-Promotors sowie das fiir SEAP
kodierende Gen unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven Promotors beinhaltet. Die Zellen wurden
anschlieBend 18Std lang mit PC20:5 bzw. PC20:0 inkubiert (3.2.2.5.3). Die Gaussia-Luciferase- und
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SEAP-Aktivitdt im Kulturmedium der inkubierten Zellen wurde anschliefend luminometrisch bestimmt.
Zum Ausgleich von moglichen Schwankungen in der Transfektionseffizienz wurde fiir jede Probe der
Messwert der Gaussia-Luciferase-Aktivitdt auf den der SEAP-Aktivitit normiert (3.2.1.6).

150 Abb. 33: Einfluss von EPA auf die IDE-Promotoraktivitit in N2a-Zellen

Quantitative Bestimmung der IDE-Promoraktivitdt in N2a WT-Zellen nach Inkubation mit
125 B PC20:5 und PC20:0 mittels Luciferase-Assay (n = 3). Die Zellen wurden transient mit einem
- IDE-Reporterplasmid (Expression der Gaussia-Luciferase unter Kontrolle des IDE-Promotors,
konstitutive Expression von SEAP) transfiziert und anschieBend iiber einen Zeitraum von
18Std mit 10uM PC20:5 bzw. PC20:0 inkubiert. Dargestellt ist die auf die SEAP-Aktivitdt
normierte Gaussia-Luciferase-Aktivitit im Kulturmedium der inkubierten Zellen.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels
zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (** p < 0,01).

N2a WT = N2a Wildtyp-Zellen.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2016b)
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Die Behandlung der N2a-Zellen mit PC20:5 resultiert im Vergleich zu PC20:0 in einer signifikant auf
116,7% (= 1,4%, p = 0,003) gesteigerten Aktivitit des IDE-Promotors (Abb. 33), was die in Abb. 32
dargestellte Erhohung der IDE-Genexpression auf 117,6% unter Einfluss von PC20:5 erklart
(Effektstirke von EPA auf Genexpression/ Promotoraktivitit von IDE: p = 0,996). Zusammenfassend
belegen diese Ergebnisse eine Aktivierung des IDE-Promotors durch EPA und eine daraus resultierende
Steigerung der IDE-Genexpression.

4.3.4 [EINFLUSS VON EPA UND DHA AUF DIE SEKRETION VON IDE
4.3.4.1 Einfluss von EPA und DHA auf den intra- und extrazelluliren IDE-
Proteingehalt

Es ist bekannt, dass IDE von mikroglialen und neuronalen Zellkulturen sezerniert wird (Farris et al., 2003;
Qiu et al., 1997; Qiu et al., 1998; Vekrellis et al., 2000). Daher wurde nicht nur der intrazellulédre, sondern
auch der extrazelluldre IDE-Proteinspiegel unter Einfluss von EPA und DHA analysiert. Hierzu wurde der
IDE-Proteingehalt in den Lysaten und im Kulturmedium von N2a-Zellen nach Inkubation mit PC20:5,
PC22:6 bzw. den entsprechenden Kontrolllipiden mittels Western Blot-Analyse bestimmt (3.2.2.5.3;
3.2.3.8-3.2.3.10). Eine Verdnderung im Verhiltnis zwischen intra- und extrazellular lokalisiertem IDE
wiirde fiir eine Beeinflussung der IDE-Sekretion durch EPA bzw. DHA sprechen.

Im Vergleich zu PC20:0 fiihrt die Behandlung der Zellen mit PC20:5 zu einem statistisch nicht signifikant
auf 134,6% (= 22,1%, p = 0,26) gesteigerten extrazelluldren IDE-Gehalt und einer signifikanten Erh6hung
des intrazelluldren IDEs auf 116,5% (= 3,6%, p = 0,05). Daraus ergibt sich keine signifikante
Verdnderung im Verhiltnis zwischen extra- und intrazelluldr lokalisierten IDE unter Einfluss von EPA
(109,5% =+ 18,9%, p = 0,77) (Abb. 34A). Die signifikante Erhéhung des IDE-Proteingehalts in den
Lysaten der Zellen nach Inkubation mit EPA ist wahrscheinlich auf die gesteigerte IDE-Genexpression
auf 117,6% (£ 3,6%, p = 0,003) unter Einfluss dieser Fettsdure (Abb. 32) zuriickzufiihren (Effektstirke
von EPA auf Genexpression/ intrazelluldren Proteingehalt von IDE: p = 1,000).
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Unter Einfluss von DHA liegt hingegen eine signifikante Erh6hung des extrazelluldren IDEs auf 128,3%
(£ 5,6%, p=0,01) bei gleichzeitiger tendenzieller Reduktion des intrazelluldren IDEs auf 79,3% (& 7,7%,
p = 0,09) vor. Dies resultiert in einer signifikanten Erhohung des Verhéltnisses zwischen extra- und
intrazelluldrem IDE-Proteingehalt nach Inkubation mit DHA (161,5% =+ 12,2%, p = 0,03) (Abb. 34B),
was auf eine gesteigerte IDE-Sekretion in Anwesenheit dieser Fettsdure schlieBen ldsst.
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Abb. 34: Einfluss von EPA und DHA auf den intra- und
extrazelluliren IDE-Proteinspiegel in N2a-Zellen

Quantitative Bestimmung des IDE-Proteingehalts in den Lysaten
und im Kulturmedium von N2a WT (mock)-Zellen nach 18-
stiindiger Inkubation mit (A) 10uM PC20:5 (IDE intrazellulér: n =
6; IDE extrazelluldr: n = 6) und (B) 10uM PC22:6 (IDE
intrazellulir: n = 5; IDE extrazellulir: n = 6) und der
entsprechenden Kontrolllipide mittels Western Blot-Analyse unter
Verwendung des Antikorpers ST1120. Zusétzlich wurde das
Verhiltnis zwischen dem extra- und intrazelluliren IDE-Gehalt
berechnet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant; * p < 0,05; ** p <
0,01).

N2a WT (mock) =
Wildtyp-Zellen.
(Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al., 2016b)

mit Kontrollplasmid transfizierte N2a
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4.3.4.2 Einfluss von DHA auf die exosomale IDE-Sekretion

Es konnte gezeigt werden, dass IDE u.a. in N2a-Zellen Exosomen-vermittelt in den Extrazelluldrraum
sezerniert wird (Bulloj et al., 2010; Tamboli et al., 2010). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die
Erhohung der IDE-Sekretion und die gesteigerte AB-Degradation unter Einfluss von DHA (Abb. 29, Abb.
34B) auf eine gesteigerte Exosomen-Sekretion zuriickzufiihren sind. Hierzu wurde die Gesamt-
degradation von AP nach Behandlung der Zellen mit PC22:6 im Vergleich zu PC22:0 in Anwesenheit des
Exosomen-Inhibitors GW4869 bzw. dem Losungsmittel DMSO betrachtet. Bei GW4869 handelt es sich
um einen Inhibitor der nSMase, welcher in der Literatur hidufig zur Inhibition der Exosomen-Freisetzung
eingesetzt wird (L1 et al., 2013; Trajkovic et al., 2008). Neben der verringerten Sekretion von Exosomen
ist bei Verwendung von GW4869 daher auch von einem erhohten Verhiltnis von Sphingomyelin zu
Ceramid in den Zellen auszugehen (5.2.4).

Die Zellen wurden zunichst 18Std lang mit PC22:0/DMSO, PC22:6/DMSO, PC22:0/GW4869 oder
PC22:6/GW4869 (3.2.2.5.2, 3.2.2.5.3) und anschlieend iiber 6Std mit den entsprechenden Substanzen in
Kombination mit 0,5ug/ml humanem AP40 inkubiert (3.2.3.12). Die Quantifizierung des nach 6Std
verbleibenden humanen AB40 ist in Abb. 35A dargestellt.
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Abb. 35: AB-Gesamtdegradation in N2a-Zellen unter Einfluss von DHA nach Exosomen-Inhibition

(A) Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in N2a WT (mock) nach Inkubation mit 10uM PC22:6 im Vergleich
zu PC22:0 in Anwesenheit des Exosomen-Inhibitors GW4869 oder des Losungsmittels DMSO (n = 3).

(B) Quantitative Bestimmung der Ap-Degradation in N2a WT (mock) nach Inkubation mit 10uM PC22:0 in
Kombination mit GW4869 oder dem Losungsmittels DMSO (n = 5).

Die Zellen wurden iiber 18Std mit den oben genannten Substanzen und anschlieBend 6Std lang mit diesen in Kombination
mit 0,5ug/ml humanem AB40 inkubiert. Dargestellt ist die Quantitifizierung des in dem Zellkulturmedium verbleibenden
humanen AB40 mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikérpers WO02.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels Post Hoc-Test (A) oder
zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test (B) ermittelt (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-Zellen.

(Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al., 2016b)
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Wie erwartet, flihrt die Inkubation der N2a-Zellen mit PC22:6 im Vergleich zu PC22:0 in Anwesenheit
von DMSO zu einer signifikanten Reduktion des verbleibenden humanen AB40 auf 54,5% (£ 2,2%, p <
0,001). In Anwesenheit des Exosomen-Inhibitors GW4869 ist dieser Effekt ebenfalls feststellbar, die
Reduktion der synthetischen humanen AP40-Peptide ist nach Inkubation mit PC22:6/GW4869 im
Vergleich zu PC22:0/GW4869 jedoch signifikant (p = 0,035) geringer ausgeprigt (verbleibendes humanes
AB: 72,7% £ 4,3%, p = 0,004) (Abb. 35A).

Die Uberpriifung des Effekts von GW4869 auf die Gesamt-AB-Degradation ergab, dass in Anwesenheit
dieses Inhibitors ein signifikant reduzierter Abbau der supplementierten AP-Peptide vorliegt. Nach
Inkubation der Zellen mit PC22:0 und 20uM GW4869 ist im Vergleich zu PC22:0 und DMSO eine
signifikante Erh6hung des verbleibenden humanen AB40 auf 172,4% (x 27,5%, p = 0,03) zu verzeichnen,
was wahrscheinlich auf die bekannte verringerte Exosomen-Sekretion in Anwesenheit von GW4869 und
die damit einhergehende reduzierte Sekretion von IDE zuriickzufiihren ist (Abb. 35B).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der stimulierende Effekt von DHA auf die Ap-
Gesamtdegradation zumindest teilweise auf einer verstirkten exosomalen Sekretion von IDE basiert.

4.3.5 EINFLUSS VON EPA UND DHA AUF DIE IDE-AKTIVITAT

4.3.5.1 Direkter Effekt von EPA und DHA auf die Aktivitit von rekombinantem IDE
Zur Untersuchung des direkten Effekts von EPA und DHA auf die IDE-Enzymaktivitit wurde
rekombinantes humanes IDE 15min lang mit 10uM PC20:5, PC22:6 oder den jeweiligen Kontrolllipiden
in vitro inkubiert. Anschliefend erfolgte die Zugabe des Substrats und die Messung der IDE-
Enzymaktivitit unter Einfluss der verschiedenen Lipide (3.2.3.13.5).
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Abb. 36: Einfluss von EPA und DHA auf die Enzymaktivitit von rekombinantem IDE
Enzymaktivitét von rekombinantem IDE nach in vitro-Inkubation mit 10uM PC20:5, PC22:6 und den Kontrolllipiden
PC20:0 und PC22:0 (n = 6). Rekombinantes humanes IDE wurde 15min lang mit 10uM PC in vitro vorinkubiert bevor
die Zugabe des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH und die Messung der Fluoreszenz erfolgte.
(A) Quantitative Bestimmung der Steigung der Fluoreszenz {iber den gesamten Messbereich.
(B) Kinetischer Verlauf der IDE-Enzymaktivitit unter Einfluss von PC20:0, PC20:5, PC22:0 und PC22:6.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (*** p < 0,001).
(Abb. A modifiziert nach Grimm et al., 2016b)
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Wie in Abb. 36 dargestellt, ist eine Steigerung der IDE-Enzymaktivitit durch EPA und DHA
festzustellen. Nach in vitro-Inkubation mit PC20:5 ist die IDE-Enzymaktivitit im Vergleich zu PC20:0
signifikant auf 268,2% (£ 16,3%, p < 0,001) erhoht. In Anwesenheit von PC22:6 ist die Aktivitdt des
Enzyms im Vergleich zu PC22:0 signifikant auf 520,8% (+ 63,7%, p < 0,001) gesteigert.

4.3.5.2 Bindung von EPA und DHA an rekombinantes IDE

Die in 4.3.5.1 nachgewiesene Beeinflussung der IDE-Enzymaktivitdt durch PC20:5 und PC22:6 konnte
auf eine direkte Interaktion zwischen den Lipiden bzw. den Fettsduren und dem Enzym oder dem Substrat
hindeuten. Mittels Ko-Immunprézipitation und anschlieBender massenspektrometrischer Analyse wurden
die Bindungseigenschaften der verwendeten Lipide zu IDE analysiert. Hierzu wurde rekombinantes
humanes IDE 15min lang mit Mischungen von PC20:5 und PC20:0 (jeweils 10uM) bzw. von PC22:6 und
PC22:0 (jeweils 10uM) inkubiert. Nach Immunprizipitation von IDE wurde das Verhéltnis der ko-
immunprazipitierten Lipide mittels Massenspektrometrie bestimmt (3.2.4.2, 3.2.4.3.2). Da eine
unspezifische Bindung der Lipide an die Protein-G-Sepharose wahrscheinlich ist, wurde das Experiment
auch ohne rekombinantes IDE durchgefiihrt. Das in diesen Proben gemessene PC20:5/PC20:0- bzw.
PC22:6/PC22:0-Verhéltnis wurde als Hintergrundsignal auf 100% gesetzt.

PC20:5/ PC20:0 PC22:6/ PC22:0  Abb. 37: Bindung von EPA und DHA an rekombinantes IDE

ok Quantitative Bestimmung des Verhéltnisses von PC20:5 zu PC20:0 und von
300 T PC22:6 zu PC22:0 nach Ko-Immunprézipitation (IP) mit rekombinantem IDE (n =
l wk 4). Rekombinantes humanes IDE wurde 15min lang mit Mischungen von PC20:5

und PC20:0 (jeweils 10uM) bzw. von PC22:6 und PC22:0 (jeweils 10uM) in
vitro-inkubiert. Mittels Massenspektrometrie wurde das Verhéltnis des ko-
immunprézipitierten PC20:5 bzw. PC22:6 zu PC20:0 bzw. PC22:0 ermittelt. Als
Kontrollen wurden die jeweiligen Lipidverhéltnisse nach Ko-Immunpréizipitation
in Abwesenheit von rekombinantem IDE verwendet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen
wurden mittels zweiseitigem Student’s t-test ermittelt (** p <0,01; *** p <0,001).
(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2016b)
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Wie in Abb. 37 gezeigt, ist das PC20:5/PC20:0- und das PC22:6/22:0-Verhiltnis nach Ko-
Immunprézipitation mit IDE signifikant auf 285,7% (+ 22,1%, p < 0,001) bzw. auf 242,9% (+ 22,5%, p =
0,004) erhoht. Diese Daten belegen eine hohere Bindungsaffinitit von EPA und DHA zu IDE als die in
PC20:0 bzw. PC22:0 enthaltenen gesittigten Fettsduren gleicher Kettenlinge. Als Ursache fiir die
Steigerung der IDE-Enzymaktivitdt unter Einfluss von PC20:5 und PC22:6 (Abb. 36) kann demnach
wahrscheinlich eine direkte Bindung von EPA und DHA an das Enzym angesehen werden. Da das
PC20:5/PC20:0- und das PC22:6/22:0-Verhiltnis nach Ko-Immunprazipitation mit IDE vergleichbar (p =
0,632) stark erhoht ist (Abb. 37), sich der direkte Effekt von PC20:5 und PC22:6 auf die IDE-
Enzymaktivitdt (Abb. 36) allerdings signifikant (p < 0,001) voneinander unterscheidet, ist davon
auszugehen, dass der verdnderten Enzymaktivitit von IDE in Anwesenheit von PC20:5 bzw. PC22:6
zusétzlich weitere Mechanismen zugrunde liegen miissen (5.2.4).
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4.4 EINFLUSS DER FETTSAURE-KETTENLANGE AUF DIE AB-DEGRADATION
Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel vorgestellt werden, sind Bestandteil eines Manuskripts, welches
derzeit fiir die Publikation vorbereitet wird:

Grimm, M.O*., Mett, J.* et al. The effect of lauric acid and myristic acid in coconut oil on Ap-
homeostasis in Alzheimer’s disease. Manuscript in preparation.
* equally contributed

Neben dem Sittigungsgrad konnen Fettsduren auch in der Liange ihrer Kohlenstoftketten variieren. Der
Einfluss der Fettsdure-Kettenldnge auf AD-relevante Mechanismen bzw. das AD-Risiko wurde bislang
nicht umfassend analysiert. In einigen Studien konnte jedoch eine Beeinflussung der Sekretase-Aktivitét
durch die Lange der in Phospholipiden gebundenen Fettsduren nachgewiesen werden (Grimm et al.,
2013a; Holmes et al., 2012).

Im Folgenden wurde der Einfluss der Fettsdure-Kettenldnge auf die AB-Degradation untersucht. In
Analogie zu der Analyse des Effekts von EPA und DHA auf den enzymatischen AB-Abbau (4.3) wurden
hierzu N2a-Zellen mit unterschiedlichen PC-Spezies inkubiert. Hierbei variierte die Linge der in PC
gebundenen Fettsduren und betrug zwischen 10 und 24 Kohlenstoffatomen (Tab. 10). Die Effekte der
einzelnen Fettsiuren wurden mit Palmitinsiure (16:0), die zusammen mit Stearinsiure (18:0) und Olsiure
(18:1) zu den am haufigsten im Hirngewebe vorkommenden Fettsduren zdhlt (Sastry, 1985), verglichen.
Im Anschluss an die Untersuchungen im Zellkulturmodell wurde der Effekt von MCFAs auf die AB-
Degradation auch in vivo in einem Tiermodell analysiert. Da Kokosnussdl eine charakteristische
Fettsdurekomposition mit einem besonders hohen Gehalt an den MCFAs Laurinsdure (12:0) und
Myristinsdure (14:0) aufweist (Tab. 7), wurden hierzu APP- und PSl-transgene Maiuse
(APPswe/PS1AExon9) iiber zehn Wochen mit einer kokosnussolreichen Didt bzw. einer Kontrolldiét
gefiittert (3.1.4.2).

4.4.1 EINFLUSS DER FETTSAURE-KETTENLANGE AUF DIE ZELLVIABILITAT

Um den Einfluss der Fettsdure-Kettenldnge auf die AB-Degradation zu analysieren, war zunédchst die
Etablierung eines Zellkulturmodells erforderlich. Hierzu wurden N2a-Zellen {iber einen Zeitraum von
18Std mit den PC-Spezies unterschiedlicher Fettsdure-Kettenldnge (10uM) inkubiert (3.2.2.5.3). Die
Viabilitdt der Zellen nach Inkubation mit den verschiedenen PC-Spezies wurde nach Ermittlung der
Zytotoxizitdt mittels LDH-Test berechnet (3.2.2.6).

Wie in Abb. 38 und Tab. 27 dargestellt, hat die Fettsdure-Kettenldnge keinen Einfluss auf die Viabilitét
der Zellen.
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Tab. 27: Statistik des Einflusses der Fettsiiure-Kettenliinge auf die Viabilitit von N2a-Zellen
PC10:0 PC12:0 PCI14:0 PC18:0 PC20:0 PC22:0 PC24:0

Zellviabilitét [% von PC16:0] 99,6 99,9 99,7 99,9 100,2 99,6 100,1
StabwM [%] 0,7 0,3 0,2 0,05 0,1 0,3 0,2
Signifikanz [zu PC16:0] 0,61 0,76 0,32 0,60 0,44 0,31 0,83
n-Zahl 3 3 3 3 3 3 3

4.4.2 EINFLUSS DER FETTSAURE-KETTENLANGE AUF DIE Af-GESAMTDEGRADATION

Der Einfluss der Fettsdure-Kettenldnge auf die Ap-Gesamtdegradation wurde wie in 3.2.3.12 beschrieben
untersucht. Nach 18-stiindiger Vorinkubation der N2a-Zellen mit 10uM PC10:0 — PC24:0 wurden die
Zellen iiber einen Zeitraum von 6Std mit den entsprechenden PC-Spezies (10uM) in Kombination mit
0,5ug/ml  synthetischem, humanem AP40 inkubiert (3.2.2.5.3). Das Ergebnis der quantitativen
Bestimmung der nach dieser Zeit verbleibenden humanen AP40-Peptide in Abhédngigkeit von der
Fettsdure-Kettenlidnge ist in Abb. 39A dargestellt.

Aus der Quantifizierung des verbleibenden humanen AB40 ergibt sich im Vergleich zu PC16:0 ein
signifikanter, stimulierender Effekt von MCFAs (PC10:0 - PC14:0) sowie eine inhibierende Wirkung der
in PC22:0 und PC24:0 enthaltenen langkettigen Fettsduren (engl. long chain fatty acids, LCFAs) auf den
AB40-Abbau. Nach Inkubation mit PC20:0 liegt ebenfalls eine Reduktion der AP-Degradation vor, der
Effekt ist allerdings statistisch nicht signifikant (Abb. 39A, Tab. 28). Da PC16:0 aufgrund dessen, dass
Palmitinsdure (16:0) zu den héufigsten im Hirngewebe vorkommenden gesdttigten Fettsduren zdhlt
(Sastry, 1985), willkiirlich als Kontrolllipid ausgewihlt wurde, wurde auch die Korrelation zwischen der
Fettsdure-Kettenlinge und der AB-Degradation berechnet. Wie in Abb. 39B dargestellt, ergibt sich aus
den Daten eine signifikante, positive Korrelation zwischen der Menge des verbleibenden humanen AB40
und der Kettenlinge der in PC enthaltenen Fettsduren (R* = 0,76; p = 0,005).
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Tab. 28: Statistik des Einflusses der Fettsiure-Kettenlinge auf die Ap-Gesamtdegradation in N2a-Zellen
PC10:0 PC12:0 PCI14:0 PC18:0 PC20:0 PC22:0 PC24:0

verbleibendes AB [% von PC16:0] 70,9 69,5 58,0 101,4 119,4 180,3 141,2

StabwM [%] 6,5 7,7 1,4 6,8 10,7 9,9 7,0
Signifikanz [zu PC16:0] 0,01 0,03 <0,001 0,87 0,20 <0,001 <0,001
n-Zahl 5 3 3 4 3 4 6

Um zu iiberpriifen, ob eine Beeinflussung von IDE durch die Kettenldnge der Fettséduren vorliegt, wurde
die Analyse der AP40-Gesamtdegradation in Abhidngigkeit von der Fettsdure-Kettenldnge wie oben
beschrieben unter Verwendung von N2a IDE-Knockdown-Zellen (Abb. 30) wiederholt.

Bei der Inkubation von N2a IDE-Knockdown-Zellen zeigt im Vergleich zu PC16:0 nur PC12:0 einen
signifikanten Effekt auf das verbleibende AB40, in Anwesenheit dieser PC-Spezies ist das humane AB40
signifikant auf 81,9% (£ 1,5%, p = 0,01) reduziert (Abb. 40A, Tab. 29). Wie in Abb. 40B dargestellt,
konnte bei dieser Zelllinie keine Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenldnge und der AB-Degradation
festgestellt werden (R* =0,17; p=0,31).
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Tab. 29: Statistik des Einflusses der Fettsiure-Kettenliinge auf die Ap-Gesamtdegradation in N2a IDE-

Knockdown-Zellen

PC10:0 PC12:0 PC14:0 PC18:0 PC20:0 PC22:0 PC24:0
verbleibendes AB [% von PC16:0] 103,8 81,9 89,0 105,2 104,8 108,0 96,0
StabwM [%] 7,4 1,5 2,0 5,2 2,6 4,4 8,7
Signifikanz [zu PC16:0] 0,69 0,01 0,06 0,48 0,38 0,25 0,71
n-Zahl 3 3 3 3 3 3 3

Diese Daten deuten darauf hin, dass die beobachteten Fettsdure-Kettenldnge-abhingigen Effekte auf den
AP40-Abbau auf eine Verdnderung der IDE-Aktivitit zuriickzufiihren sind. Im Folgenden wurde daher
der Einfluss der Fettsdure-Kettenlinge auf die Genexpression, den Proteinspiegel und die Aktivitit von

IDE analysiert.
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4.4.3 EINFLUSS DER FETTSAURE-KETTENLANGE AUF DIE IDE-GENEXPRESSION

Die Kettenlidnge-abhingige Auswirkung der in PC enthaltenen Fettsduren auf die Genexpression von IDE
wurde mittels RT-PCR (3.2.1.5) nach Inkubation der N2a-Zellen mit PC10:0 — PC24:0 untersucht
(3.2.2.5.3).
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Tab. 30: Statistik des Einflusses der Fettsiure-Kettenlinge auf die IDE-Genexpression in N2a-Zellen

PC10:0 PC12:0 PC14:0 PC18:0 PC20:0 PC22:0 PC24:0

IDE-Expression [% von PC16:0]  113,3 108,5 96,6 100,7 107,1 88,2 91,6

StabwM [%] 6,7 1,8 6,5 8,9 10,2 5.4 6,6
Signifikanz [zu PC16:0] 0,09 0,003 0,61 0,94 0,51 0,07 0,25
n-Zahl 4 4 7 4 4 4 4
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Die Genexpression von IDE ist nach Inkubation mit PC12:0 signifikant erhoht (108,5% + 1,8%, p =
0,003). Wihrend die Supplementierung von PC10:0 ebenfalls zu einer tendenziell gesteigerten IDE-
Genexpression flihrt (113,3% = 6,7%, p = 0,09), ist diese nach Behandlung der Zellen mit PC22:0
tendenziell reduziert (88,2% =+ 5,4%, p = 0,07). Die Effekte von PC10:0 und PC22:0 sind allerdings
statistisch nicht signifikant (Abb. 41 A, Tab. 30).

Wie in Abb. 41B dargestellt, besteht eine schwache, aber dennoch signifikante (p = 0,03) Korrelation
zwischen der Genexpression von IDE und der Fettsdure-Kettenldnge. Die einzelnen Fettsduren bewirken
allerdings nur geringe und meist nicht signifikante Verdnderungen der IDE-Genexpression, weshalb
davon auszugehen ist, dass die Fettsdure-Kettenldnge-abhingigen Effekte auf die AB-Gesamtdegradation
(Abb. 39) nur bedingt auf eine Beeinflussung der Genexpression von IDE zuriickzufiihren sind.

4.4.4 [EINFLUSS DER FETTSAURE-KETTENLANGE AUF DIE SEKRETION VON IDE

Neben der Genexpression konnte sich die Fettsdure-Kettenldnge auch auf den IDE-Proteingehalt durch
Verianderungen der Proteinstabilitit oder von Protein-Transportprozessen auswirken. Um dies zu
untersuchen, wurde mittels Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) der IDE-Proteingehalt im
Zellkulturmedium (3.2.3.2) und in den Lysaten (3.2.3.4) von N2a-Zellen nach Inkubation mit PC-Spezies
unterschiedlicher Fettsdure-Kettenldnge (3.2.2.5.3) bestimmt.
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Abb. 42: Einfluss der Fettsiure-Kettenléinge auf den intra- und extrazelluliren IDE-Proteinspiegel in N2a-Zellen
Quantitative Bestimmung des IDE-Proteingehalts in den Lysaten und im Kulturmedium von N2a WT (mock)-Zellen nach
18-stiindiger Inkubation mit 10uM PC10:0 — PC24:0 mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers
ST1120. Als Kontrolllipid wurde PC16:0 verwendet.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant; * p <0,05; ** p <0,01).
N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-Zellen.
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Tab. 31: Statistik des Einflusses der Fettsiure-Kettenlinge auf den intra- und extrazelluliiren IDE-Proteinspiegel
in N2a-Zellen

PC10:0 PC12:0 PC14:0 PC18:0 PC20:0 PC22:0 PC24:0

Extrazelluldrer IDE-Gehalt

[% von PC16:0] 149,5 127,6 133,0 100,8 75,3 129,4 94,0
StabwM [%] 15,2 8,9 7,5 8,2 5,5 5,7 9,0
Signifikanz [zu PC16:0] 0,01 0,05 0,02 0,94 0,03 0,01 0,60
n-Zahl 6 4 3 3 3 4 6
Intrazelluldrer IDE-Gehalt

[% von PC16:0] 87,4 80,3 98,1 152,2 125,9 105,4 92,6
StabwM [%] 6,6 10,0 10,4 13,0 19,8 10,9 5,5
Signifikanz [zu PC16:0] 0,19 0,17 0,88 0,04 0,32 0,68 0,37
n-Zahl 4 3 4 3 3 4 4
Quotient extrazelluldrer/ 1,71 159 1.36 0.66 0,60 123 1,02

intrazelluldrer IDE-Gehalt

Im Vergleich zu PC16:0 bewirken PC-Spezies mit MCFAs (PC10:0-PC14:0) einen signifikanten Anstieg
des im Kulturmedium der Zellen vorhandenen IDE-Proteingehalts. Gleichzeitig ist eine statistisch nicht
signifikante Reduktion des intrazelluldr lokalisierten IDEs unter Einfluss von PC10:0 und PC12:0 zu
verzeichnen. Im Gegensatz dazu zeigen LCFAs keinen einheitlichen Effekt auf die intra- und
extrazelluldren IDE-Spiegel. Die Inkubation mit PC18:0 und PC20:0 resultiert in einem gesteigerten
intrazelluldren IDE-Gehalt, der Gehalt an extrazellular lokalisiertem IDE ist nach Inkubation mit PC18:0
unverdndert und im Fall von PC20:0 signifikant reduziert. Die Behandlung der Zellen mit PC22:0 fiihrt zu
einer signifikanten Erhohung des extrazelluldiren IDEs bei unverdndertem intrazellulirem IDE-
Proteinspiegel. Unter Einfluss von PC24:0 ist weder der intra- noch der extrazelluldre IDE-Proteingehalt
signifikant verdndert (Abb. 42,Tab. 31).

Zur besseren Einschitzung des Effekts der Fettsdure-Kettenlinge auf die IDE-Sekretion wurde der
Quotient aus dem extrazelluldren und dem intrazellularen IDE-Proteingehalt nach Behandlung der Zellen
mit PC-Spezies unterschiedlicher Fettsdure-Kettenlinge gebildet. Im Bereich einer Fettsdure-Kettenldnge
von 10 bis 20 Kohlenstoffatomen nimmt das Verhiltnis zwischen extra- und intrazellulirem IDE-
Proteingehalt stetig ab (Tab. 31), was auf eine Steigerung der IDE-Sekretion mit abnehmender Fettsdure-
Kettenlidnge hinweist.

Im Folgenden wurde {iberpriift, ob diese Effekte IDE-spezifisch sind oder ob generell eine Beeinflussung
der Proteinsekretion durch die Fettsdure-Kettenlinge vorliegt. Hierzu wurden N2a-Zellen transient mit
einem fir SEAP kodierenden Plasmid transfiziert (3.2.2.3) und anschlieBend mit PC-Spezies
unterschiedlicher Fettsdure-Kettenlinge inkubiert (3.2.2.5.3). Bei der SEAP handelt es sich um die
verkiirzte Form der alkalischen Phosphatase, die von den Zellen aufgrund des fehlenden
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Ankers iiber den klassischen Sekretionsweg in sekretorischen
Vesikeln sezerniert wird. Zur Messung der SEAP-Aktivitdt im Kulturmedium der behandelten Zellen
wurde wie in 3.2.2.7 beschrieben vorgegangen.
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16 Abb. 43: Einfluss der Fettsiure-Kettenlinge auf die Sekretion der

140 4 sekretorischen alkalischen Phosphatase (SEAP) in N2a-Zellen
Quantitative Bestimmung der SEAP-Aktivitdt im Kulturmedium von N2a
120 - e X WT-Zellen nach transienter Transfektion mit einem fir SEAP
—=_ [ ns. M5 kodierenden Plasmid und 18-stiindiger Inkubation mit 10pM PC10:0 -
100 —— B PC20:0. Als Kontrolllipid wurde PC16:0 verwendet. Die SEAP-Aktivitit

im Kulturmedium der inkubierten Zellen wurde mittels SEAP-
Aktivititsassay ermittelt.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (n.s. nicht signifikant; * p <0,05; ** p <0,01).

N2a WT = N2a Wildtyp-Zellen.
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Tab. 32: Statistik des Einflusses der Fettsiure-Kettenlinge auf die Aktivitit der sekretorischen alkalischen
Phosphatase (SEAP) im Kulturmedium von N2a-Zellen

PC10:0 PC12:0 PC14:0 PCI18:0 PC20:0

SEAP-Aktivitit 109,2 113,8 95,1 102,2 105,3

[% von PC16:0]

StabwM [%] 1,7 2,4 1,0 2,0 2,2
Signifikanz [zu PC16:0] 0,01 0,01 0,04 0,36 0,08
n-Zahl 3 3 3 3 3

Wie in Abb. 43 und Tab. 32 dargestellt, wird auch die SEAP-Sekretion leicht durch die Fettsiure-
Kettenlidnge beeinflusst. Nach Behandlung der Zellen mit PC10:0 und PC12:0 ist im Vergleich zu PC16:0
eine signifikant auf 109,2% (= 1,7%, p = 0,01) bzw. 113,8% (£ 2,4%, p = 0,01) gesteigerte SEAP-
Aktivitdt im Kulturmedium der Zellen nachweisbar. PC14:0 bewirkt eine leichte Reduktion der SEAP-
Aktivitdt, PC18:0 und PC20:0 haben im Vergleich zu PC16:0 hingegen keinen Effekt auf die Sekretion
der SEAP.

Um die Auswirkungen der Fettsdure-Kettenldnge auf die Proteinsekretion iiber das TGN und die IDE-
spezifische Proteinsekretion besser vergleichen zu konnen, wurden die Korrelationen zwischen der
Fettsdure-Kettenldnge und des Quotienten aus extrazellulirem und intrazellulirem IDE-Proteingehalt
bzw. der extrazelluldren SEAP-Aktivitdt berechnet.

Im Bereich von PC10:0 bis PC20:0 liegt eine signifikante, negative Korrelation zwischen der Fettsdure-
Kettenlinge und dem Quotienten aus extra- und intrazellulirem IDE-Gehalt vor (R* = 0,97; p < 0,001)
(Abb. 44A). Trotz des signifikanten Effekts einzelner PC-Spezies auf die SEAP-Sekretion (Abb. 43)
konnte hingegen keine Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenldinge und der Sekretion von SEAP
festgestellt werden (R* = 0,16; p = 0,43) (Abb. 44A). Eine Abnahme der Fettsiure-Kettenlinge bewirkt
demzufolge eine spezifische Steigerung der Sekretion von IDE.

Wie in Abb. 44B dargestellt, korreliert der fiir PC10:0 bis PC20:0 berechnete Quotient aus extra- und
intrazellulirem IDE-Gehalt des Weiteren negativ mit der in Abb. 39A gezeigten Menge des
verbleibenden humanen AB40 bei Bestimmung der Gesamt-Ap-Degradation in N2a-Zellen (R* = 0,78; p
=0,02).
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A Abb. 44: Korrelation zwischen der
9 Quotient extraz./ intraz. IDE x 100 SEAP-Aktivitiit [%] Fettsiiure-Kettenliinge und der IDE-
Sekretion bzw. der Gesamt-Ap-
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Obwohl eine signifikante Korrelation nicht mit einer Kausalitit gleichgesetzt werden darf, deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die positive Wirkung der MCFAs in PC10:0 bis PC14:0 bzw. der leicht
inhibierende Einfluss von PC20:0 auf die Gesamt-AB-Degradation auf einer mit steigender Fettsdure-
Kettenldnge stetig abnehmenden IDE-Sekretion basieren konnte. Der Inhibition der AB-Degradation unter
Einfluss von PC22:0 und PC24:0 (Abb. 39 A, Tab. 28) scheint allerdings ein anderer Mechanismus
zugrunde zu liegen. Aus diesem Grund wurde im Folgenden der direkte Effekt der Fettsdure-Kettenlinge
auf die IDE-Enzymaktivitét analysiert.
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4.4.5 EINFLUSS DER FETTSAURE-KETTENLANGE AUF DIE ENZYMAKTIVITAT VON

REKOMBINANTEM IDE

Zur Untersuchung des direkten Effekts der Fettsdure-Kettenldnge auf die IDE-Aktivitit wurde
rekombinantes humanes IDE vor der Zugabe des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH 15min lang in
vitro mit PC unterschiedlicher Fettsdure-Kettenlinge vorinkubiert. Das genaue Vorgehen ist in 3.2.3.13.5

beschrieben.
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Abb. 45: Einfluss der Fettsiure-Kettenlinge auf die IDE-Enzymaktivitit

Enzymaktivitét von rekombinantem IDE nach in vitro-Inkubation mit 10uM PC10:0 - PC24:0. Rekombinantes

T
24

humanes IDE wurde 15min lang mit 10uM PC in vitro vorinkubiert bevor die Zugabe des Substrats Mca-
RPPGFSAFK(Dnp)-OH und die Messung der Fluoreszenz erfolgte. Als Kontrolllipid wurde PC16:0 verwendet.
(A) Quantitative Bestimmung der Steigung der Fluoreszenz iiber den gesamten Messbereich. Die Signifikanzen wurden

mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant; ** p < 0,01; *** p <0,001).

(B) Kinetischer Verlauf der IDE-Enzymaktivitit unter Einfluss von PC16:0 — 24:0.
(C) Korrelation zwischen der IDE-Enzymaktivitit und der Fettsdure-Kettenlédnge im Bereich von PC16:0 — PC24:0.
(D) Korrelation zwischen der IDE-Enzymaktivitit und der Fettsdure-Kettenlédnge im Bereich von PC10:0 — PC24:0.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung. R* = BestimmtheitsmaB der linearen Regression, p =

Signifikanz der Korrelation.
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Tab. 33: Statistik des Einflusses der Fettsiiure-Kettenliinge auf die Aktivitit von rekombinantem IDE
PC10:0 PC12:0 PC14:0 PC18:0 PC20:0 PC22:0 PC24:0

IDE-AKktivitét [% von PC16:0] 114,5 105,5 99,7 58,0 62,9 46,7 23,0

StabwM [%] 14,8 7,8 7,9 8,5 11,0 2,1 4,0
Signifikanz [zu PC16:0] 0,37 0,55 0,97 <0,001 0,01 <0,001 <0,001
n-Zahl 6 6 6 6 6 6 6

Wihrend MCFAs im Vergleich zu dem Kontrolllipid PC16:0 keinen statistisch signifikanten Effekt auf
die IDE-Aktivitdt haben, weisen alle PC-Spezies mit LCFAs eine hemmende Wirkung auf die Aktivitét
des Enzyms auf. Die stirksten Effekte haben hierbei PC22:0 und PC24:0, die im Vergleich zu PC16:0
eine signifikante Reduktion der IDE-Enzymaktivitit auf 46,7% bzw. 23,0% bewirken (Abb. 45A + B,
Tab. 33). Wie in Abb. 45C dargestellt, besteht eine signifikante negative Korrelation zwischen der
Fettsiure-Kettenlinge und der IDE-Aktivitit im Bereich von PC16:0 bis PC24:0 (R* = 0,87; p = 0,02).
Trotz des statistisch nicht signifikanten Effekts von PC10:0, PC12:0 und PC14:0 auf die IDE-
Enzymaktivitit bei Vergleich mit PC16:0 kann auch bei Inklusion der MCFAs eine signifikante
Korrelation zwischen der Fettsiure-Kettenlinge und der IDE-Enzymaktivitit festgestellt werden (R* =
0,92; p < 0,001) (Abb. 45 D). Der direkte, inhibierende Effekt von LCFAs auf die IDE-Aktivitét stellt
eine mogliche Erklirung fiir die verringerte AP-Gesamtdegradation unter Einfluss von PC22:0 und
PC24:0 (Abb. 39A, Tab. 28) dar.

4.4.6 EINFLUSS EINER MIT MITTELKETTIGEN FETTSAUREN ANGEREICHERTEN DIAT AUF DIE Af-
DEGRADATION IM APPSWE/PSIAEXON9-MAUSMODELL

In den vorherigen Abschnitten konnte eine positive Beeinflussung der AB-Degradation durch MCFAs in
einem Zellkulturmodell gezeigt werden. Der diesen Effekten zugrunde liegende Mechanismus stellt eine
verstirkte Sekretion von IDE in den Extrazelluldrraum dar, welche zu einer gesteigerten Degradation der
extrazellulér lokalisierten AB-Peptide fiihrt.

Um die Relevanz dieses Mechanismus auch in vivo zu liberpriifen, wurde in Kooperation mit Prof. Dr.
Heikki Tanila (Kuopio, Finnland) eine Fiitterungsstudie durchgefiihrt. Hierbei wurden neun acht Wochen
alte APPswe/PSIAE9-Miuse liber einen Zeitraum von zehn Wochen mit Kokosnussél-angereichertem
Futtermittel gefiittert. Da Kokosnussol einen hohen Anteil an MCFAs aufweist (Tab. 7), sollte die
kokosnussolreiche Diédt zu einem erhohten Gehalt dieser Fettsduren im Korper der Tiere fithren. Eine
zweite Gruppe von neun Méusen erhielt als Vergleichsdidt ein isokalorisches, mit Sonnenblumendl
angereichertes Futtermittel, welches iiber einen hohen Anteil an Olsdure (18:1) verfiigt. Die genaue
Didtzusammensetzung und die Vorgehensweise des Fiitterungsexperiments sind in 3.1.4.2 beschrieben.
Nach der Totung der Tiere wurden fiir die folgenden Analysen das Hirngewebe sowie das Serum
verwendet.

4.4.6.1 Uberpriifung der Aufnahme und Metabolisierung mittelkettiger Fettsiuren aus
einer kokosnussolreichen Diiit durch APPswe/PS1AExon9-Miiuse
Bei Laurinsdure (12:0) und Myristinsdure (14:0) handelt es sich um die am héufigsten in Kokosnussol
vorkommenden Fettsiuren (Tab. 7). Zur Uberpriifung der Aufnahme dieser Fettsiuren aus der mit
Kokosnussdl angereicherten Didt wurden die frontalen Kortizes und das Serum der entsprechend
geflitterten Tiere mittels Massenspektrometrie auf den Gehalt an Laurinsdure (12:0) und Myristinsdure
(14:0) hin untersucht (3.2.4.3.1). Als Kontrollen dienten die mit der Vergleichsdiét gefiitterten Tiere. In
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den Proben wurde der Gehalt von PCaa30:0, Lyso-PCal2:0, Lyso-PCal4:0 sowie der Carnitine C12:0
und C14:0 bestimmt. PCaa30:0 reprisentiert u.a. PC-Spezies, in denen Glycerin mit Laurin (12:0)- bzw.
Mpyristinsdure (14:0) in Kombination mit den am hiufigsten vorkommenden Fettsduren Palmitin (16:0)-
und Stearinsdure (18:0) (Berg et al., 2002; Sastry, 1985) verestert ist. Lyso-PCal2:0 und Lyso-PCal4:0
werden nach der Hydrolyse der Fettsduren durch die Aktivitit von Phospholipasen aus den
entsprechenden PC-Spezies gebildet. Die Carnitine C12:0 und C14:0 entstehen wihrend des Transports
der Fettsduren in die Mitochondrien, wo deren Abbau durch die B-Oxidation stattfindet. Da das
Hirnmaterial stark limitierend war, wurden fiir die Analysen die Homogenate der frontalen Kortizes von
jeweils drei Tieren aus einer Gruppe vereinigt. Als Kontrolle wurden die Proben auch auf ihren
Palmitinsdure (16:0)- und Stearinsdure (18:0)-Gehalt hin untersucht, welcher von der Kokosnussol
angereicherten Diét nicht beeinflusst sein sollte.

A Abb. 46: Aufnahme mittelkettiger
160 Fettsiiuren aus einer
% kokosnussolreichen Diiit in das
Hirngewebe und das Serum von

APPswe/PS1AExon9-Miiusen
Quantitative Bestimmung von
Kontroll-  PCaa30:0, Lyso-PCal2:0, Lyso-
diit PCal4:0 und der Carnitine C12:0 bzw.
C14:0 im (A) frontalen Kortex (n = 3,
vereinigte Homogenate der frontalen
Kortizes von jeweils drei Tieren) und
B) Serum m = 5) von
APPswe/PS1AExon9-Méusen nach
Verabreichung einer mit Kokosnussol
angereicherten Didt im Vergleich zur
Kontrolldidt mittels Massenspektro-
metrie. Zusédtzlich ist der Gehalt von
PCaa38:0, Lyso-PCal6:0, Lyso-
PCal8:0 und der Carnitine C16:0 bzw.
C18:0 dargestellt. Die Tiere wurden
iiber einen Zeitraum von zehn Wochen
o mit einer mit Kokosnuss- oder
Sonnenblumendl angereicherten Diét

gefiittert.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung, die Signifikanzen
wurden mittels zweiseitigem,
n.s. ungepaartem Student’s t-test ermittelt
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Tab. 34: Statistik der Aufnahme mittelkettiger Fettsduren aus einer kokosnussolreichen Diit in das Hirngewebe
und das Serum von APPswe/PS1AExon9-Miiusen

PCaa30:0 Lyso-PCal2:0 Lyso-PCal4:0 Carnitin C12:0 Carnitin C14:0
[C;Zhv“gy?oigﬁi‘;n Kortex 1380 110,4 116,6 11,2 120,4
StabwM [%] 1,2 5,2 5,7 3,1 5,8
Signifikanz [zu Kontrolle] 0,004 0,51 0,08 0,13 0,18
n-Zahl 3 3 3 3 3
[C;Zhjgg‘zoieéguﬂ : 2320 256.9 216,11 194,0 170,7
StabwM [%] 16,0 40,2 24,3 15,3 26,4
Signifikanz [zu Kontrolle]  <0,001 0,007 <0,001 <0,001 0,05
n-Zahl 5 5 5 5 5

PCaa38:0  Lyso-PCal6:0 Lyso-PCal8:0 Carnitin C16:0 Carnitin C18:0
[Cjzhjgg‘zoif;ﬁgn Kortex g 9 99,8 98,0 100,8 103,2
StabwM [%] 1,8 6,7 3,5 4,5 1,0
Signifikanz [zu Kontrolle] 0,88 0,98 0,77 0,94 0,76
n-Zahl 3 3 3 3 3
[Cjzhjgg‘goieéguﬂ : 99,1 105,1 96,5 138,1 101,5
StabwM [%] 4,3 2,3 5,3 20,1 9,1
Signifikanz [zu Kontrolle] 0,87 0,22 0,60 0,19 0,93
n-Zahl 5 5 5 5 5

Nach der Supplementierung von Kokosnussol ist im frontalen Kortex der Tiere ein erhohter Gehalt an
PCaa30:0, Lyso-PCal2:0, Lyso-PCal4:0, Carnitin C12:0 und Carnitin C14:0 festzustellen, wobei jedoch
nur der Effekt auf PCaa30:0 statistisch signifikant ist. Im Serum der Tiere liegt nach Verabreichung der
kokosnussolreichen Didt ein signifikant gesteigerter Gehalt an PCaa30:0, Lyso-PCal2:0, Lyso-PCal4:0,
Carnitin C12:0 und Carnitin C14:0 vor. Im Gegensatz dazu hat die mit Kokosnussdl angereicherte Didt im
Vergleich zur Kontrolldidt keinen Einfluss auf den PCaa38:0-, Lyso-PCal6:0-, Lyso-PCal8:0-, Carnitin
C16:0- und Carnitin C18:0-Spiegel im frontalen Kortex. Auch im Serum der Tiere sind diese Lipidspezies
unveridndert (Abb. 46, Tab. 34).

Insgesamt ist also sowohl im Hirngewebe als auch im Serum der Méuse nach Supplementierung von
Kokosnussdl ein tendenziell erhohter Gehalt der untersuchten Laurinsdure (12:0)- bzw. Myristinsdure
(14:0)-enthaltenden Lipidspezies nachzuweisen. Im Gegensatz dazu ist der Gehalt der betrachteten
Palmitin (16:0)- und Stearinsdure (18:0)-enthaltenden Lipide im Hirngewebe und im Serum der Tiere
weitestgehend unverdndert. Aufgrund dieser Daten ist von einer effizienten und spezifischen Aufnahme
von MCFAs aus dem mit Kokosnussol angereicherten Futtermittel durch die APPswe/PS1AExon9-Méiuse
sowie von einer effizienten Metabolisierung der Fettsduren auszugehen.
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4.4.6.2 Einfluss einer mit mittelkettigen Fettsiuren angereicherten Diiit auf den Gehalt

an loslichem AP im Gehirn von APPswe/PS1AExon9-Miusen
Da die Messung der IDE-Sekretion im Hirngewebe der mit Kokosnussol-angereicherter Didt gefiitterten
Tiere experimentell nicht mdglich war, sollte an dieser Stelle analysiert werden, ob sich die
kokosnussolreiche Diit in vivo auf den Gehalt an loslichem AP im Gehirn der entsprechend gefiitterten
Tiere auswirkt. Hierzu wurde der AB40- und AB42-Gehalt im frontalen Kortex der mit Kokosnuss- bzw.
Sonnenblumendl angereicherter Didt gefiitterten APPswe/PS1AExon9-Miuse mittels AB40- bzw. AP42-
ELISA quantitativ bestimmt (3.2.3.11). Da das Hirnmaterial der einzelnen Tiere nicht ausreichend fiir
diese Methode war, wurden die Homogenate der frontalen Kortizes von jeweils 3 Tieren aus einer Gruppe
verelnigt.

B Kontrolldiit Abb. 47: Einfluss einer kokosnussdlreichen Diit auf den Gehalt
O] Kokosnussol-angereicherte Diit an loslichem AP40 und AP42 im frontalen Kortex von
APPswe/PS1AExon9-Miiusen

Quantitative Bestimmung des AP40- und AP42-Gehalts und des
100 = APB40/AP42-Verhdltnisses im  frontalen  Kortex der mit
p=0,088 p=0,197 —:[— kokosnussolreicher Diat oder Kontrolldiat geflitterten
o~ % _I_ APPswe/PS1AExon9-Méuse mittels ELISA (n = 3, vereinigte

120 q

Homogenate der frontalen Kortizes von jeweils 3 Tieren). Die Tiere
wurden tiber einen Zeitraum von zehn Wochen mit einer mit
60 Kokosnuss- oder Sonnenblumendl angereicherten Didt gefiittert.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-
test ermittelt (n.s. nicht signifikant).

APPswe/PS1AExon9-Miuse = Miuse mit kombinierter Expression
20 von APP mit der ,swedish“-Doppelmutation (APPswe,

K670N/M671L) und PS1 mit Deletion des Exons 9 (PS1AE9).

AB-Gehalt [%]

40

AB40 Ap42 Verhiiltnis
AB40/AB42

Die mit Kokosnuss6l angereicherte Didt bewirkt im Vergleich zur Kontrolldidt eine tendenzielle
Reduktion des Gehalts an 16slichem AB40 auf 76,1% (= 7,3%, p = 0,088) sowie eine statistisch nicht
signifikante Verringerung des Gehalts an 16slichem AP42 auf 81,2% ( 4,6%, p = 0,197) im frontalen
Kortex der APPswe/PS1AExon9-Maiuse. Das Verhiltnis zwischen AB40 und AP42 ist infolge der mit
Kokosnussdl angereicherten Didt im Vergleich zur Kontrolldidt nicht verdndert (Abb. 47).

4.4.6.3 Einfluss einer mit mittelkettigen Fettsduren angereicherten Diit auf die IDE-
Enzymaktivitit im Serum von APPswe/PS1AExon9-Miusen
Wie in Abb. 42 dargestellt, stimulieren MCFAs in N2a-Zellen die Sekretion von IDE in den
Extrazelluldrraum. IDE ist als sezerniertes Protein auch in der Cerebrospinalfliissigkeit und im Serum von
Menschen nachweisbar (Liu et al., 2012; Qiu et al, 1998). Im Folgenden wurde der Einfluss der
kokosnussolreichen Didt auf die IDE-Aktivitdit im Serum des APPswe/PS1AExon9-Mausmodells
analysiert (3.2.3.13.4). Wie von Liu et al. unter Verwendung des gleichen Substrats und humanem Serum
festgestellt, ist die hierbei gemessene Substratumsetzung liberwiegend auf die enzymatische Aktivitit von
IDE und ACE zuriickzufiihren (Liu et al., 2012). Aus diesem Grund wurde von den einzelnen Messwerten
die nach Zugabe des IDE-Inhibitors NEM (IC50: 220uM (Leissring et al., 2010)) gemessene
durchschnittliche Unspezifitdt subtrahiert. Falls auch in vivo eine Stimulation der IDE-Sekretion durch
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MCFAs vorliegt, wiare nach Verabreichung der kokosnussdlreichen Diédt von einer gesteigerten IDE-
Aktivitdt im Serum der Tiere auszugehen.

B Kontrolidiit Abb. 48: Einfluss einer kokosnussolreichen Diit auf die IDE-AKktivitit im
[0] Kokosnussil-angereicherte Diit| Serum von APPswe/PS1AExon9-Miusen

Quantitative Bestimmung der IDE-Enzymaktivitit im Serum der mit Kokosnussol
angereicherter Didt oder Kontrolldidt gefiitterten APPswe/PS1AExon9-Méuse (n =

160

o 7). Die Tiere wurden iiber einen Zeitraum von zehn Wochen mit einer mit

140 4 _I_ Kokosnuss- oder Sonnenblumendl angereicherten Diét gefiittert. Dargestellt ist die

IDE-Aktivitit nach Normierung der einzelnen Messwerte auf den Proteingehalt des

120 4 Serums und Subtraktion der nach Zugabe von 1mM NEM gemessenen
unspezifischen Umsetzung des Substrats.

100 4 Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen

wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (** p < 0,01).
80 -

60

IDE-Aktivitiit [%]

40

20 -

Die kokosnussolreiche Diét fiihrt im Vergleich zur Kontrolldiédt zu einer signifikant auf 142,4% (£ 5,0%,
p = 0,004) erhohten IDE-Enzymaktivitit im Serum der APPswe/PS1AExon9-Méuse (Abb. 48), was
moglicherweise auf eine gesteigerte Sekretion von IDE in den Extrazelluldrraum hindeutet.

4.4.7 VERANDERUNG DES GEHALTS VON MITTELKETTIGEN FETTSAUREN IN VON DER
ALZHEIMER KRANKHEIT BETROFFENEM HIRNGEWEBE

In 4.4.2-4.4.6 konnte gezeigt werden, dass sich MCFAs positiv auf die IDE-abhidngige AB-Degradation
auswirken und die Supplementierung von MCFAs zu einem tendentiell reduzierten AB40-Gehalt sowie zu
einer statistisch nicht signifikanten Reduktion des AP42-Spiegels im Hirngewebe des APPswe/PS1AE9-
Mausmodells fiihrt. Wie bereits erwéhnt, sind vielfdltige Verdnderungen der zerebralen Lipid- und
Fettsdure-Komposition in post mortem AD-Hirngewebe beschrieben worden (Grimm et al., 2011a;
Grimm et al., 2012b; Mett et al., 2016; Rothhaar et al., 2012). Im Folgenden sollte daher untersucht
werden, ob auch der Gehalt von MCFAs im Hirngewebe von AD-Patienten bzw. dem S5xFAD-
Mausmodell, bei dem es typischerweise ab einem Alter von sechs Wochen zu einer zerebralen
Ablagerung von AB-Peptiden (Oakley et al., 2006) kommt, Verdnderungen aufweist.

Hierzu wurde mittels Massenspektrometrie der Gehalt von PCaa24:0, PCaa26:0, PCaa28:0, PCaa28:1 und
PCaa30:0 in dem frontalen Kortex von 156 AD-Patienten und 71 Kontrollpersonen (Tab. 9, Anhang)
untersucht. Die analysierten PCaa-Spezies reprasentieren PC-Spezies, in denen Glycerin mit den haufig
natiirlich vorkommenden Fettsiuren Palmitinsdure (16:0), Stearinsiure (18:0) und Olsdure (18:1) (Berg et
al., 2002; Sastry, 1985) in Kombination mit MCFAs verestert ist. Zusitzlich wurde der Gehalt des héaufig
vorkommenden PCaa38:0 in den entsprechenden Proben gemessen.
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Il Kontrolle Abb. 49: Gehalt von
[] ap Phosphatidylcholinen mit
mittelkettigen Fettsiuren in
110 humanem post mortem AD-
Hirngewebe

n.s. Quantitative Bestimmung von
n.s. .S,
1999 . -~ P Konwole  PCaa24:0, PCaa26:0,

| —I— —I— 1 PCaa28:0, PCaa28:1,

PCaa30:0 und PCaa38:0 im
90

frontalen Kortex von AD-

=
5 - Patienten (n = 156) im
5 50 Vergleich zu Kontrollpersonen
Tk (n = 71) mittels Massen-
i I spektrometrie.

Die Fehlerbalken zeigen die
mittlere Standardabweichung,
z die  Signifikanzen = wurden
mittels zweiseitigem,
PCaa24:0  PCaa26:0  PCaa28:0 PCaa28:1  PCaa30:0  PCaa38:0 ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (n.s. nicht signifikant;
*p<0,05 ***p<0,001).

704

PC-Spezies mit MCFAs

Tab. 35: Statistik des Gehalts von Phosphatidylcholinen mit mittelkettigen Fettsiuren in humanem post mortem
AD-Hirngewebe

PCaa24:0 PCaa26:0 PCaa28:0 PCaa28:1 PCaa30:0 PCaa38:0

Gehalt im frontalen Kortex

[% von Kontrolle] 75,3 95,6 95,5 94,6 99,2 101,1
StabwM [%] 1,6 2,6 2,7 1,7 2,0 1,6
Signifikanz [zu Kontrolle] <0,001 0,36 0,33 0,05 0,82 0,69
n-Zahl 156 156 156 156 156 156

In humanem post mortem AD-Hirngewebe liegt im Vergleich zu Kontrollgewebe eine Reduktion von PC-
Spezies mit MCFAs vor. Der Gehalt von PCaa24:0 und PCaa28:1 ist im frontalen Kortex von AD-
Patienten signifikant auf 75,3% (+ 1,6%, p < 0,001) bzw. 94,6% (£ 1,7%, p = 0,05) reduziert. Auch fiir
PCaa26:0 und PCaa28:0 ist eine leichte, statistisch aber nicht signifikante Reduktion im frontalen Kortex
von AD-Patienten auf 95,6% (£ 2,6%, p = 0,36) bzw. 95,5% (£ 2,7%, p = 0,33) zu verzeichnen. Der
Gehalt von PCaa30:0 und PCaa38:0 ist in AD-Hirngewebe im Vergleich zu dem Hirngewebe von
Kontrollpersonen hingegen nicht veréndert (99,2% + 2,0%, p = 0,82 bzw. 101,1% % 1,6%, p = 0,69) (Abb.
49, Tab. 35).

Bei den Spendern des humanen post mortem AD-Hirngewebes handelt es sich um Personen, die von der
sporadischen Form von AD, LOAD, betroffen waren. Um zu iiberpriifen, ob der zerebrale Gehalt von
MCFAs auch bei einer genetisch bedingten Form der Erkrankung veréndert ist, wurde der Gehalt von
PCaa24:0, PCaa26:0, PCaa28:1 und PCaa30:0 sowie des hiufig vorkommenden PCaa38:0 im Hirngewebe
des 5xFAD-Mausmodells im Vergleich zu Wildtyp-Mausen analysiert. Fiir die Untersuchungen wurde
jeweils eine Hemisphére ohne Cerebellum von acht Wochen alten, miannlichen Tieren verwendet.
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B wildtyp Abb. 50: Gehalt von Phosphatidyl-

[ sxFaD cholinen mit mittelkettigen Fettsiiuren im
Hirngewebe des SxXFAD-Mausmodells

e Quantitative Bestimmung von PCaa24:0,

I if‘ PCaa26:0, PCaa28:1, PCaa30:0 und

1201

Wwildtyp PCaa38:0 im Hirngewebe (Hemisphére
ohne Cerebellum) von 5xFAD-Miusen im
Vergleich zu WT-Méiusen (n = 4) mittels
Massenspektrometrie.

] Die Fehlerbalken zeigen die mittlere

601 I x + Standardabweichung, die Signifikanzen

1001

801

Gehalt [%]

l wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s  t-test ermittelt (n.s. nicht

signifikant; * p <0,05).

5xFAD-Miuse = Méuse mit kombinierter

207 Expression flinf verschiedener FAD-APP-

und -PS1-Mutationen (APP K670N/M671,

0- APP 1716V, APP V7171, PS1 M146L und
PCaa24:0 PCaa26:0 PCaa28:1 PCaa30:0 PCaa38:0 PS1 L286V).

40

PC-Spezies mit MCFAs

Tab. 36: Statistik des Gehalts von Phosphatidylcholinen mit mittelkettigen Fettséiuren im Hirngewebe von SxFAD-
Miusen

PCaa24:0 PCaa26:0 PCaa28:1 PCaa30:0 PCaa38:0

[C;Zhjggiﬁoljﬁﬁg”ebe 521 487 548 1057 1006
StabwM [%] 173 9,1 8.9 5.1 7,5
Signifikanz [zu Kontrolle] 0,02 0,02 0,02 0,36 0,95
n-Zahl 4 4 4 4 4

Wie in Abb. 50 und Tab. 36 dargestellt, liegt im Hirngewebe des 5xFAD-Mausmodells ebenfalls eine
Reduktion der MCFA-enthaltenden PC-Spezies vor. Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ist im Hirngewebe
der 5xFAD-Miuse eine signifikante Reduktion von PCaa24:0 auf 52,1% (= 17,3%, p = 0,02), von
PCaa26:0 auf 48,7% (£ 9,1%, p = 0,02) und von PCaa28:1 auf 54,8% (+ 8,9%, p = 0,02) festzustellen.
Der Gehalt von PCaa30:0 und PCaa38:0 ist hingegen im Hirngewebe der 5XFAD-Mause im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen unverdndert (105,7% £ 5,1%, p = 0,36 und 100,6% £ 7,5%, p = 0,95).
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4.5 EINFLUSS DER BEI DER ALZHEIMER-KRANKHEIT VERANDERTEN ZEREBRALEN

LIPIDKOMPOSITION AUF DIE AB-DEGRADATION

Die Lipidkomposition des post mortem Hirngewebes von AD-Patienten weist starke Verdnderungen auf.
Im Hirnparenchym von AD-Patienten wurde u.a. ein verdnderter Gehalt von bestimmten Phospholipiden,
Cholesterin, Ceramid, Sphingomyelin, Sulfatiden und Gangliosiden beschrieben (Grimm et al., 2011a;
Grimm et al., 2012b; Mett et al., 2016). In 4.4.7 konnte aullerdem gezeigt werden, dass der Gehalt von
MCFAs sowohl in humanem post mortem AD-Hirngewebe als auch im Hirngewebe des 5xFAD-
Mausmodells reduziert ist (Abb. 49, Abb. 50). Bislang ist unklar, ob diese Modifikationen der
Lipidkomposition Folgen der AD-Pathologie darstellen oder als Ursache der Erkrankung anzusehen sind.
Im Rahmen dieses Projekts wurde der mogliche kausale Zusammenhang zwischen der AD-Pathogenese
und der verdnderten zerebralen Lipidzusammensetzung untersucht. Da eine verringerte Ap-Beseitigung
seit Langerem als Ursache fiir LOAD diskutiert wird (Hama und Saido, 2005; Saido, 1998), wurde die
AB-Degradation in N2a-Zellen unter dem Einfluss von Lipidextrakten aus von AD betroffenem und
gesundem Hirngewebe analysiert. Die in AD-Hirngewebe reduzierten MCFAs wirken sich beispielsweise
positiv auf die IDE-abhéngige AB-Degradation aus (4.4), weshalb auch ein Einfluss von Lipidextrakten
aus AD-Hirngewebe auf den Abbau von AB-Peptiden denkbar ist.

Fiir die Untersuchungen wurde das Hirngewebe von jeweils drei AD-Patienten und Kontrollpersonen
sowie von jeweils drei acht Wochen alten, ménnlichen 5xFAD- und Wildtyp-Mausen verwendet. Zur
Herstellung der Lipidextrakte wurde wie in 3.2.4.1 beschrieben vorgegangen, in Tab. 8 ist eine Ubersicht
iiber das verwendete humane Hirngewebe gegeben. Die extrahierten Lipide wurden in einer finalen
Konzentration von 5uM auf den Zellen inkubiert, wobei der Inkubations-Rhythmus in Abhéngigkeit der
jeweiligen Fragestellung variierte (3.2.2.5.4).

4.5.1 EINFLUSS VON LIPIDEXTRAKTEN AUS VON DER ALZHEIMER KRANKHEIT BETROFFENEM
HIRNGEWEBE AUF DIE ZELLV IABILITAT

Zur Uberpriifung der Inkubationsbedingungen wurde zunichst die Viabilitit von N2a-Zellen nach 18-

stiindiger Inkubation (3.2.2.5.4) mit den zerebralen Lipidextrakten ermittelt. Hierzu wurde mittels LDH-

Test zundchst die Zytotoxizitdt bestimmt, woraus die Viabilitdt der Zellen berechnet wurde (3.2.2.6). Fiir

dieses Experiment wurden die einzelnen Lipidextrakte der jeweiligen Gruppen in gleichen Anteilen zu

Lipidextrakt-Gemischen vereinigt.

1201 Abb. 51: Viabilitit von N2a-Zellen nach Inkubation mit Lipidextrakten aus
von der Alzheimer Krankheit betroffenem Hirngewebe
ik n-s. Bestimmung der Viabilitit von N2a WT (mock)-Zellen nach Inkubation mit einem
Lipidextrakt-Gemisch aus drei humanen AD- bzw. Kontrollhirnen und aus dem
Hirngewebe von drei 5xFAD- bzw. WT-Méusen. Die Zellen wurden iiber einen
80 Zeitraum von 18Std mit den Lipidextrakten in einer finalen Konzentration von
S5uM inkubiert. Die Viabilitit der Zellen wurde nach Bestimmung der
60 Zytotoxizitéit mittels LDH-Test berechnet (n = 4).
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen
wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht
signifikant, ** p <0,01).
LE Kontr. = Lipidextrakt aus humanem Kontroll-Hirngewebe, LE AD =
20 Lipidextrakt aus humanem AD-Hirngewebe, LE WT = Lipidextrakt aus dem
Hirngewebe von Wildtyp-Méausen, LE 5xFAD = Lipidextrakt aus dem
o Hirngewebe von 5x FAD-Méusen.

100

40+

Zellviabilitiit [%]
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Wie in Abb. 51 dargestellt, bewirkt der Lipidextrakt aus humanen post mortem AD-Hirnen im Vergleich
zu dem aus Kontrollhirnen eine leichte, aber signifikante Reduktion der Zellviabilitét (98,2% + 0,5%, p =
0,01). Die Viabilitit der N2a-Zellen ist hingegen durch die Inkubation mit Lipidextrakt aus dem
Hirngewebe von 5xFAD-Maéusen im Vergleich zu dem aus Wildtyp-Maiusen nicht beeinflusst (100,0% =+
0,2%, p= 0,94) (Abb. 51).

4.5.2 EINFLUSS VON LIPIDEXTRAKTEN AUS VON DER ALZHEIMER KRANKHEIT BETROFFENEM
HIRNGEWEBE AUF DIE Af-DEGRADATION

Die Untersuchung der AB-Degradation in N2a-Zellen unter Einfluss der unterschiedlichen Lipidextrakte

erfolgte wie in 3.2.3.12 beschrieben. Die Zellen wurden zunichst fiir 16Std mit den einzelnen

Lipidextrakten in einer finalen Konzentration von 5uM und anschliefend mit diesen in Kombination mit

0,5ug/ml humanem AP40 inkubiert (3.2.2.5.4). Das verbleibende humane AP40 wurde anschlieBend
durch Western Blot-Analyse quantifiziert (3.2.3.8-3.2.3.10).

A 2001 B

* % AB-Gehalt in Lipidextrakten:

180
P . LE Kontr, LEAD
160 _— T Mittelwert e I:l

LE AD
o] ]

120

100
LE Kontr: LEAD #1

o

60 LE Kontr. LE AD #2
-

verbleibendes AB[%]

40+

LE Kontr. LE AD #3

204 E "

Abb. 52: Einfluss von Lipidextrakten aus von der Alzheimer Krankheit betroffenem humanem Hirngewebe auf die
ApB-Degradation in N2a-Zellen

(A) Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in N2a WT (mock)-Zellen nach Inkubation mit Lipidextrakten aus
humanen AD- und Kontrollhirnen. Die Zellen wurden 18Std mit SpM Lipidextrakt und anschlieBend 6Std mit SuM
Lipidextrakt + 0,5ug/ml humanem AP40 inkubiert. Dargestellt ist die Quantifizierung des in dem Zellkulturmedium
verbleibenden humanen AB40 mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers W02 (n = 4). Die mittlere
Effektstarke der Lipidextrakte aus AD-Hirnen ist durch eine unterbrochene Linie eingezeichnet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (** p < 0,01).

(B) Uberpriifung des AB-Gehalts in zerebralen Lipidextrakten. Die Uberpriifung des AB-Gehalts in Zellkulturmedium,
welches mit den Lipidextrakt-Gemischen aus jeweils drei humanen AD- bzw. Kontrollhirnen (10uM) supplementiert
wurde, erfolgte mittels Immunprézipitation und Western Blot Blot-Analyse unter Verwendung des Antikérpers W02.

N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-Zellen, LE Kontr. = Lipidextrakt aus Kontroll-
Hirngewebe, LE AD = Lipidextrakt aus AD-Hirngewebe.

Nach Inkubation der N2a-Zellen mit den Lipidextrakten aus allen untersuchten humanen post mortem
AD-Hirnen ist eine signifikante Erh6hung des verbleibenden humanen AB40 festzustellen (Abb. 52A), die
nicht durch eine Verunreinigung der Lipidextrakte durch AB-Peptide erkldrt werden kann (Abb. 52B). Im
Vergleich zu den Lipidextrakten aus Kontroll-Hirngewebe bewirken die Lipidextrakte aus AD-
Hirngewebe eine durchschnittliche Erhohung des verbleibenden AB40 auf 154,7% (AD #1: 149,5% =+
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8,2%, p = 0,002; AD #2: 147,4% + 12,6%, p = 0,01; AD #3: 167,3% £ 15,6%, p = 0,006) (Abb. 52A)
und somit eine Verringerung der AB-Gesamtdegradation. Die Verringerung des AB-Abbaus unter Einfluss
der zerebralen Lipidextrakte aus post mortem AD-Hirngewebe deutet darauf hin, dass die verdnderte
zerebrale Lipidkomposition bei AD-Patienten mdglicherweise eine Ursache der AB-Akkumulation und
somit der Erkrankung darstellen konnte.

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Lipidextrakte aus dem Hirngewebe des 5xFAD-Mausmodells
ebenfalls eine inhibierende Wirkung auf die AB-Degradation besitzen. Das Vorgehen hierbei war
identisch zu der oben beschriebenen Messung der AB-Gesamtdegradation unter Einfluss der Lipidextrakte
aus humanem Hirngewebe.

1607 Abb. 53: Einfluss von Lipidextrakten aus dem Hirngewebe von

e S5SxFAD-Miusen auf die ApB-Degradation in N2a-Zellen

1407 axs [ Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in N2a WT (mock)-
120 Eaal P Mitiely ent Zellen nach Inkubation mit Lipidextrakten aus dem Hirngewebe von
5xFAD- und WT-Miusen. Die Zellen wurden 18Std mit S5uM
g 100 Lipidextrakt und anschlieBend 6Std mit SpM Lipidextrakt +
< 0,5pug/ml  humanem AP40 inkubiert. Dargestellt ist die
é 80 Quantifizierung des in dem Zellkulturmedium verbleibenden
2 ewr Lessapss humanen AB40 mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung
2 60 Aﬁ»l:] des Antikorpers W02 (n = 5). Die mittlere Effektstiarke der
= ewresmape  [ipidextrakte aus dem Hirngewebe von 5xFAD-Maiusen ist durch
409 — eine unterbrochene Linie eingezeichnet.
20 i AL Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s
S t-test ermittelt (*** p < 0,001).

AT A A < N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-
Ng & & @?@ Zellen, LE WT = Lipidextrakt aus dem Hirngewebe von Wildtyp-

FF S Miusen, LE 5xFAD = Lipidextrakt aus dem Hirngewebe von

5xFAD-Maiusen.

Die Behandlung der N2a-Zellen mit Lipidextrakten aus dem Hirngewebe von 5xFAD-Maiusen hat im
Vergleich zu Lipidextrakten aus dem Hirngewebe von Wildtyp-Médusen ebenfalls eine Erhohung des
verbleibenden humanen AP40 und somit eine reduzierte AP-Degradation zur Folge. Hierbei sind die
Effekte der Lipidextrakte aus zwei der untersuchten 5SxFAD-Maushirne statistisch signifikant, der Effekt
des Lipidextraktes aus dem dritten 5xFAD-Maushirn liegt an der Signifikanzgrenze (p = 0,068). Im
Durchschnitt ist das verbleibende AB40 unter Einfluss der zerebralen Lipidextrakte von SxFAD-Méausen
auf 123,5% gesteigert (5xFAD #1: 124,4% + 3,0%, p < 0,001; 5xFAD #2: 135,8% + 4,7%, p < 0,001;
5xFAD #3:110,3% = 4,2%, p = 0,068) (Abb. 53).

Um zu untersuchen, ob die Reduktion der Gesamt-AB-Degradation unter Einfluss der Lipidextrakte aus
humanem AD- bzw. murinem 5xFAD-Hirngewebe auf einer Beeinflussung von IDE beruht, wurde die
Auswirkung der entsprechenden Lipidextrakte auf den AB-Abbau in N2a IDE-Knockdown-Zellen (Abb.
30) betrachtet. Fiir die Inkubation der Zellen wurden die einzelnen Lipidextrakte der jeweiligen Gruppen
in gleichen Anteilen zu Lipidextrakt-Gemischen vereinigt.

Bei Verwendung von N2a IDE-Knockdown-Zellen sind die Effekte der Lipidextrakte aus humanem AD-
und murinem 5xFAD-Hirngewebe signifikant schwécher ausgepridgt als bei Verwendung der
Kontrollzellen (Effektstirke humane AD-Lipidextrakte auf Gesamt-AB-Degradation in N2a WT (mock)/
in N2a IDE-KD: p < 0,001; Effektstirke SxFAD-Lipidextrakte auf Gesamt-Ap-Degradation in N2a WT
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(mock)/ in N2a IDE-KD: p < 0,001) (Abb. 52A, Abb. 53, Abb. 54). Im Vergleich zu den jeweiligen
Kontroll-Lipidextrakten fithrt der Lipidextrakt aus humanen AD-Hirnen bzw. aus 5xFAD-Maushirnen zu
einer leichten Erhohung des verbleibenden humanen AB40 auf 108,7% (£ 2,5%, p = 0,09) (Abb. 54A)
bzw. auf 105,1% (+ 1,6%, p = 0,04) (Abb. 54B).
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Abb. 54: Einfluss von Lipidextrakten aus von der Alzheimer Krankheit betroffenem Hirngewebe auf die Ap-
Degradation in N2a IDE-Knockdown-Zellen

Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in N2a IDE-KD nach Inkubation mit Lipidextrakt-Gemischen aus (A) drei
humanen AD- bzw. Kontrollhirnen und (B) aus dem Hirngewebe von drei SXFAD- bzw. WT-Maiusen. Die Zellen wurden
18Std mit S5uM Lipidextrakt und anschlieBend 6Std mit S5uM Lipidextrakt + 0,5ug/ml humanem AP40 inkubiert.
Dargestellt ist die Quantifizierung des in dem Zellkulturmedium verbleibenden humanen AB40 mittels Western Blot-
Analyse unter Verwendung des Antikdrpers W02 (jeweils n = 5).

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant).
N2a IDE KD = N2a IDE-Knockdown-Zellen, LE Kontr. = Lipidextrakt aus Kontroll-Hirngewebe, LE AD = Lipidextrakt

aus AD-Hirngewebe, LE WT = Lipidextrakt aus dem Hirngewebe von Wildtyp-Méusen, LE 5xFAD = Lipidextrakt aus
dem Hirngewebe von 5xFAD-Méusen.

Die Effekte der Lipidextrakte aus humanen post mortem AD-Hirngewebe und dem Hirngewebe von
5xFAD-Miusen auf die AB-Gesamtdegradation sind demnach wahrscheinlich auf eine Beeinflussung von
IDE zuriickzufiihren. Daher wurde anschlieend eine mogliche Wirkung dieser Lipidextrakte auf die IDE-
Sekretion betrachtet.

4.5.3 EINFLUSS VON LIPIDEXTRAKTEN AUS VON DER ALZHEIMER KRANKHEIT BETROFFENEM
HIRNGEWEBE AUF DIE IDE-SEKRETION

Zur Untersuchung des Einflusses der Lipidextrakte aus AD- bzw. 5xFAD-Hirngewebe auf den IDE-

Transport wurde der extra- und intrazelluldre IDE-Proteingehalt in N2a-Zellen nach Inkubation mit den

entsprechenden Lipidextrakten mittels Western Blot analysiert (3.2.3.8-3.2.3.10). Hierzu wurden die

Zellen iiber einen Zeitraum von 18Std mit Gemischen aus den einzelnen Lipidextrakten der jeweiligen
Gruppen behandelt (3.2.2.5.4).
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Abb. 55: Einfluss von Lipidextrakten aus von der Alzheimer Krankheit betroffenem Hirngewebe auf den intra-
und extrazelluliren IDE-Proteinspiegel in N2a-Zellen

Quantitative Bestimmung des IDE-Proteingehalts in den Lysaten und im Kulturmedium von N2a WT (mock)-Zellen nach
18-stiindiger Inkubation mit Lipidextrakt-Gemischen (5uM) aus (A) drei humanen AD- bzw. Kontrollhirnen (IDE
extrazelluldr: n = 3; IDE intrazelluldr: n = 5) und (B) aus dem Hirngewebe von drei 5xFAD- bzw. WT-Méusen (IDE
extrazelluldr: n = 4; IDE intrazelluldr: n = 4) mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers ST1120.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant, * p < 0,05).

N2a WT (mock) = mit Kontrollplasmid transfizierte N2a Wildtyp-Zellen; LE Kontr. = Lipidextrakt aus Kontroll-
Hirngewebe, LE AD = Lipidextrakt aus AD-Hirngewebe, LE WT = Lipidextrakt aus dem Hirngewebe von Wildtyp-
Miéusen, LE 5xFAD = Lipidextrakt aus dem Hirngewebe von 5xFAD-Méusen.

Im Vergleich zu dem Lipidextrakt aus humanen Kontrollhirnen fiihrt die Behandlung der Zellen mit dem
Lipidextraktgemisch aus humanen post mortem AD-Hirnen zu einer signifikanten Reduktion des Gehalts
an extrazelluldrem IDE auf 83,9% (£ 3,1%, p = 0,02) sowie zu einem leicht, statistisch nicht signifikant
gesteigertem Gehalt an intrazellulirem IDE (106,9% + 7,0%, p = 0,50) (Abb. 55A). Das Verhéltnis von
extra- zu intrazelluldr lokalisiertem IDE unter Einfluss der Lipidextrakte aus humanen AD-Hirnen betrigt
demnach 0,78. Ahnliche Tendenzen ergeben sich nach Behandlung der Zellen mit Lipidextrakt aus dem
Hirngewebe von 5xFAD-Méusen. Im Vergleich zu den zerebralen Lipidextrakten von Wildtyp-Méausen
bewirken diese eine leichte, nicht signifikante Reduktion des extrazelluldren IDE-Proteinspiegels auf
94,0% (= 3,4%, p = 0,25) in Kombination mit einer signifikanten Erhohung des Gehalts von
intrazelluldrem IDE auf 115,9% (£ 3,5%, p = 0,02) (Abb. 55B). Der Quotient aus extrazellulirem und
intrazelluldrem IDE-Gehalt ist somit auch nach Inkubation mit dem Lipidextrakt aus dem Hirngewebe
von 5xFAD-Maiusen verringert und betrigt 0,81.

Diese Ergebnisse weisen auf eine reduzierte IDE-Sekretion nach Inkubation mit Lipidextrakten aus
humanem post mortem AD- bzw. aus murinem 5xFAD-Hirngewebe hin.
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4.6 IM RAHMEN VON KOOPERATIONEN GENERIERTE ERGEBNISSE ZU WEITEREN
PROJEKTEN

In dem folgenden Kapitel sind Ergebnisse dargestellt, die von mir im Rahmen von Kooperationen
generiert und teilweise bereits publiziert wurden. Die Bedeutung der Daten fiir das jeweilige Projekt ist
kurz erlautert.

4.6.1 EINFLUSS VON VITAMIN D3; AUF DIE APP-PROZESSIERUNG UND Af-DEGRADATION
Die in diesem Abschnitt dargestellten Daten wurden in Neurodegenerative Diseases publiziert:

Grimm, M.O.*, Lehmann, J.* Mett, J., Zimmer, V.C., Grosgen, S., Stahlmann, C.P., Hundsdorfer, B.,
Haupenthal, V.J., Rothhaar, T.L., Herr, C., Bals, R., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2014). Impact of
Vitamin D on amyloid precursor protein processing and amyloid-beta peptide degradation in Alzheimer's
disease. Neurodegenerative diseases /3, 75-81.

* equally contributed

Bei dlteren Menschen liegt hiufig ein reduzierter Vitamin D;-Spiegel vor und verschiedene Studien
deuten auf einen kausalen Zusammenhang zwischen einem erniedrigten Vitamin D;-Status und einem
erhohten AD-Risiko hin (Annweiler und Beauchet, 2011). In dieser Studie wurde der Einfluss von
Vitamin Dj auf die molekularen Mechanismen von AD untersucht. Hierzu wurde die APP-Prozessierung
und die AB-Degradation im Hirngewebe von Miusen mit Vitamin Ds;-Hypovitaminose sowie in N2a-
Zellen nach Supplementierung von 100nM Calcidiol (25(OH)D3) betrachtet. 25(OH)D; stellt die
Speicherform des Vitamin D3 dar und wird nach dessen Hydroxylierung in der Leber gebildet (Tuohimaa
et al., 2009).

Im Hirngewebe von Méausen mit einem durchschnittlich um 23% reduzierten zerebralen 25(OH)D;-
Gehalt konnte von mir in Zusammenarbeit mit Johannes Lehmann mittels AB-ELISA (3.2.3.11) eine
signifikante Erhohung des AP40- und AB42-Spiegels auf 110,0% (£ 1,4%, p = 0,006) bzw. 112,8% (£
2,2%, p = 0,014) nachgewiesen werden (Abb. 56A). Umgekehrt flihrt die etwa 13-fache Erhohung des
25(0OH)Ds-Gehalts von N2a-Zellen durch vierwdchige Inkubation mit 100nM 25(OH)D; zu einer
signifikanten Reduktion des Gesamt-AB-Gehalts auf 87,1% (= 3,6%, p = 0,036) wie mittels
Immunprézipitation und anschlieBender Western Blot-Analyse demonstriert werden konnte (3.2.3.7-
3.2.3.10) (Abb. 56B).

Im Hirngewebe von Méusen mit verringertem 25(OH)Ds-Spiegel konnte ich des Weiteren mittels

Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) einen signifikant auf 115,8% (£ 4,6%, p = 0,028) erhohten
Proteinspiegel der B-Sekretase BACE1 nachweisen (Abb. 57).
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Abb. 56: Einfluss von 25(OH)D; auf den AB-Gehalt in murinem Hirngewebe und N2a-Zellen

(A) Quantitative Bestimmung des AB40- und AB42-Gehalts im Hirngewebe von Médusen mit verringertem 25(OH)D;-
Spiegel und Kontrolltieren mittels ELISA (n =6).

(B) Quantitative Bestimmung des Gesamt-AB-Gehalts im Kulturmedium von N2a WT-Zellen nach Langzeit-Inkubation
mit 25(OH)D; mittels Immunprézipitation und Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikoérpers WO2 (n =5).
Die Zellen wurden vier Wochen lang mit 100nM 25(OH)D; behandelt und 48Std vor dem Experiment transient mit einem
fur humanes APPgos-kodierenden Plasmid transfiziert.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (* p < 0,05; ** p <0,01).

N2a WT= N2a Wildtyp-Zellen.

(Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al., 2014b)
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Weitere Experimente ergaben auch einen Einfluss von 25(OH)D3 auf NEP. Im Hirngewebe von Maéusen
mit Vitamin Ds;-Hypovitaminose konnte ich durch Messung der NEP-Aktivitit (3.2.3.13.2) eine
signifikant auf 93,8% (= 1,3%, p = 0,003) reduzierte Aktivitit des Enzyms feststellen (Abb. 58A). Die
Supplementierung von N2a-Zellen mit 25(OH)Ds fiihrt hingegen zu einer signifikant auf 109,4% (£ 2,6%,
p =0,032) gesteigerten NEP-Aktivitit (Abb. 58B).
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Abb. 58: Einfluss von 25(OH)D; auf die NEP-Enzymaktivitiit in murinem Hirngewebe und N2a-Zellen

(A) Quantitative Bestimmung der NEP-Aktivitdt im Hirngewebe von Mausen mit verringertem 25(OH)D;-Spiegel und
Kontrolltieren (n = 10).

(B) Quantitative Bestimmung der NEP-Aktivitdt in N2a WT-Zellen nach Langzeit-Inkubation mit 25(OH)D; (n =5). Die
Zellen wurden 4 Wochen lang mit 100nM 25(OH)D; behandelt.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (¥ p < 0,05; ** p <0,01).

(Abb. A und B modifiziert nach Grimm et al., 2014b)

Die Kernaussage dieser Studie ist, dass eine Vitamin Ds;-Hypovitaminose ein Risikofaktor fir AD
darstellt und dass die Supplementierung von Vitamin D3 ein praventives Potential hinsichtlich AD besitzt.
Die von mir generierten Daten belegen eine Steigerung des zerebralen AB-Gehalts bei Vitamin D;-Mangel
in vivo, welche auf einen erhohten Proteingehalt von BACE] und einer reduzierten NEP-Aktivitat
zuriickzufiihren ist. In einem Zellkulturmodell konnte ich auBlerdem demonstrieren, dass die
Supplementierung von Vitamin D; umgekehrt in einer Reduktion des Ap-Spiegels infolge einer
gesteigerten NEP-Enzymaktivitit resultiert, was das priventive Potential einer Vitamin Dj-
Supplementierung hinsichtlich AD verdeutlicht.

4.6.2 EINFLUSS OXIDIERTER DHA-SPEZIES UND LIPIDPEROXIDATIONSPRODUKTEN AUF DIE
AMYLOIDOGENE APP-PROZESSIERUNG
Die in diesem Abschnitt dargestellten Daten wurden in Neurodegenerative Diseases publiziert:

Grimm, M.O.*, Haupenthal, V.J.* Mett, J., Stahlmann, C.P., Blumel, T., Mylonas, N.T., Endres, K.,
Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2016). Oxidized Docosahexaenoic Acid Species and Lipid Peroxidation
Products Increase Amyloidogenic Amyloid Precursor Protein Processing. Neurodegenerative diseases /6,
44-54.,

* equally contributed

Die mehrfach ungesittigte Fettsdure DHA konnte vielfach in vitro und in AD-Mausmodellen mit einer
Reduktion des zerebralen AB-Spiegels in Verbindung gebracht werden (Green et al., 2007; Grimm et al.,
2011c; Lim et al., 2005; Perez et al., 2010). Die Ergebnislage epidemiologischer und klinischer Studien,
die sich mit einem Zusammenhang zwischen der DHA-Aufnahme und dem AD-Risiko bzw. dem
Fortschreiten der Erkrankung beschéftigen, ist jedoch inhomogen (Barberger-Gateau et al., 2002; Kalmijn
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et al., 1997; Kalmijn et al., 2004; Morris et al., 2003; van Gelder et al., 2007). Da DHA wie die meisten
PUFAs sehr oxidationsanfillig ist (Catala, 2009; Fam et al., 2002; Gao et al., 2006), sollte in dieser Studie
der Einfluss von oxidierten DHA-Spezies und Lipidperoxidationsprodukten auf die APP-Prozessierung
untersucht werden. Hierzu wurden SH-SYS5Y-Zellen mit fiinf verschiedenen DHA-Derivaten und den
Lipidperoxidationsprodukten von ®3- und 6-Fettsduren, HNE (4-Hydroxy-Nonenal) und HHE (4-
Hydroxy-Hexenal) inkubiert.

Zundchst wurde von mir in Zusammenarbeit mit Viola Haupenthal mittels LDH-Test (3.2.2.6) die
Zytotoxizitit der verwendeten Lipide (2uM) im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ermittelt. Sie
betrigt fiir alle inkubierten Substanzen weniger als 2% (Abb. 59, Tab. 37).

20 Abb. 59: Zytotoxizitit von oxidierten DHA-Spezies
1,81 und Lipidperoxidationsprodukten

e Quantitative Bestimmung der zytotoxischen Wirkung
’ von oxidierten DHA-Spezies und
1,41 Lipidperoxidationsprodukten auf SH-SYS5Y WT-Zellen
1,24 Losungsmittel mittels LDH-Test. Die Zellen wurden vor der

Bestimmung der Zytotoxizitét {iber einen Zeitraum von
24Std mit den entsprechenden Lipiden in einer finalen

Zytotoxizitiit [%]
=
)

0,8 Konzentration von 2uM bzw. dem Losungsmittel
0,61 Ethanol behandelt. Dargestellt ist die gemessene
Zytotoxizitdt in Relation zur Positivkontrolle.
0.4 Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
0,2 Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels
0 zweiseitigem, ungepaartem Student’s t- test ermittelt
(n.s. nicht signifikant; *** p < 0,001).
SH-SYSY WT = SH-SY5Y Wildtyp.
o

Tab. 37: Statistik der Zytotoxizitit von oxidierten DHA-Spezies und Lipidperoxidationsprodukten

17-OH-  7,17-OH- 17-Keto- 12;3}‘?“" S’ff - HHE HNE
DHA  DPA  DHA  Peroxy-  Epoxy

DHA  DPA
Zytotoxizitét
[% von Positivkontrollc] 1,2 0.1 L7 1.3 0.2 1,2 1.3
StabwM [%] 0,1 002 02 03 002 01 0,1
Signifikanz [zu Ethanol] 059 <0001 007 069 <0001 08 056
n-Zahl 3 3 3 3 3 3 3

In SH-SY5Y-Zellen liegt unter Einfluss der meisten untersuchten oxidierten Lipidspezies eine
signifikante Steigerung der - und y-Sekretase-Aktivitdt vor, die in einer verstirkten Sekretion von A-
Peptiden resultiert. Zur weiteren Analyse der Mechanismen, die zu der erhohten B- und y-Sekretase-
Aktivitdt flihren, wurde von mir mittels RT-PCR (3.2.1.5) die Genexpression von BACEI sowie den
Komponenten des y-Sekretase-Komplexes in SH-SYS5Y WT-Zellen nach Inkubation mit einer Mischung
der oxidierten Lipidspezies (2uM) untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Behandlung der Zellen
mit den oxidierten Lipiden im Vergleich zu Ethanol zu einer gesteigerten Genexpression einzelner
Bestandteile des y-Sekretase-Enzymkomplexes (Mittelwert: 122,5%) sowie von BACE1 (146,3% + 5,3%,
p <0,001) fithrt (Abb. 60, Tab. 38).
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Abb. 60: Einfluss von oxidierten DHA-Spezies und Lipidperoxidationsprodukten auf die Genexpression der - und
v-Sekretase-Komponenten in SH-SYSY-Zellen

Quantitative Bestimmung der Genexpression der Bestandteile der B- und y-Sekretase in SH-SYSY WT-Zellen nach
Inkubation mit oxidierten Lipidspezies mittels RT-PCR. Die Zellen wurden vor der RNA-Isolation iiber einen Zeitraum
von 24Std mit einer Mischung der oxidierten Lipidspezies (2uM) oder dem Losungsmittel Ethanol behandelt. Die mittlere
Effektstiarke auf die Bestandteile des y-Sekretase-Komplexes ist durch eine unterbrochene Linie eingezeichnet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant; ** p < 0,01; *** p <0,001).

SH-SYSY WT = SH-SY5Y Wildtyp.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2016a)

Tab. 38: Statistik des Einflusses von oxidierten DHA-Spezies und Lipidperoxidationsprodukten auf die
Genexpression der - und y-Sekretase-Komponenten in SH-SYSY-Zellen

BACEl PS1 PS2 Nicastrin Aphla  Aphlb  PSEN
Genexpression [% von Ethanol] 146,3 143,1 104,2 119,3 108,5 150,5 109,1
StabwM [%] 53 7,1 8,3 2,9 6,1 7,0 4,9
Signifikanz [zu Ethanol] <0,001 0,004 0,64 0,003 0,24 0,002 0,13
n-Zahl 3 3 3 3 3 3 3

Zusammenfassend konnte in dieser Studie demonstriert werden, dass die amyloidogene APP-
Prozessierung und somit die AB-Produktion in SH-SY5Y-Zellen in Anwesenheit von oxidierten DHA-
Spezies, HHE und HNE gesteigert ist. Die Aktivitdt der B-Sekretase wird u.a. direkt durch die oxidierten
Lipide stimuliert. Ich konnte nachweisen, dass die erhohte y-Sekretase-Aktivitdt unter Einfluss der
oxidierten Lipidspezies auf einer gesteigerten Genexpression von Bestandteilen des y-Sekretase-
Enzymkomplexes basiert. Zudem ist auch die Genexpression von BACE] signifikant erhoht. Die
Ergebnisse dieser Studie belegen, dass DHA bei einer Supplementierung vor Oxidation geschiitzt werden
sollte und erklidren moglicherweise auch die widerspriichlichen Ergebnisse von klinischen Studien, die
den Einfluss von DHA auf die AD-Pathogenese untersuchen.
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4.6.3 [EINFLUSS VON a-, - UND 0-TOCOPHEROL AUF DIE APP-PROZESSIERUNG UND Af-
DEGRADATION

Die in diesem Abschnitt dargestellten Daten wurden in The Journal of Nutrition, Health & Aging

publiziert:

Grimm, M.O.*, Stahlmann, C.P.*, Mett, J., Haupenthal, V.J., Zimmer, V.C., Lehmann, J., Hundsdorfer,
B., Endres, K., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2015). Vitamin E: Curse or Benefit in Alzheimer's
Disease? A Systematic Investigation of the Impact of alpha-, gamma- and delta-Tocopherol on AP
Generation and Degradation in Neuroblastoma Cells. J Nutr Health Aging 79, 646-656.

* equally contributed

Tocopherole, welche zur Klasse der E-Vitamine gehoren, zeichnen sich durch ihre anti-oxidativen
Eigenschaften aus (Kamal-Eldin und Appelqvist, 1996). Da eine gesteigerte Lipidperoxidation und eine
Erhohung reaktiver Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) im Hirngewebe von AD-
Patienten (Butterfield, 2003; Davis, 1996; Parks et al., 2001; Yatin et al., 1998) als Ursache fiir die AD-
Pathogenese diskutiert wird, wurde schon hdufig versucht, den Fortschritt der Erkrankung durch die
Supplementierung von Vitamin E zu verlangsamen. Die Ergebnisse dieser Studien stellten sich jedoch als
sehr inhomogen dar (Crichton et al., 2013; La Fata et al., 2014). In diesem Projekt sollte der Einfluss von
Tocopherolen auf die APP-Prozessierung und die AP-Degradation analysiert werden. Hierzu wurden
Neuroblastom-Zellen mit 10uM a-, y- und d-Tocopherol bzw. dem Losungsmittel Ethanol inkubiert.

Im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle konnte eine signifikante, vergleichbar starke Erhohung des Ap-
Gehalts im Kulturmedium der Zellen nach Inkubation mit allen Tocopherolen nachgewiesen werden.
Daher wurde von mir der Einfluss der Tocopherole auf die Gesamt-AB-Degradation in N2a-Zellen
analysiert. Hierzu wurden die Zellen zundchst mit 10uM Tocopherolen und anschlieBend 6Std mit
Tocopherolen in Kombination mit synthetischem humanen AB40 behandelt (3.2.3.12). Die quantitative
Bestimmung des verbleibenden humanen AB40 ist in Abb. 61A dargestellt.

Bei Verwendung von N2a Kontroll-Zellen ist der Gehalt der verbleibenden humanen AB40-Peptide unter
Einfluss aller untersuchten Tocopherole im Vergleich zur Ethanol-Kontrolle erhoht, wobei nur die Effekte
von o- und d-Tocopherol statistisch signifikant sind (Mittelwert Tocopherole: 125,3% + 5,1%, p < 0,001)
(Abb. 61A, Tab. 39). In Anwesenheit von Tocopherolen liegt demnach eine verringerte AB-Degradation
vor. Bei Verwendung von N2a IDE-Knockdown-Zellen kann hingegen nur nach Inkubation mit a-
Tocopherol eine signifikante Erhohung des verbleibenden humanen A 40 verzeichnet werden (Mittelwert
Tocopherole: 104,80% = 2,1 %, p = 0,184) (Abb. 61B, Tab. 39). Der Unterschied der Effektstirken bei
Verwendung von N2a IDE-Knockdown und N2a WT (mock) ist fiir 5-Tocopherol statistisch signifikant
(p =0,011), fiir a-Tocopherol jedoch nicht (p = 1,000).
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A Abb. 61: Einfluss von a-, y- und 8-Tocopherol auf

175- die Ap-Gesamtdegradation in N2a-Zellen
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Tab. 39: Statistik des Einflusses von a-, y- und 8-Tocopherol auf die AB-Gesamtdegradation in N2a-Zellen
a-Toc.  y-Toc.  8-Toc. o-Toc. y-Toc.  &-Toc.

IDE-Knockdown: - - - + + +
verbleibendes AP [% von Ethanol]  134,9 1134 136,6 113,7 102,4 99,6
StabwM [%] 8,0 7,0 8,0 1,6 2,9 1,8
Signifikanz [zu Ethanol] 0,02 0,10 0,015 0,003 0,56 0,90
n-Zahl 4 7 4 4 6 4

Diese Daten belegen, dass a- und d-Tocopherol einen negativen Effekt auf die IDE-abhédngige Ap-
Degradation haben. Da im Fall von a-Tocopherol auch in IDE-Knockdown-Zellen eine signifikante
Reduktion des AP-Abbaus vorliegt, ist davon auszugehen, dass diese Tocopherol-Spezies auch IDE-
unabhdngige AB-degradierende Mechanismen negativ beeinflusst.
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Zusammenfassend wurde in dieser Studie festgestellt, dass Tocopherole nicht nur protektive
Eigenschaften hinsichtlich AD aufweisen, sondern neben ihren anti-oxidativen Eigenschaften auch das
Potential haben, den AB-Gehalt durch Stimulation der amyloidogenen APP-Prozessierung zu erhéhen. Ich
konnte belegen, dass zusitzlich auch ein verringerter AP-Abbau unter Einfluss von a- und o-
Tocopherolen vorliegt. Beziiglich des Wirkmechanismus wurden Unterschiede zwischen den untersuchten
Tocopherol-Spezies festgestellt: Wiahrend 6-Tocopherol den stirksten Effekt auf die Ap-Produktion
aufweist, ist der erhohte AB-Gehalt unter Einfluss von a-Tocopherol hauptsidchlich auf eine reduzierte AB-
Degradation zuriickzufiihren. Folglich sind weitere Studien erforderlich, die das Potential der einzelnen E-
Vitamine bei praventiven bzw. therapeutischen MaBnahmen hinsichtlich AD untersuchen.

4.6.4 EINFLUSS DER APP-PROZESSIERUNG AUF DIE GENEXPRESSION VON PGC-1a
Die in diesem Abschnitt dargestellten Daten wurden in Aging Cell publiziert:

Robinson, A., Grosgen, S., Mett, J., Zimmer, V.C., Haupenthal, V.J., Hundsdorfer, B., Stahlmann, C.P.,
Slobodskoy, Y., Muller, U.C., Hartmann, T., Stein, R., and Grimm, M.O. (2014). Upregulation of PGC-

lalpha expression by Alzheimer's disease-associated pathway: presenilin 1/amyloid precursor protein
(APP)/intracellular domain of APP. Aging Cell /3, 263-272.

Eine mitochondriale Dysfunktion konnte bei AD vielfach nachgewiesen werden, die Ursachen hierfiir
sind allerdings weitestgehend unbekannt (Blass et al., 2000; Riemer und Kins, 2013). Im Rahmen dieses
Projekts wurde der Einfluss von PS, APP und der APP-Prozessierungsprodukte AP und AICD auf
verschiedene mitochondriale Eigenschaften untersucht. Es wurde festgestellt, dass PS1 in embryonalen
Mausfibroblasten einen Einfluss auf den mitochondrialen Energiemetabolismus hat. Des Weiteren wurde
mittels SILAC/MS/MS-Analyse und RT-PCR eine PSl-abhédngige transkriptionelle Regulation
verschiedener mitochondrialer Proteine festgestellt, zu denen neben mehreren ATP-Synthase-
Untereinheiten die Superoxid-Dismutase 2 (SOD2) und PGCla zdhlen. Bei PGCla handelt es sich um
einen transkriptionellen Ko-Aktivator, der Gene der mitochondrialen Biogenese koordiniert reguliert (Lin
et al., 2005; Rodgers et al., 2008). Weitere Experimente deuteten auf eine AICD-abhédngige Regulation
der PGCla-Genexpression hin.

Zunichst wurde von mir die PS1-abhéngige Regulation von SOD2 mittels Western Blot-Analyse (3.2.3.8-
3.2.3.10) unter Verwendung von MEF PS1/2 -/- und MEF PSlres bestitigt. Wie in Abb. 62 dargestellt, ist
der SOD2-Proteingehalt in PS-defizienten MEF im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant auf
155,5% (£ 6,9 %, p <0,001) erhoht.

AuBerdem konnte ich in Zusammenarbeit mit Christoph Stahlmann mittels Luciferase-Aktivitdtsmessung
eine Aktivierung des PGCla-Promotors durch AICD bestétigen. Hierzu wurden MEF APPACT15-Zellen
transient mit dem Reporterplasmid PGL3-PGCla-Luc und dem Standardreporterplasmid pRL-CMV ko-
transfiziert (3.2.2.3) und anschlieBend lipofektionsbasiert mit synthetischem AICD oder dem
Losungsmittel Wasser inkubiert (3.2.2.5.1). Durch Messung der Luciferase-Aktivititen (3.2.1.6) ergab
sich unter Einfluss von AICD eine Steigerung der PGCla-Promotoraktivitit auf 144,7% (£ 9,7%, p =
0,01) (Abb. 63).
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Abb. 62: Einfluss der Presenilin-Genexpression auf SOD2 in embryonalen
Mausfibroblasten

Quantitative Bestimmung des SOD2-Proteingehalts in MEF PS1/2 -/- und MEF PSlres mittels
Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikdrpers ab13533 (n = 5).

Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar oft passagiert (+ 3 Passagen) und bei
Erreichen einer Konfluenz von 100% verwendet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels
zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (*** p < 0,001).

MEF PS1/2 -/- = PS1 und PS2 defiziente Mausfibroblasten; MEF PSlres = mit Wildtyp-
Presenilin 1 retransfizierter MEF PS1/2 -/- Zellklon.

(Abb. modifiziert nach Robinson et al., 2014)

Abb. 63: Einflusss der AICD-Supplementierung auf die PGCla-Promotoraktivitit in
embryonalen Mausfibroblasten

Messung der PGClao-Promotoraktivitit in MEF APPACTI15 nach Inkubation mit AICD
mittels Luciferase-Assay (n = 4). Die Zellen wurden transient mit dem Reporterplasmid
PGL3-PGCla-Luc (Expression der Firefly-Luciferase unter Kontrolle des PGC1a-Promotors)
und dem Standardreporterplasmid pRL-CMV (konstitutive Expression der Renilla-Luciferase)
ko-transfiziert und anschiefend 90min lang lipofektionsbasiert mit 2,5uM AICD oder dem
Losungsmittel Wasser inkubiert. Dargestellt ist die auf die Gaussia-Luciferase-Aktivitit
normierte Aktivitét der Firefly-Luciferase im Kulturmedium der inkubierten Zellen.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels
zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (** p < 0,01).

(Abb. modifiziert nach Robinson et al., 2014)

Zusammenfassend konnte in dieser Studie ein Einfluss von PS1 und AICD auf mitochondriale Funktionen
belegt werden. PS1 ist demnach an der transkriptionellen Regulation mehrerer Gene beteiligt, welche
wichtige mitochondriale Funktionen besitzen. Ich konnte den Effekt von PS1 auf den SOD2-Proteingehalt
sowie von AICD auf die Aktivitit des PGCla-Promotors bestitigen. Aufgrund der Regulation einer
Vielzahl von mitochondrial relevanten Genen durch PGClo konnten die festgestellten
Regulationsmechanismen moglicherweise zu einer mitochondrialen Dysfunktion bei der AD-Pathogenese

beitragen.
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4.6.5 ERGEBNISSE ZU WEITEREN PROJEKTEN
In diesem Abschnitt werden kurz weitere von mir generierte Daten zu Projekten vorgestellt, die bislang
noch nicht publiziert wurden.

4.6.5.1 Einfluss von Amitriptylin und anderer Antidepressiva auf die APP-
Prozessierung und ApB-Degradation

Bei diesem Projekt wurde der Einfluss von Amitriptylin und weiterer Antidepressiva (Desipramin,
Maprotilin und Fluoxetin) auf die APP-Prozessierung und AB-Degradation untersucht. Diese Substanzen
beeinflussen den Lipidmetabolismus durch Inhibition der aSMase, welche die Umsetzung von
Sphingomyelin zu Ceramid katalysiert (Becker et al., 2010). Es konnte nachgewiesen werden, dass alle
untersuchten Antidepressiva in SH-SY5Y-Zellen durch eine Erhéhung des Sphingomyelin/Ceramid-
Verhéltnisses eine Verschiebung der amyloidogenen zur nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung und
somit eine verringerte AP-Sekretion bewirken.

Nach Etablierung einer Methode zur Messung der aSMase-Aktivitit (3.2.3.13.7) konnte ich zunichst
bestdtigen, dass in Anwesenheit aller untersuchten Antidepressiva eine signifikant reduzierte Aktivitét der
aSMase in SH-SY5Y-Zellen vorliegt. Aulerdem wurde von mir mittels aSMase-Aktivitdtsmessung die
Effizienz des transienten aSMase-Knockdowns in SH-SYSY WT verifiziert (Abb. 64, Tab. 40), welcher
ebenfalls mit einer verringerten AB-Sekretion einhergeht.

1209 Abb. 64: aSMase-Aktivitit in SH-SY5Y-Zellen nach transientem
aSMase-Knockdown und Inkubation mit Antidepressiva
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Tab. 40: Statistik der aSMase-Aktivitit in SH-SYSY-Zellen nach Inkubation mit Antidepressiva und transientem
aSMase-Knockdown

aSMase-KD  Amitriptylin  Desipramin  Fluoxetin Maprotilin

aSMase-Aktivitit

[% von Kontrolle] 71,0 29,4 30,7 21,4 13,2
StabwM [%] 6,2 2,0 1,6 2,6 2,8
Signifikanz [zu Ethanol] 0,03 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
n-Zahl 3 5 3 3 3
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Mittels Immunpréizipitation und anschlieBender Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) konnte ich eine
Stimulation der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung und eine Reduktion des amyloidogenen APP-
Prozessierungsweges unter Einfluss von Amitriptylin bestétigen.

1607 Abb. 65: Einfluss von Amitriptylin auf den Proteingehalt von

1404 APP, a-CTF und B-CTF in SH-SY5Y-Zellen
—I— Quantitative Bestimmung des APP-, a-CTF- und B-CTF-Gehalts in
120 SH-SY5Y-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit 30pM
Amitriptylin oder dem Losungsmittel Wasser mittels Western Blot-
100 _]:_ I[;l‘:;‘;'l‘gs Analyse. Die Detekion von APP in SH-SYS5Y WT und von B-CTF in
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80 (APP: n = 15, B-CTF: n = 10). Der Nachweis von a-CTF in SH-
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Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-
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SH-SY5Y APP-Zellen weisen nach Inkubation mit Amitriptylin einen auf 134,9% (= 5,8%, p < 0,001)
erhohten a-CTF- sowie einen auf 63,7% (= 3,1%, p < 0,001) reduzierten B-CTF-Gehalt auf. Der APP-
Proteinspiegel in SH-SY5Y WT wird hingegen nicht von Amitriptylin beeinflusst (96,6% =+ 6,0%, p =
0,69) (Abb. 65).

Neben der APP-Prozessierung wirkt sich Amitriptylin auBlerdem auf die AP-Degradation aus. Die
Messung des extrazelluldiren AB-Abbaus (3.2.3.12) ergab eine signifikante Reduktion des verbleibenden
APB40 im Kulturmedium von SH-SY5Y Wildtyp-Zellen nach Amitriptylin-Inkubation (71,1% % 4,2%, p <
0,001) sowie nach transienter Transfektion mit aSMase-siRNS (90,5% =+ 0,7%, p < 0,001). Nach Zugabe
des IDE-Inhibitors NEM (IC50: 220uM (Leissring et al., 2010)) ist der Amitriptylin-abhidngige Effekt auf
das verbleibende AP40 nicht mehr festzustellen (103,1% = 4,3%, p = 0,62). Der signifikante (p < 0,001)
Unterschied des Effekts von Amitriptylin auf die AB-Degradation in An- bzw. Abwesenheit von NEM
spricht fiir eine Steigerung der extrazelluldren IDE-Aktivitdt durch Amitriptylin (Abb. 66).
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Abb. 66: Einfluss von Amitriptylin und des aSMase-
Knockdowns auf die AB-Degradation im Kulturmedium
von SH-SYS5Y-Zellen
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Insgesamt konnte in dieser Studie eine Reduktion der AB-Sekretion durch SH-SY5Y-Zellen unter Einfluss
der untersuchten Antidepressiva nachgewiesen werden. Diese basiert auf einer verstidrkten nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung und IDE-abhidngigen AP-Degradation in Kombination mit einer
verringerten amyloidogenen APP-Prozessierung. Diese Daten weisen auf ein Potential dieser Wirkstoffe
in der AD-Prévention hin.

4.6.5.2 Einfluss von Phytosterinen auf die Ap-Degradation

Bei Phytosterinen handelt es sich um pflanzliche Cholesterin-Aquivalente, die diesem strukturell sehr
dhnlich sind (Piironen et al., 2000; Weihrauch und Gardner, 1978). Wie in Burg et al. publiziert, ist im
Kulturmedium von SH-SYSY APP-Zellen unter FEinfluss von Brassicasterin, p-Sitosterin und
Campesterin eine Erhohung des AB-Gehalts festzustellen, die weniger stark ausgepréigt ist als unter
Einfluss von Cholesterin. Von den untersuchten Phytosterinen ist B-Sitosterin mit der stirksten Erhdhung
des APB-Gehalts assoziiert. Die Supplementierung von Stigmasterin fithrt hingegen aufgrund einer
verringerten amyloidogenen APP-Prozessierung in vitro und in vivo zu einer signifikanten Reduktion des
AB-Gehalts (Burg et al., 2013).

Im Rahmen dieses Projekts habe ich den Einfluss von [-Sitosterin und Stigmasterin auf die Ap-
Degradation untersucht. Hierzu wurden N2a-Zellen zunichst mit Phytosterinen und anschlieBend mit
Phytosterinen in Kombination mit 1pug/ml humanem AB40 inkubiert (3.2.3.12). Die Quantifizierung des
nach 16Std verbleibenden humanen AB40 ist in Abb. 67 gezeigt.
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1409 Abb. 67: Einfluss von p-Sitosterin und Stigmasterin auf die Gesamt-Ap-

* Degradation in N2a-Zellen
el [ Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in N2a WT nach Inkubation mit B-
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Wie in Abb. 67 dargestellt, ist eine Reduktion des verbleibenden humanen AB40 auf 49,8% (+ 3,1%, p <
0,001) und somit eine Steigerung der AB-Degradation unter Einfluss von Stigmasterin festzustellen. Im
Gegensatz dazu liegt unter Einfluss von B-Sitosterin im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ein
verringerter AB-Abbau vor (verbleibendes AP40: 116,1% = 3,3%, p = 0,04). Die Erhohung des Ap-
Gehalts im Kulturmedium von SH-SY5Y APP-Zellen nach Inkubation mit B-Sitosterin ist demnach auf
eine gesteigerte AB-Produktion in Kombination mit einer verringerten AB-Degradation zuriickzufiihren.
Im Gegensatz dazu stimuliert Stigmasterin den AB-Abbau, was in Kombination mit einer verringerten Af-
Produktion in einer Reduktion des Gesamt-AB-Gehalts resultiert.

4.6.5.3 Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitit Ap-degradierender Enzyme

Bei Plasmalogenen handelt es sich um Phospholipide, in denen die Fettsduren an der snl-Position tiber
eine Vinyletherbindung mit dem Glycerin verkniipft sind, wihrend an der sn2-Position meist eine
veresterte PUFA vorliegt. Im Hirngewebe von AD-Patienten konnte mehrfach eine Reduktion des
Plasmalogen-Gehalts festgestellt werden, welche u.a. auf eine verringerte Plasmalogen-Biosynthese in
Anwesenheit eines gesteigerten AP-Gehalts zuriickzuflihren sein konnte (Grimm et al., 2011d; Han et al.,
2001; Mett et al., 2016; Rothhaar et al., 2012). In der Studie von Rothhaar et al. konnte gezeigt werden,
dass die Plasmalogene PC-PL18:0/18:1, PC-PL18:0/20:4, PC-PL18:0/22:6 und PE-PL18:0/22:6 im
Vergleich zu den korrespondierenden Phospholipiden mit zwei veresterten Fettsduren eine direkte,
inhibierende Wirkung auf die Enzymaktivitdt der y-Sekretase aufweisen. Da sich die hierbei untersuchten
Phospholipid-Spezies nur in der Art der Bindung ihrer Fettsduren unterscheiden, sind diese Effekte
wahrscheinlich auf die in Plasmalogenen vorhandene Vinyletherbindung zuriickzufiihren. Es ist davon
auszugehen, dass der gesteigerte zerebrale AP-Gehalt in AD-Hirngewebe zu einem reduzierten
Plasmalogengehalt fiihrt, welcher wiederum eine gesteigerte y-Sekretase-Aktivitit und somit eine weitere
Verstarkung der AB-Produktion zur Folge hat (Rothhaar et al., 2012).

Im Rahmen dieses Projekts habe ich den direkten Effekt von Plasmalogenen auf die Aktivitit von IDE
und NEP im Vergleich zu den entsprechenden Phospholipiden mit zwei veresterten Fettsduren
untersucht. Hierzu wurde die Umsetzung des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH durch die aus SH-
SY5Y WT-Lysaten isolierten Enzyme in Anwesenheit der jeweiligen Phospholipide (100uM) bestimmt
(3.2.3.13.2,3.2.3.13.3).
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Abb. 68: Einfluss von Plasmalogenen auf die
Enzymaktivitit von IDE

Quantitative Bestimmung der Enzymaktivitit von
IDE in Anwesenheit von Plasmalogenen. Die
Umsetzung des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-
OH durch das aus SH-SYS5Y WT-Lysat isolierte IDE
wurde in Anwesenheit von Plasmalogenen bzw. den
entsprechenden Phospholipiden mit zwei veresterten
Fettsduren (100uM) gemessen (n =3). Dargestellt ist
die quantitative Bestimmung der Steigung der
Fluoreszenz iiber den gesamten Messbereich. Die
mittlere Effektstirke der Plasmalogene ist durch eine
unterbrochene Linie eingezeichnet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung, die Signifikanzen wurden
mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (n.s. nicht signifikant).

SH-SYS5Y WT = SH-SYS5Y Wildtyp-Zellen.

Tab. 41: Statistik des Einflusses von Plasmalogenen auf die Enzymaktivitiit von IDE

PC-PL18:0/18:1 PC-PL18:0/20:4 PC-PL18:0/22:6 PE-PL18:0/22:6

IDE-Aktivitét

[% von Kontrolle] 82,1 102,2 95,2 105,6
StabWM [%] 7’8 15’3 3’7 3’9
Signifikanz

[zu Kontrolle] 0.16 0,91 0,35 0,69
n-Zahl 3 3 3 3

Wie in Abb. 68 und Tab. 41 gezeigt, haben die untersuchten Plasmalogen-Spezies keinen direkten Effekt
auf die IDE-Enzymaktivitét. Diese ist in Anwesenheit von PC-PL18:0/18:1 im Vergleich zu PC18:0/18:1
reduziert, der Effekt ist statistisch aber nicht signifikant (82,1% + 7,8%, p = 0,16). Auch die anderen
untersuchten Plasmalogen-Spezies haben im Vergleich zu den Kontrolllipiden keinen signifikanten

direkten Effekt auf die Aktivitit des Enzyms.

[ | Kontrolllipide

[ Plasmalogene

1407

n.s.
T
120 i
100+ Kontrolle
< Mittelwert
. n.s. Plasmalogene
E $04 1
£ 1
=
<
; 60+
z
404
20
0
o L
o
\4
&

Abb. 69: Einfluss von Plasmalogenen auf die
Enzymaktivitit von NEP

Quantitative Bestimmung der Enzymaktivitit von
NEP in Anwesenheit von Plasmalogenen. Die
Umsetzung des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-
OH durch das aus SH-SYS5Y WT-Lysat isolierte
NEP wurde in Anwesenheit von Plasmalogenen bzw.
den entsprechenden Phospholipiden mit zwei
veresterten Fettsduren (100pM) gemessen (n =3).
Dargestellt ist die quantitative Bestimmung der
Steigung der Fluoreszenz {iiber den gesamten
Messbereich. Die mittlere  Effektstdrke der
Plasmalogene ist durch eine unterbrochene Linie
eingezeichnet.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung, die Signifikanzen wurden
mittels zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (n.s. nicht signifikant, * p <0,05).
SH-SYSY WT = SH-SY5Y Wildtyp-Zellen.
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Tab. 42: Statistik des Einflusses von Plasmalogenen auf die Enzymaktivitit von NEP
PC-PL18:0/18:1 PC-PL18:0/20:4 PC-PL18:0/22:6 PE-PL18:0/22:6

NEP-Aktivitit

[% von Kontrolle] > 121.5 75.2 78,3
StabwM [%0] 3,1 3,1 8,1 5.0
Signifikanz

[zu Kontrolle] 0,02 0,12 0,10 0,17
n-Zahl 3 3 3 3

Die NEP-Enzymaktivitit ist in Anwesenheit von PC-PL18:0/18:1 im Vergleich zu PC18:0/18:1
signifikant verringert (83,3% = 3,1%, p = 0,02). Einen dhnlichen, statistisch allerdings nicht signifikanten
Effekt auf die NEP-Enzymaktivitit haben PC-PL18:0/22.6 und PE-PL18:0/22:6 (75,2% + 8,1%, p = 0,10
bzw. 78,3% + 5,0%, p = 0,17). Im Gegensatz dazu ist die NEP-Enzymaktivitit in Anwesenheit von PC-
PL18:0/20:4 im Vergleich zu PC18:0/20:4 gesteigert, wobei dieser Effekt ebenfalls statistisch nicht
signifikant ist (121,5% £ 3,1%, p = 0,12) (Abb. 69, Tab. 42).

Die untersuchten Plasmalogen-Spezies haben im Vergleich zu den entsprechenden Phospholipiden mit
zwel veresterten Fettsduren somit keine bzw. keine einheitlichen direkten Effekte auf die Enzymaktivitat
von NEP und IDE.

4.6.5.4 Untersuchung der bidirektionalen Wechselwirkung zwischen Sulfatiden und der
APP-Prozessierung

Sulfatide sind 3-O-Sulfogalaktosylceramide, deren Synthese ausgehend von Ceramid durch die Ceramid-
Galaktosyltransferase (CGT) und die Gal3Stl katalysiert wird (Han, 2010). In der Literatur ist eine
erhebliche Reduktion des Sulfatidgehalts im Hirngewebe von AD-Patienten beschrieben (Bandaru et al.,
2009; Gottfries et al., 1996; Han et al., 2002). In dieser Studie sollte der Einfluss der APP-Prozessierung
auf den Sulfatid-Metabolismus und umgekehrt die Wirkung von Sulfatiden auf die APP-Prozessierung
und AB-Degradation untersucht werden.

In vorhergehenden Experimenten wurde eine dosisabhiingige Reduktion des Gesamt-Ap-Gehalts im
Kulturmedium von SH-SY5Y APP-Zellen nach Sulfatid-Inkubation festgestellt. Des Weiteren deuteten
die Daten aus einer Vielzahl von Zellkulturmodellen auf eine Reduktion der Gal3Stl-Expression und
somit der Sulfatid-Biosynthese durch AICD hin.

Ich habe den Einfluss der Sulfatid-Supplementierung auf den AB40- und AB42-Gehalt im Kulturmedium
von SH-SY5Y APP-Zellen untersucht. Aulerdem wurde von mir die Auswirkung des Knockdowns der
Arylsulfatase A (ARSA), einem Enzym des Sulfatid-Katabolismus, auf den Gesamt-AB-Spiegel im
Kulturmedium von SH-SY5Y-Zellen analysiert. Das genaue Vorgehen zur Bestimmung des Gesamt-Af-,
AP40- bzw. AP42-Gehalts ist in 3.2.3.7-3.2.3.10 beschrieben.
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Abb. 70: Einfluss von Sulfatiden auf den Ap40- und Ap42-
Gehalt im Kulturmedium von SH-SYSY-Zellen

Quantitative Bestimmung des AP40- und AP42-Spiegels im
Kulturmedium von SH-SYS5Y APP mittels Western Blot-Analyse
unter Verwendung des Antikdrpers W02. Die Zellen wurden vor
den Experimenten tiber 24Std mit 20uM Sulfatidextrakt oder dem
Losungsmittel Ethanol inkubiert. Die Immunprézipitation von
AP40 erfolgte unter Verwendung des Antikorpers G210 (n = 3),
fiir die Immunprézipitation von AB42 wurde der Antikorper G211
verwendet (n = 3).

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (*** p < 0,001).

SH-SYS5Y APP = APP iiberexprimierende SH-SYS5Y- Zellen.

Abb. 71: Einfluss des ARSA-Knockdowns auf den
ApB-Gehalt im Kulturmedium von SH-SY5Y-Zellen
(A) Quantitative Bestimmung des Ap-Spiegels im
Kulturmedium von SH-SY5Y ARSA-KD und SH-SY5Y
WT (mock) mittels Immunpréazipitation und Western
Blot-Analyse unter Verwendung des Antikdrpers W02 (n
=3).
(B) Uberpriifung der ARSA-Knockdown-Effizienz in
SH-SYS5Y ARSA-KD-Zellen mittels RT-PCR (n = 3).
Die Zellen wurden vor den Experimenten vergleichbar
oft passagiert (£ 3 Passagen) und nach Erreichen einer
Konfluenz von 100% verwendet.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels
zweiseitigem, ungepaartem Student’s t-test ermittelt (***
p <0,001).

wEE SH-SY5Y WT (mock) = mit Kontrollplasmid

transfizierte SH-SYS5Y-Zellen, SH-SY5Y ARSA-KD =

SH-SYS5Y ARSA-Knockdown-Zellen.

Im Kulturmedium von SH-SY5Y APP ist nach 24-stiindiger Inkubation mit 20uM Sulfatidextrakt eine
Reduktion des AB40- und AB42-Gehalts auf 42,4% (+ 1,9%, p < 0,001) bzw. 38,5% (£ 3,4%, p <0,001)
nachzuweisen (Abb. 70). Damit {ibereinstimmend liegt eine signifikante Reduktion des AB-Gehalts auf
86,5% (£ 0,62%, p < 0,001) im Kulturmedium von SH-SY5Y ARSA-Knockdown-Zellen (ARSA-
Genexpression: 22,7% + 1,5%, p <0,001; Abb. 71B) im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen
vor (Abb. 71A). Diese Ergebnisse bestdtigen eine Reduktion der AB-Sekretion bei gesteigertem zelluldren

Sulfatidgehalt.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Sulfatid-Supplementierung auf die AB-Degradation in N2a- und SH-
SY5Y WT-Zellen untersucht (3.2.3.12). Hierzu wurden die Zellen zunidchst mit Sulfatidextrakt (20uM)
und anschlieBend mit 20uM Sulfatidextrakt in Kombination mit 0,5ug/ml humanem AB40 inkubiert. Die
Quantifizierung des verbleibenden humanen AB40 ist in Abb. 72 dargestellt.
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B Losungsmittel Abb. 72: Einfluss von Sulfatiden auf die Gesamt-Ap-
O Sulfatide Degradation in N2a- und SH-SY5Y-Zellen
120 Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in N2a WT und
s s SH-SYS5Y WT nach Inkubation mit Sulfatidextrakt. Die N2a-
100 I _:[_ Zellen wurden 16Std mit Sulfatidextrakt (20pM) oder dem

Losungsmittel ~ Ethanol und anschlieBend 6Std mit
Sulfatidextrakt (20uM)/ Ethanol + 0,5pug/ml humanem AB40
inkubiert. Die SH-SY5Y WT-Zellen wurden nach 16-stiindiger
Vorinkubation mit 20uM Sulfatidextrakt tiber 8Std mit 20uM
60 Konte. Sulfadide Sulfatidextrakt und 0,5pug/ml humanem AP40 inkubiert.
u o n2a Dargestellt ist die Quantifizierung des in dem
= Zellkulturmedium verbleibenden humanen Ap40 mittels
Western Blot-Analyse unter Verwendung des Antikorpers
W02 (N2a WT: n=10; SH-SYS5Y WT:n=7).

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die
Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
- Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant).

N2a SH-SYSY N2a WT = N2a Wildtyp-Zellen, SH-SY5Y WT = SH-SY5Y-

Wildtyp-Zellen.
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Die Supplementierung von Sulfatiden beeinflusst die AB-Degradation weder in N2a- noch in SH-SY5Y-
Zellen (verbleibendes humanes AB40, N2a WT: 101,2% + 2,4%, p = 0,74; verbleibendes humanes Ap40,
SH-SY5Y WT: 99,4% + 4,8%, p = 0,92) (Abb. 72). Veridnderungen im AB-Abbau kénnen somit als
Ursache fiir die starke Reduktion des APB-Gehalts im Kulturmedium von SH-SYS5Y-Zellen nach
Inkubation mit Sulfatidextrakt (Abb. 70) ausgeschlossen werden.

Zur weiteren Untersuchung der moglichen transkriptionellen Regulation der Gal3Stl durch AICD habe
ich die Gal3Stl-Genexpression in SH-SY5Y WT nach Behandlung mit dem y-Sekretase-Inhibitor DAPT
(3.2.2.5.2) mittels RT-PCR (3.2.1.5) analysiert.

Die mit DAPT behandelten Zellen weisen im Vergleich zu den mit Losungsmittel behandelten
Kontrollzellen eine signifikant auf 132,1% (+ 4,8%, p = 0,003) erhohte Gal3Stl-Expression auf (Abb.
73A). Die Reduktion der Gal3Stl1-Genexpression durch AICD konnte auch mittels Gal3St1-Promotor-
Aktivititsmessung (3.2.1.6) bestitigt werden. Die lipofektionsbasierte Supplementierung von MEF
APPACT15 mit AICD-Peptiden (3.2.2.5.1) fithrt zu einer signifikant verringerten Gal3Stl-
Promotoraktivitét (85,4% = 3,5%, p = 0,005) (Abb. 73B).
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Abb. 73: Einfluss der y-Sekretase-Inhibition auf die Gal3St1-Genexpression in SH-SY5Y-Zellen und der AICD-
Supplementierung auf die Gal3St1-Promotoraktivitit in embryonalen Mausfibroblasten

(A) Quantitative Bestimmung der Gal3St1-Genexpression in SH-SYS5Y WT-Zellen mittels RT-PCR nach Inkubation mit
dem y-Sekretase-Inhibitor DAPT (n = 3). Die Zellen wurden vor der RNS-Isolation iiber einen Zeitraum von 72Std mit
2,5uM DAPT oder dem Losungsmittel DMSO behandelt.

(B) Quantitative Bestimmung der Gal3St1-Promoraktivitit in MEF APPACT15 nach Supplementierung von AICD mittels
Luciferase-Assay (n = 4). Die Zellen wurden transient mit einem Gal3Stl-Reporterplasmid (Expression der Gaussia-
Luciferase unter Kontrolle des Gal3Stl-Promotors, konstitutive Expression von SEAP) transfiziert und anschiefend
30min lang lipofektionsbasiert mit AICD-Peptiden (2,5uM) oder dem Losungsmittel Wasser inkubiert. Dargestellt ist die
Gaussia-Luciferase-Aktivitdt im Kulturmedium der Zellen.

Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (** p < 0,01). SH-SYSY WT = SH-SYS5Y Wildtyp-Zellen, MEF APPACT15 = embryonale
Mausfibroblasten mit Deletion des APP C-Terminus.

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieses Projekts ein bidirektionaler Zusammenhang zwischen der
APP-Prozessierung und des Sulfatid-Metabolismus festgestellt. Ein erhohter zelluldrer Sulfatidgehalt
bewirkt demnach eine starke Reduktion der sekretierten AB-Peptide. Als Ursache hierfiir wurde in
weiteren Experimenten eine verringerte amyloidogene APP-Prozessierung identifiziert. Umgekehrt wird
die Sulfatid-Biosynthese durch AICD inhibiert.

4.6.5.5 Einfluss von Gangliosiden und Gangliosidvorldufern auf die APP-Prozessierung
und AB-Degradation

Die Gruppe der Ganglioside umfasst glykosylierte Sphingolipide, die vielfach mit der AD-Pathogenese in
Verbindung gebracht wurden. Die Glukosylceramid-Synthase (GCS) katalysiert den ersten Schritt der
Gangliosid-Biosynthese durch Addition von Glukose an Ceramid, wobei Glukosylceramid (GluCer)
entsteht. Durch weitere Additionsreaktionen wird aus GluCer zundchst Laktosylceramid (LakCer) und im
Folgenden die Gruppe der Ganglioside synthetisiert (Ariga et al., 2008). Es konnte eine gesteigerte GCS-
Aktivitdt in Abwesenheit von APP und PS nachgewiesen werden, was auf eine Regulation der Gangliosid
de novo-Synthese durch die APP-Prozessierung hindeutet (Grimm et al., 2014a). Im Folgenden wurde
umgekehrt die Beeinflussung der APP-Prozessierung und der Ap-Degradation durch die
Gangliosidvorldufer GluCer und LakCer sowie durch Gesamt-Gangliosidextrakt untersucht. Hierzu
wurden SH-SYS5Y- und N2a-Zellen mit den entsprechenden Lipiden inkubiert.
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Der Gehalt von AR, sAPPB und sAPPa im Kulturmedium der inkubierten SH-SY5Y APP-Zellen wurde
von mir in Zusammenarbeit mit Dr. Benjamin Hundsdorfer mittels Western Blot-Analyse (3.2.3.8-
3.2.3.10) bestimmt, AP wurde zuvor immunprézipitiert (3.2.3.7).
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Abb. 74: Einfluss von Gangliosidextrakt, Glukosylceramid und Laktosylceramid auf den Proteingehalt von Ap,
SAPPp und sAPPa im Kulturmedium von SH-SY5Y APP-Zellen
Quantitative Bestimmung des AB-, sSAPPB- und sAPPa-Gehalts im Kulturmedium von SH-SYS5Y APP-Zellen nach 24-
stiindiger Inkubation mit 50uM Gangliosidextrakt, 100uM GluCer, 100uM LakCer oder dem Losungsmittel Ethanol
mittels Western Blot-Analyse. Zur Bestimmung des AP-Gehalts wurde zunichst eine Immunprézipitation mit dem
Antikorper W02 durchgefiihrt. Die Detekion von Ap und sAPPa erfolgte unter Verwendung des Antikorpers W02, fiir
den Nachweis von sAPPB wurde der Antikérper Mbs492139 verwendet.
Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem
Student’s t-test ermittelt (n.s. nicht signifikant; ** p < 0,01; *** p <0,001).
SH-SYS5Y APP = APP-iiberexprimierende SH-SYS5Y-Zellen.

Tab. 43: Statistik des Einflusses von Gangliosidextrakt, Glukosylceramid und Laktosylceramid auf den Protein-
gehalt von Ap, sSAPPf und sAPPa im Kulturmedium von SH-SYS5Y APP-Zellen

Gangliosidextrakt ~ Glukosylceramid  Laktosylceramid

AB-Gehalt [% von Ethanol] 133,5 90,1 76,1
StabwM [%] 3,5 32 34
Signifikanz [zu Ethanol] <0,001 0,12 0,002
n-Zahl 4 3 3
s[‘;‘f Sgn%ii‘lzgou 125,6 97,6 116,7
StabwM [%] 1,4 6,9 10,0
Signifikanz [zu Ethanol] <0,001 0,82 0,303
n-Zahl 3 3 3
s[‘;‘f Sgrlcﬁgzgou 107,2 100,2 110,0
StabwM [%] 8,2 6,8 8,9
Signifikanz [zu Ethanol] 0,57 0,99 0,45
n-Zahl 3 3 3
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Nach Inkubation mit Gangliosidextrakt wurde ein signifikant erhohter Gehalt an AP und sAPPj
festgestellt, was auf eine gesteigerte amyloidogene APP-Prozessierung hindeutet. Im Gegensatz dazu
bewirkt GluCer keine signifikante Verdnderung des AB-Spiegels, nach Inkubation mit LakCer ist dieser
signifikant reduziert. Der Gehalt an sAPPa und sAPPf ist unter Einfluss von GluCer und LakCer
unveridndert (Abb. 74, Tab. 43).

Der unverdnderte sAPPa- und sAPPB-Gehalt unter Einfluss von LakCer kdnnte darauf hindeuten, dass der
Reduktion des Ap-Gehalts nach Inkubation mit diesem Lipid ein anderer Mechanismus als eine
verdnderte APP-Prozessierung zugrunde liegt. Daher wurde von mir der Effekt von Gangliosidextrakt,
GluCer und LakCer auf die AP-Degradation analysiert. Hierzu wurden N2a-Zellen zunichst mit den
einzelnen Lipiden und anschlieBend mit den jeweiligen Lipiden in Kombination mit 0,5pg/ml
synthetischem AB40 inkubiert (3.2.3.12). Das verbleibende humane AB40 wurde anschlieBend mittels
Western Blot-Analyse (3.2.3.8-3.2.3.10) quantitativ bestimmt.

B N2a WT (mock)
O N2a IDE-KD

* %%

Abb. 75: Einfluss von Gangliosidextrakt,
Glukosylceramid und Laktosylceramid auf die
Gesamt-Ap-Degradation in N2a-Zellen
Quantitative Bestimmung der AB-Degradation in
N2a WT (mock) und N2a IDE-KD nach Inkubation
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Wie in Abb. 75 dargestellt, hat die Inkubation der Zellen mit Gangliosidextrakt keinen Einfluss auf den
AB-Abbau (102,9% + 1,1%, p = 0,12). Im Gegensatz dazu ist die AB-Degradation nach Behandlung von
N2a WT (mock)-Zellen mit GluCer und LakCer signifikant auf 184,5% (£ 15,0%, p = 0,02) bzw. 187,7%
(= 11,3%, p = 0,002) gesteigert. Da diese Effekte bei Verwendung von N2a IDE-Knockdown-Zellen
weniger stark ausgeprigt sind (p < 0,001) (GluCer: 107,3% =+ 1,5%, p = 0,03; LakCer: 112,5% =+ 3,2%, p
= 0,06), ist davon auszugehen, dass unter Einfluss der Gangliosidvorldufer eine Steigerung der IDE-
abhingigen AB-Degradation vorliegt (Abb. 75).

137



Ergebnisse

Im Rahmen dieses Projekts wurde also eine Stimulation der AB-Produktion durch Gangliosidextrakt
festgestellt. Die Gangliosid-Vorldufer GluCer und LakCer bewirken hingegen eine Steigerung der IDE-
abhingigen AB-Degradation, die jedoch nur im Fall von LakCer zu einem signifikant reduzierten Ap-
Gehalt im Kulturmedium der entsprechend behandelten SH-SYS5Y APP-Zellen fiihrt. Die Inhibition der
GM3-Synthase, welche die Synthese von Gangliosiden aus LakCer katalysiert, wiirde folglich durch
Reduktion des Gangliosidgehalts und gleichzeitiger Akkumulation von LakCer zu einem verringerten Af-
Gehalt fithren. Diese These konnte von Dr. Benjamin Hundsdorfer in weiteren Experimenten unter
Verwendung von GM3-Synthase-Knockdown-Zellen bestétigt werden. Die GM3-Synthase konnte somit

ein molekularer Angriffspunkt bei der AD-Therapie darstellen.

4.6.6 ZUSAMMENFASSUNG DER BETEILIGUNGEN AN KOOPERATIONSPROJEKTEN
In Tab. 44 ist eine Ubersicht {iber meine Beteiligung an den einzelnen Kooperationsprojekten gegeben.

Tab. 44: Beteiligungen an Kooperationsprojekten

Projekt (Publikation), Abb. in dieser Beteiligung
Abschnitt Arbeit/ in

Publikation
Plasmalogens Inhibit APP Abb. 68 direkter Effekt von Plasmalogenen auf die Enzymaktivitit von
Processing by Directly IDE
Affecting y-Secretase Activity Abb. 69 direkter Effekt von Plasmalogenen auf die Enzymaktivitidt von
in Alzheimer’s Disease NEP
(Rothhaar et al., 2012), in vitro-Inkubationen von Plasmalogenen
4.6.5.3
Plant Sterols the Better Abb. 67 AB-Gesamtdegradation in N2a WT-Zellen unter Einfluss von (-
Cholesterol in Alzheimer’s Sitosterin und Stigmasterin
Disease? A Mechanistical Inkubation von Zellen mit Phytosterinen
Study
(Burg et al., 2013),
4.6.5.2
Upregulation of PGC-lalpha  Abb. 62/ le SOD2-Proteingehalt in MEF PS1/2 -/- und MEF PSlres
expression by Alzheimer's Abb. 63/ 3¢ PGCla-Promotoraktivitit in MEF APPACT15 nach Inkubation
disease-associated pathway: mit AICD
presenilin 1/amyloid precursor
protein (APP)/intracellular
domain of APP
(Robinson et al., 2014),
4.6.4
PS Dependent APP Cleavage  Abb. 74 AB-, sAPPa- und sAPPB-Gehalt im Kulturmedium von SH-SY5Y
Regulates Glucosylceramide APP unter Einfluss von Glukosylceramid, Laktosylceramid und
Synthase and is Affected in Gangliosidextrakt
Alzheimer’s Disease Abb. 75 AB-Gesamtdegradation in N2a WT (mock) und N2a IDE-KD
(Grimm et al., 2014a), unter Einfluss von Glukosylceramid, Laktosylceramid und
4.6.5.5 Gangliosidextrakt

Inkubation von Zellen mit APP-Prozessierungsprodukten
Impact of Vitamin D on Abb. 56/ 1b AP40- und AP42-Gehalt im Hirngewebe von Méusen mit
amyloid precursor protein verringertem 25(OH)Ds-Spiegel und Kontrolltieren
processing and amyloid-beta ~ Abb. 56/ 1d Gesamt-AB-Gehalt im Kulturmedium von APP-iiberexpri-
peptide degradation in mierenden N2a Zellen nach Langzeit-Inkubation mit 25(OH)D;
Alzheimer's disease Abb. 57/ 2¢ BACE]1-Proteingehalt im Hirngewebe von Maéausen mit
(Grimm et al., 2014b), verringertem 25(OH)Ds-Spiegel und Kontrolltieren
4.6.1 Abb. 58/ 3a NEP-Enzymaktivitdt im Hirngewebe von Maiusen mit
verringertem 25(OH)Ds;-Spiegel und Kontrolltieren
Abb. 58/ 3b NEP-Enzymaktivitdt in N2a WT-Zellen nach Langzeit-Inkubation

mit 25(OH)D;
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Projekt (Publikation), Abb. in dieser Beteiligung
Abschnitt Arbeit/ in

Publikation
Vitamin E: Curse or Benefitin Abb. 61A/4a -  AB-Gesamtdegradation in N2a WT (mock) nach Inkubation mit a,
Alzheimer's Disease? A v- und d-Tocopherol
Systematic Investigation of the Abb. 61B/4b -  AB-Gesamtdegradation in N2a IDE-Knockdown nach Inkubation
Impact of a-, y- and &- mit o-, y- und 8-Tocopherol
Tocopherol on AB-Generation Abb. 30A/4c -  IDE-Proteingehalt in N2a WT (mock) und N2a IDE-Knockdown
and Degradation in
Neuroblastoma Cells
(Grimm et al., 2015b),
4.6.3
Oxidized Docosahexaenoic Abb. 59 - Zytotoxizitét von oxidierten Lipidspezies auf SH-SYSY WT
Acid Species and Lipid Abb. 60/2d -  Genexpression der Bestandteile der - und y-Sekretase in SH-
Peroxidation Products SYS5Y WT-Zellen nach Inkubation mit oxidierten Lipidspezies
Increase Amyloidogenic
Amyloid Precursor Protein
Processing
(Grimm et al., 2016a),
4.6.2
Amitriptyline and other Abb. 64 - aSMase-Aktivitdt in SH-SYSY WT nach aSMase-Knockdown
antidepressants decrease und Inkubation mit Antidepressiva
amyloidogenic processing of ~ Abb. 65 - APP-, 0-CTF- und B-CTF-Gehalt in SH-SYS5Y WT bzw. SH-
the Alzheimer’s amyloid SYSY APP nach Inkubation mit Amitriptylin
precursor protein by affecting  Abb. 66 - AB-Gesamtdegradation im Kulturmedium von SH-SYS5Y WT
sphingolipid homeostasis via nach Inkubation mit Amitriptylin und aSMase-Knockdown
acid Sphingomyelinases,
4.6.5.1
Bidirectional Link betweeen =~ Abb. 70 - AP40- und AP42-Gehalt im Kulturmedium von SH-SYS5Y APP
sulfatide homeostasis and nach Inkubation mit Sulfatidextrakt
processing of the Alzheimer’s Abb. 71 - AB-Gehalt im Kulturmedium von SH-SY5Y ARSA-KD
amyloid precursor protein, Abb. 72 - AB-Gesamtdegradation in N2a WT und SH-SY5Y WT nach
4.6.5.4 Inkubation mit Sulfatidextrakt

Abb. 73A - Gal3Stl-Genexpression in SH-SYS5Y WT nach Inkubation mit y-

Sekretase-Inhibitor
Abb. 73B - Gal3Stl-Promotoraktivitit in MEF APPACTI1S5 nach Inkubation

mit AICD

139



Diskussion

5 DISKUSSION

5.1 TRANSKRIPTIONELLE REGULATION VON NEPRILYSIN DURCH AICD

5.1.1 GENREGULATORISCHE FUNKTION VON AICD

Infolge der sequentiellen proteolytischen Prozessierung des Vorlduferproteins APP kommt es zur
Freisetzung mehrerer Produkte, zu denen AB-Peptide sowie das zytosolisch vorliegende AICD zéhlen.
Die verstérkte Produktion von AP42 und die daraus resultierende Akkumulation bzw. Aggregation des
Peptids im Hirngewebe wird als Ursache der AD-Pathogenese angesehen (Hardy und Selkoe, 2002;
Hardy und Higgins, 1992).

Fiir AICD wird eine Funktion bei der transkriptionellen Regulation zahlreicher Gene wie u.a. der fiir APP,
BACEI, NEP, p53, GSK3p, LRP1, SPT, AGPS, GD3S und PGC1la kodierenden Gene diskutiert (Grimm
et al., 2011b; Grimm et al., 2011d; Grimm et al., 2012c; Grimm et al., 2013b; Liu et al., 2007; Robinson
et al., 2014). Bereits bei dem ersten experimentellen Nachweis von AICD wurde die groBe Ahnlichkeit
des Peptids zu NICD erkannt (Passer et al., 2000), welches bei der proteolytischen Prozessierung des
Typl-Transmembran-Rezeptors Notch freigesetzt wird. Nach seiner Reifung und Aktivierung durch die
Bindung von DSL (Delta, Serrate/Jagged)-Liganden wird das heterodimere Notch-Rezeptor-Molekiil
zundchst an der S2-Position durch Mitglieder der ADAM-Proteinfamilie geschnitten, wodurch es zur
Freisetzung der extrazelluliren Doméne und zur Entstehung des membranstindigen Fragments NEXT
(engl. notch extracellular truncation) kommt (Mumm et al, 2000). Ahnlich wie die C-terminalen
Fragmente von APP wird NEXT anschlieBend innerhalb der Transmembrandoméne durch den -
Sekretase-Komplex prozessiert (De Strooper et al., 1999; Sastre et al., 2001). Infolge dieses S3-Schnitts
kommt es zur Freisetzung von NICD in das Zytosol und zur anschlieBenden Importin a-abhéngigen
Translokation des Peptids in den Nukleus (Huenniger et al., 2010). Durch die Interaktion mit CSL (CBF1-
SU(H)-LAG1)-Transkriptionsfaktoren (Hsieh et al., 1996; Schroeter et al., 1998) ist NICD in der Lage,
die Transkription zahlreicher Zielgene zu regulieren (Borggrefe und Oswald, 2009; Wang et al., 2015a).

Aufgrund der auffilligen Homologie zwischen der Prozessierung von APP- und des Notch-Rezeptors
wurde eine mogliche analoge genregulatorische Funktion von AICD untersucht. Die Bildung des
transkriptionell aktiven AFT-Komplexes aus AICD, dem Adapterprotein Fe65 und der Histon-
Acetyltransferase Tip60 wurde erstmals von Cao und Siidhof nachgewiesen (Cao und Sudhof, 2001). In
spiteren Studien konnte die Existenz der AFT-Komplexe bestitigt und deren nukledre Lokalisation
innerhalb sogenannter transcription factories (Jackson et al., 1993) demonstriert werden (Cao und
Sudhof, 2001; Konietzko et al., 2010; von Rotz et al., 2004). Das Protein MED12, ein Bestandteil des
eukaryotischen Mediator-Komplexes, wurde schlieBlich als Bindeglied zwischen den AFT-Komplexen
und des DNA-abhingigen RNA-Polymerase II-Kernkomplexes identifiziert (Xu et al., 2011).

Die Translokation von AICD in den Zellkern kann durch zahlreiche weitere Adapterproteine beeinflusst
werden. Die Bildung der AICD/Fe65-Komplexe wird beispielsweise durch dimere 14-3-3y-Proteine, die
gleichzeitig an das VTPEER-Motiv von AICD und an Fe65 binden, gesteigert (Sumioka et al., 2005). Die
Bindung von AICD an MINT1/X11a resultiert hingegen in einer verstirkten Degradation des Peptids im
Zytosol und somit in einer reduzierten Translokation von AICD in den Nukleus (von Rotz et al., 2004).
Der Transport von AICD in den Zellkern wird ebenfalls negativ durch das Ubiquitin-dhnliche Protein
Nedd8 beeinflusst, dessen Interaktion mit AICD zu einer reduzierten Bildung der AICD/Fe65-Komplexe
fithrt (Lee et al., 2008).
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In der Literatur werden jedoch auch alternative Modelle zu der AICD- bzw. APP-abhidngigen
Genregulation diskutiert (Muller et al., 2008). Zu diesen zdhlen u.a. der unabhéngige Transport von AICD
und Fe65 in den Zellkern (Nakaya und Suzuki, 2006) sowie die AICD-unabhdngige transkriptionelle
Regulation von Zielgenen durch Fe65/Tip60. Dem zweiten Modell zufolge wird Fe65 durch die Bindung
an den C-Terminus von APP aktiviert, infolge des y-Sekretase-Schnitts gemeinsam mit AICD in das
Zytosol freigesetzt und in den Zellkern transportiert, wo es einen transkriptionell aktiven Komplex mit
Tip60 bildet wiahrend AICD schnell im Zytosol abgebaut wird (Cao und Sudhof, 2004). Gegen dieses
Modell spricht allerdings der bereits erwdhnte Nachweis von AICD/Fe65- bzw. von AFT-Komplexen im
Nukleus (Cao und Sudhof, 2001; Chang et al., 2006; Konietzko et al., 2010; von Rotz et al., 2004).

Neben AFT-Komplexen konnten auch AJT-Komplexe, die aus der alternativen JIPI-vermittelten
Translokation von AICD in den Zellkern und der anschlieBenden Bindung des AICD/JIP1-Komplexes an
Tip60 resultieren, im Nukleus nachgewiesen werden (Scheinfeld et al., 2003; von Rotz et al., 2004).
Alternativ zu Tip60 kann der Transkriptionsfaktor CP2/LSF/LBP1 mit AICD/Fe65 interagieren und an
die Promotorregionen von AICD-regulierten Genen binden (Kim et al., 2003; Zambrano et al., 1998).

Die Ergebnisse zweier Studien deuten darauf hin, dass es sich bei dem infolge der amyloidogenen APP-
Prozessierung entstehenden AICDs um die genregulatorisch aktive Form des Peptids handelt (Belyaev et
al.,, 2010; Goodger et al., 2009). Nach einem kontrovers diskutierten, von Belyaev et al. postulierten
Modell (Abb. 76) ist dies auf die unterschiedliche subzellulare Lokalisation der beiden alternativen APP-
Prozessierungswege und der schnellen Degradation von AICD im Zytosol zuriickzufithren. Diesem
Modell zufolge kann das durch die Aktivitit der B- und y-Sekretase in azidischen intrazelluldren
Kompartimenten freigesetzte AICD zusammen mit Fe65 in den Zellkern translozieren, wihrend das durch
die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung an der Zelloberflache gebildete AICD aufgrund der groferen
Distanz zum Nukleus und dem damit einhergehenden verstarkten Abbau durch IDE nicht in den Zellkern
gelangt (Belyaev et al., 2010). In Abb. 76 ist das allgemein favorisierte Modell zur transkriptionellen
Regulation von Zielgenen durch AICD und die daran beteiligten Adapterproteine gezeigt.

Trotz der allgemein anerkannten Funktion von NICD bei der transkriptionellen Regulation zahlreicher
Gene (Borggrefe und Oswald, 2009), wird die Rolle von AICD bei der Genregulation in der Literatur
kontrovers diskutiert. Eine direkte Interaktion des Peptids mit regulatorischen cis-wirkenden Elementen
bzw. eine Promotor-Aktivierung durch AICD wurde nur fiir wenige potentielle Zielgene, zu denen u.a.
NEP zihlt, belegt (Alves da Costa et al., 2006; Back et al., 2002; Belyaev et al., 2009; Liu et al., 2007).
Des Weiteren konnte die AICD-abhidngige Regulation von zuvor postulierten Zielgenen wie u.a. NEP
mehrfach durch andere Arbeitsgruppen nicht validiert werden (Hebert et al., 2006; Muller et al., 2007;
Waldron et al., 2008) (Tab. 45). Die Inhomogenitit der Ergebnisse verschiedener Studien ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass es sich bei AICD um ein sehr instabiles Peptid mit einer
kurzen Halbwertszeit von wenigen Minuten handelt (Cupers et al.,, 2001) und dass sich verschiedene
AICD-Spezies erheblich in ihrem genregulatorischen Potenzial unterscheiden.
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Abb. 76: Modell zur transkriptionellen Regulation von Zielgenen durch AICD

Das infolge der amyloidogenen APP-Prozessierung generierte AICD kann nach Bindung an die Adapterproteine Fe65
oder JIP-1 in den Zellkern translozieren und dort gemeinsam mit Tip60 die transkriptionell aktiven AFT- bzw. AJT-
Komplexe bilden. Alternativ zu Tip60 ist auch eine Interaktion des AICD/Fe65-Komplexes an den Transkriptionsfaktor
CP2/LSF/LBP1 mdglich. Dem von Belyaev et al. postulierten Modell zufolge (Belyaev et al., 2010) ist das durch die
nicht-amyloidogene APP-Prozessierung an der Plasmamembran entstandene AICD hingegen aufgrund seiner schnellen
Degradation im Zytosol transkriptionell inaktiv.

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2013b )

Die AICD-abhingige transkriptionelle Regulation von NEP wurde im Rahmen dieser Arbeit in einer
Vielzahl unterschiedlicher Modelle analysiert. Im Gegensatz zu den meisten fritheren Studien, die sich mit
einer moglichen Regulation der NEP-Genexpression durch AICD beschiftigen (Tab. 45), wurde die
AICD-vermittelte NEP-Regulation hierbei in vitro und in vivo unter Verwendung vieler verschiedener
Modellsysteme auf Genexpressions-, Protein- und Enzymaktivititsebene analysiert. Die verwendeten
Zellkulturmodelle wurden durch genetische und pharmakologische Methoden generiert und beinhalten
sowohl iiberexprimerende Zelllinien als auch Zelllinien, die eine Defizienz fiir verschiedene Proteine wie
beispielsweise PS oder APP aufweisen. Zusitzlich wurde erstmals der Einfluss der Deletion des C-
terminalen Bereichs von APP (APPACT15) auf NEP in MEF-Zellen und im Hirngewebe von Méusen
untersucht. Die Supplementierung der Zellen mit APP-Prozessierungsprodukten erfolgte ebenfalls nicht
nur genetisch durch Transfektion mit entsprechenden Plasmiden, sondern auch durch die Inkubation mit
synthetischen AB- und AICD-Peptiden. Des Weiteren wurde die Ursache fiir die unterschiedliche
transkriptionelle Aktivitét der verschiedenen AICD-Spezies analysiert.
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Tab. 45: Ubersicht der Studien und Ergebnisse zur AICD-abhiingigen transkriptionellen Regulation von NEP
grau: Ergebnisse fritherer Studien, schwarz: im Rahmen dieser Arbeit generierte Ergebnisse

| =reduziert, T = erhoht, - = unverindert, A = defizient, A = Enzymaktivitit, E= Genexpression, embr. = embryonal, P =
Proteingehalt, KD = Knockdown, n.s. = nicht signifikant

Analysierte
Zellen/
Mausmodelle

Effekte auf NEP verzeichnet

keine Effekte auf NEP verzeichnet

Presenilin-Defizienz:

MEF
APS1APS2

E| (Abb. 10)

P| (Abb. 10)

A| (Abb. 10)

E| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
P| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
P| (Chen und Selkoe, 2007)

A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)

E1/P1/A? nach Retransfektion mit PS1, PS2,
PS1+PS2, AICD50, AICD59,
AICD50/59+Fe65+Tip60

(Pardossi-Piquard et al., 2005)

E- (Huysseune et al., 2009)
P- (Hebert et al., 2006)

P- nach Retransfektion mit PS1
(Chen und Selkoe, 2007)

BDS
APS1APS2

P| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)

E1/P1/A1 nach Retransfektion mit AICD50,
AICDS59 (Pardossi-Piquard et al., 2005)

P- (Chen und Selkoe, 2007)

P- nach Retransfektion mit PS1, PS2,
AICD60+Fe65+Tip60 (Chen und Selkoe, 2007)

Maushirn
APS1APS2
(konditionell)

P| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)

embr.Maushirn
APS1

P- (Hebert et al., 2006)

Maushirn
APS1

A- (Pardossi-Piquard et al., 2005)

v-Sekretase-Inhibition:

in MEF WT

E| (y-Sekretase-Inhibitor X) (Abb. 13)
A (versch. y-Sekretase-Inhibitoren)
(Pardossi-Piquard et al., 2005)

P- (DAPT und y-Sekretase-Inhibitor X)
(Hebert et al., 2006)
P- (DAPT) (Chen und Selkoe, 2007)

in SH-SYSY WT

E| (y-Sekretase-Inhibitor X) (Abb. 21)

in TSM1- A| (DFK167)
Neuronen (Pardossi-Piquard et al., 2005)
in Primér- A| (DFK167)
neuronen (Pardossi-Piquard et al., 2005)

in Hela WT, cos7
WT und N2a WT

P- (DAPT und y-Sekretase-Inhibitor X)
(Hebert et al., 2006)

in BD8 WT und P- (Compound E) (Chen und Selkoe, 2007)
HEK293T WT
in NB7 und E| (DAPT) (Xu et al., 2011)
SK-N-SH
PS1-FAD-Mutationen:
MEF PS1-T3541 E| (Abb. 11)
A| (Abb. 11)
Maushirn E| (n.s) (Abb. 27)
APPswe/PSIAE9  (PS1AE9 kompensiert die Effekte der APPswe-

Mutation, s.unten)
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Analysierte
Zellen/
Mausmodelle

Effekte auf NEP verzeichnet

keine Effekte auf NEP verzeichnet

Defizienz der APP-Proteinfamilie:

MEF E| (Abb. 12) P- (Hebert et al., 2006)
AAPPAAPLP2 P| (Abb. 12) P- (Huysseune et al., 2009)
A] (Abb. 12)
E| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
P| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
E1/P1/A? nach Retransfektion mit ALID1,
ALID2, AICD50 (Pardossi-Piquard et al., 2005)
MEF E| (Pardossi-Piquard et al., 2005) E- (Huysseune et al., 2009)
AAPP P| (Pardossi-Piquard et al., 2005) P- (Huysseune et al., 2009)
A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
E1/P1/A7 nach Retransfektion mit APP
(Pardossi-Piquard et al., 2005)
MEF E| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
AAPLP2 P| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
E1/P1/A7 nach Retransfektion mit APLP2
(Pardossi-Piquard et al., 2005)
APP-KD E| (Belyaev et al., 2009)
in NB7 E| Xuetal., 2011)
APP-KD E| (Xuetal., 2011)
in SK-N-SH
Maushirn E| (Abb. 25)
AAPPAAPLP2 A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
embr. Maushirn E- (Hebert et al., 2006)
AAPPAAPLP2 P- (Hebert et al., 2006)
Maushirn E| (Abb. 25) P- (Chen und Selkoe, 2007)
AAPP A| (Pardossi-Piquard et al., 2005) A- (Chen und Selkoe, 2007)
Maushirn E- (Abb. 25)
AAPLP2 P- (Chen und Selkoe, 2007)

A- (Chen und Selkoe, 2007)

APP-FAD-Mutationen:

SH-SY5Y E1 (n.s.) (Abb. 19)
APPswe A7 (Abb. 19)
E1 (Belyaev et al., 2010)
Maushirn Et (Abb. 27)
APPswe
Defizienz des APP C-Terminus:
MEF E| (Abb. 15)
APPACT15 P| (Abb. 15)
Al (Abb. 15)
E1/A1 nach Inkubation mit AICD-Peptiden (Abb.
17) und AICDS50-Expression (Abb. 18)
Maushirn E| (Abb. 26)
APPACT15

Einfluss der a-Sekretase:

Inhibition in
SH-SY5Y

E- (GM6001) (Abb. 21)
E- (TAPI-2) (Belyaev et al., 2010)

SH-SYS5Y a-CTF

E- (Abb. 20)
A- (Abb. 20)

SH-SYS5Y o-CTF
mit reduzierter
IDE-Aktivitét

E1 nach IDE-KD (Abb. 22)
E1 nach IDE-Inhibition (Abb. 23)
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Analysierte Effekte auf NEP verzeichnet keine Effekte auf NEP verzeichnet
Zellen/

Mausmodelle

Einfluss der p-Sekretase:

Inhibition E| (B-Sekretase-Inhibitor IX) (Abb. 21)

in SH-SY5Y E| (B-Sekretase-Inhibitor 1X)

(Belyaev et al., 2010)

SH-SY5Y B-CTF  Ef (Abb. 20)
A1 (Abb. 20)

Einfluss von Fe65 (+AICD):

MEF Ap97Fe65 E| (Pardossi-Piquard et al., 2005)
A| (Pardossi-Piquard et al., 2005)

SH-SYS5Y Fe65-  E| (Abb. 24)
KD Al (Abb. 24)

HEK?293 Fe65 + E- (Waldron et al., 2008)
AICD-
Akkumulation

SHEP-SF + E- (Muller et al., 2007)
induzierte

Expression von

AICD + Fe65

Maushirn P1 (Pardossi-Piquard et al., 2007)
+ Fe65 (+

AICD)-

Uberexpression

5.1.2 EINFLUSS DER APP-PROTEINFAMILIE, DER y-SEKRETASE UND AICD AUF NEP

Zur Untersuchung des Einflusses der APP-Prozessierung auf die Ap-degradierende Protease NEP wurde
die Genexpression, der Proteingehalt und die Aktivitit des Enzyms in Mausfibroblasten untersucht, die
eine Defizienz flir die katalytische Untereinheit des y-Sekretase-Komplexes (MEF PS1/2 -/-) (Herreman
et al.,, 2000) bzw. fiir die gesamte APP-Proteinfamilie (MEF APP/APLP2 -/-) aufweisen. Da sich die
Genexpression von APLP1 auf Neuronen beschrinkt (Lorent et al., 1995; Slunt et al., 1994; Thinakaran,
1995), liegt in MEF APP/APLP2 -/- eine Defizienz fiir alle Mitglieder der APP-Proteinfamilie vor. In
beiden Zelllinien kommt es aufgrund der genetischen Modifikationen nicht zur Entstehung bestimmter
APP-Prozessierungsprodukte.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Pardossi-Piquard et al. (Pardossi-Piquard et al., 2005)
zeigen beide Zelllinien eine signifikante, allerdings z.T. verschieden stark ausgeprigte Reduktion von
NEP auf Genexpressions-, Protein- und Enzymaktivititsebene (Effektstirke Genexpression/ Proteingehalt
in MEF PS1/2 -/-: p < 0,001; Effektstidrke Proteingehalt/ Enzymaktivitit in MEF PS1/2 -/-: p < 0,001;
Effektstirke Genexpression/ Enzymaktivitdt in MEF APP/APLP2 -/-: p < 0,001) im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollzellen (Abb. 10A, Abb. 12). Die unterschiedlich stark ausgeprigten Effekte auf die
NEP-Genexpression und den NEP-Proteingehalt sind moglicherweise darauf zurtickzufiihren, dass fiir die
Genexpressionsanalysen ~ Gesamtlysate, fiir die Bestimmung des Proteingehalts jedoch
Membranproteinpréparationen verwendet wurden. Zusétzlich konnten Verdnderungen in der Stabilitdt des
Proteins, der Translationseffizienz oder dem intrazelluldren Transport von NEP Ursachen fiir die
abweichenden Effektstirken zwischen der Genexpression und des Proteinspiegels darstellen. Die
Unterschiede der Effektstirken zwischen dem Proteingehalt und der Enzymaktivitit werden
moglicherweise durch die Unspezifitit der NEP-Aktivititsmessung hervorgerufen (Abb. 8B). Des
Weiteren ist der Effekt auf die NEP-Genexpression in MEF APP/APLP2 -/- stirker (p < 0,001)
ausgepragt als in MEF PS1/2 -/-, was auf der Verwendung unterschiedlicher Kontrollzelllinien fiir die
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APP/APLP2- und PS1/2-defizienten Zellen basieren konnte. Die APP/APLP2-defizienten Zellen wurden
mit MEF WT verglichen, wihrend MEF PS1/2 -/- in Relation zu einem mit PS1 retransfizierten MEF
PS1/2 -/- -Zellklon (MEF PSlres) betrachtet wurde. MEF PSlres weist folglich eine Defizienz fiir PS2
auf. Wie in Abb. 10B dargestellt, ist die Aktivitdt der y-Sekretase in MEF PSlres im Vergleich zu MEF
WT nur etwa zur Hélfte wiederhergestellt, was die geringeren Effektstdrken bei Verwendung dieser
Zelllinie als Kontrollzelllinie erklért. Trotz der variierenden Auspriagung der einzelnen Effekte wurde eine
deutliche, hoch signifikante Reduktion von NEP auf der Ebene der mRNS, des Proteingehalts und der
Enzymaktivitit in PS1/2- und APP/APLP2-defizienten Mausfibroblasten festgestellt. Vergleichbare
Effekte sind in der Literatur auch fiir PS1/2-defiziente murine embryonale Stammzellen (Pardossi-Piquard
et al., 2005) sowie fiir NB7- und SK-N-SH-Zellen nach APP-Knockdown (Belyaev et al., 2009; Xu et al.,
2011) beschrieben. Im Gegensatz dazu wurde in anderen Publikationen keine Veridnderung der NEP-
Genexpression bzw. des Proteingehalts von NEP in PS1/PS2- und APP/APLP2-defizienten
Mausfibroblasten verzeichnet (Hebert et al., 2006; Huysseune et al., 2009) (Tab. 45). Mogliche Griinde
fiir die inhomogene Literaturlage werden in 5.1.4 diskutiert.

Die in PS1/PS2-defizienten Mausfibroblasten generierten Daten wurden nochmals unter Verwendung von
Zellen mit reduzierter vy-Sekretase-Aktivitit verifiziert. Hierzu wurde das Enzym in zwei
unterschiedlichen Wildtyp-Zelllinien pharmakologisch inhibiert. AuBlerdem wurde die PSl-loss of
Sfunction-Mutante T3541 (Grimm et al., 2014a) in MEF PS1/2 -/- eingebracht und hinsichtlich ihres
Einflusses auf NEP mit Wildtyp-PS1 verglichen. Die Behandlung von MEF WT und SH-SYS5Y WT mit
einem spezifischen y-Sekretase-Inhibitor hat, wie auch die Expression der PS1-T3541-Mutante, eine
Reduktion der NEP-Genexpression zur Folge (Abb. 11A, Abb. 13, Abb. 21). Der Effekt der PS1-T354I-
Mutation auf NEP wiirde auch nach Normierung auf das PS1-Expressionsniveau in MEF PS1-T354I bzw.
den Kontrollzellen MEF PSlres erhalten bleiben. Bei Verwendung von MEFs mit einem APP/APLP2-
defizienten Hintergrund wirkt sich die y-Sekretase-Inhibition hingegen nicht auf die Genexpression von
NEP aus (Abb. 13). Diese Daten belegen, dass NEP durch ein y-Sekretase-abhdngiges
Prozessierungsprodukt der APP-Proteinfamilie reguliert wird. Auch der Einfluss der y-Sekretase-
Inhibition auf NEP wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend Pardossi-Piquard et al. und Xu et
al. in Analogie zu den Daten der vorliegenden Arbeit deutliche Effekte von y-Sekretase-Inhibitoren auf
NEP in Mausfibroblasten und Neuronen bzw. in NB7- und SK-N-SH-Zellen demonstrieren konnten
(Pardossi-Piquard et al.,, 2005; Xu et al, 2011), wurden diese Effekte in anderen Studien unter
Verwendung einer Vielzahl verschiedener Zelllinien und unterschiedlicher y-Sekretase-Inhibitoren nicht
festgestellt (Chen und Selkoe, 2007; Hebert et al., 2006) (Tab. 45). Die divergierenden Ergebnisse der
verschiedenen Studien konnen u.a. auf die Verwendung unterschiedlicher y-Sekretase-Inhibitoren sowie
auf unterschiedlich lange Inkubationszeiten zuriickzufiihren sein (5.1.4).

Der Einfluss der APP-Proteinfamilie auf die NEP-Genexpression wurde im Rahmen dieser Arbeit auch in
vivo im Hirngewebe von transgenen Méusen analysiert. Im Gegensatz zu der verwendeten Zelllinie MEF
APP/APLP2 -/-, die defizient fiir alle Mitglieder der APP-Proteinfamilie ist, wurden die Effekte von APP
und APLP2 hierbei auch separat betrachtet. Die Homologen APLP1 und APLP2 werden in Analogie zu
APP durch die a-, B- und y-Sekretase prozessiert, wodurch es zur Freisetzung der APLP intrazelluldren
Dominen ALID (engl. amyloid precursor-like protein intracellular domain) 1 und 2 kommt (Eggert et al.,
2004; Walsh et al., 2003). Im Hirngewebe von APP-Knockout und APP/APLP2-Doppelknockout-Méusen
zeigt sich eine nahezu identische (p = 1,000) Reduktion der NEP-Genexpression, wihrend diese im
Hirngewebe von APLP2-Knockout-Tieren unverdndert ist (Abb. 25). Diese Ergebnisse belegen zum einen
die in vivo-Relevanz der NEP-Regulation durch die APP-Proteinfamilie und deuten zum anderen darauf
hin, dass APLP2 bei diesem Mechanismus keine signifikante Rolle spielt. Von Chen und Selkoe wurde in
Ubereinstimmung damit kein Einfluss der APLP2-Defizienz auf den Proteingehalt und die Enzymaktivitit
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von NEP im Hirngewebe von Méausen verzeichnet (Chen und Selkoe, 2007). Im Widerspruch zu diesen
Ergebnissen resultiert die Defizienz von APLP2 in Mausfibroblasten in der Publikation von Pardossi-
Piquard et al. in einer Reduktion der NEP-Genexpression und -Enzymaktivitit, welche durch die
Retransfektion mit APLP2 aufgehoben werden kann (Pardossi-Piquard et al.,, 2005). An dieser Stelle
sollte erwdhnt werden, dass von Chen und Selkoe im Gegensatz zu den Daten dieser Arbeit und der
Studie von Pardossi-Piquard et al. auch kein Einfluss der APP-Defizienz auf NEP in vivo festgestellt
wurde (Chen und Selkoe, 2007). Ebenso konnte von Heébert et al. keine Reduktion der NEP-
Genexpression im Hirngewebe von APP/APLP2-und APP/ALPL1/APLP2-Knockout-Mausembryonen
verzeichnet werden (Hebert et al., 2006) (Tab. 45).

Wie bereits erwéhnt, deuten die in 4.2.1, 4.2.2 und Abb. 25 dargestellten Ergebnisse auf eine Regulation
der NEP-Genexpression durch ein y-Sekretase-abhdngiges APP-Prozessierungsprodukt hin. Fiir AB-
Peptide wurde, wie auch fiir AICD, eine nukledre Lokalisation und eine Assoziation mit
genregulatorischen Sequenzen beschrieben (Barucker et al., 2014; Maloney und Lahiri, 2011; Ohyagi et
al., 2005). Daher wurde zundchst der Effekt der AB-Supplementierung zu PS1/2- und APP/APLP2-
defizienten Mausfibroblasten auf NEP untersucht. Da diese Zelllinien kein endogenes AP produzieren
konnen, sollte sich die Zugabe von APB40 und AP42-Peptiden in einem physiologischen 10:1-Verhéltnis
(Scheuner et al., 1996) im Fall einer AB-abhdngigen NEP-Regulation auf die Expressionsstirke des fiir
NEP kodierenden Gens auswirken. Die Inkubation mit AB40/42-Peptiden iiber einen Zeitraum von neun
Tagen hat jedoch bei beiden Zelllinien keinen signifikanten Effekt auf die NEP-Genexpression, was
gegen eine AP-vermittelte transkriptionelle Regulation von NEP spricht (Abb. 14). Dieses Ergebnis
stimmt mit den Daten von Pardossi-Piquard et al. iiberein, die nach Zugabe exogener Ap42-Peptide zu
PS-defizienten Zellen keine Verdnderungen in der NEP-Aktivitit verzeichnen konnten (Pardossi-Piquard
et al., 2005). In diesem Zusammenhang sollte jedoch erwdhnt werden, dass eine mogliche Regulation der
NEP-Genexpression durch andere AB-Spezies wie beispielsweise AB38 oder N-terminal verkiirzte ApB-
Peptide nicht iiberpriift wurde.

Zur Analyse des Einflusses von AICD auf NEP wurden zunichst Mausfibroblasten mit Deletion des APP-
C-Terminus hinsichtlich der Genexpression, des Proteingehalts, der Aktivitit des Enzyms sowie der AB-
Gesamtdegradation untersucht. Bei der verwendeten Zelllinie MEF APPACT15 fehlen die letzten 15 C-
terminalen Aminosduren von APP und somit die fiir die Interaktion mit Adapterproteinen relevante
Konsensussequenz NPXY (Borg et al.,, 1996; Uhlik et al., 2005). In MEF APPACTI1S5 zeigt sich bei
Vergleich mit den korrespondierenden Wildtyp-Zellen eine signifikante Reduktion von NEP auf
Genexpressions-, Protein-, und Enzymaktivititsebene, was auch zu einer verringerten Gesamtdegradation
von AP40 in den Lysaten dieser Zelllinie fiihrt (Abb. 15). Die Tatsache, dass der Effekt auf die AB40-
Gesamtdegradation in Anwesenheit des NEP-Inhibitors Thiorphan signifikant (p = 0,02), mit 13,8% aber
nur geringfligig schwicher ausgeprigt ist (Abb. 15), deutet auf die Beeinflussung weiterer Ap-
degradierender Mechanismen durch die Deletion des APP-C-Terminus hin. Eine signifikante Reduktion
der NEP-Genexpression infolge der Deletion des APP-C-Terminus wurde ebenfalls in vivo im
Hirngewebe von Médusen, welche nur das verkiirzte APPACT15-Protein exprimieren, verzeichnet (Abb.
26).

Zur Untersuchung des Effekts von AICD auf NEP wurden MEF APPACT15-Zellen mit synthetischen
AICD-Peptiden, bestehend aus den letzten 20 C-terminalen Aminosduren von APPgos, oder dem
Losungsmittel Wasser inkubiert. Die Supplementierung der AICD-Peptide erfolgte zum einen iiber einen
langeren Zeitraum von neun Tagen und zum anderen lipofektionsbasiert liber 12Std. Beide AICD-
Inkubationsvarianten haben eine Steigerung der NEP-Genexpression und -Aktivitdt zur Folge (Abb. 17).
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Die etwas stirker ausgepragte Anndherung der NEP-Genexpression und —Aktivitit an das entsprechende
Wildtyp-Niveau bei Langzeit-AICD-Supplementierung ist wahrscheinlich auf die in Abb. 16A gezeigte
effizientere (p = 0,012) Aufnahme der AICD-Peptide bei dieser Inkubationsvariante zuriickzufithren. Der
Vergleich der Effekte der AICD-Kurzzeit- und —Langzeitinkubation zeigt aber auch, dass sich die AICD-
Langzeitinkubation trotz sechsfach hoherer Aufnahme des Peptids mit 24,4% bzw. 4,6% nur geringfiigig
und statistisch nicht signikant stirker auf die Genexpression und Enzymaktivitit von NEP auswirkt (Abb.
17) (Effektstirke Langzeitinkubation/ lipofektionsbasierte Kurzzeitinkubation von AICD auf NEP-
Genexpression: p = 0,952; Effektstirke Langzeitinkubation/ lipofektionsbasierte Kurzzeitinkubation von
AICD auf NEP-Enzymaktivitdt: p = 1,000). Dies deutet darauf hin, dass die Effektstdrken auf NEP nicht
linear mit der vorhandenen AICD-Menge korrelieren, sondern dass die maximale Effektstirke
asymptotisch gegen einen Grenzwert verlduft. Wie in 5.1.4 beschrieben, ist dies von besonderer
Bedeutung bei der Verwendung von stark AICD- bzw. APP- {iberexprimierenden Systemen und kann
unter Umsténden zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren.

Die Effekte der AICD-Supplementierung auf die Transkription von NEP konnten auch in einem
genetischen Ansatz durch die Expression eines fiir die letzten 50 Aminosduren des APP-C-Terminus
(AICDS50, C50) kodierenden Plasmids in MEF APPACT1S verifiziert werden. AICD50 entspricht einer
der physiologisch am hiufigsten vorkommenden AICD-Spezies, die infolge des e-Schnitts durch die
Aktivitét der y-Sekretase freigesetzt wird (Gu et al., 2001; Pinnix et al., 2013; Yu et al., 2001) (Abb. 2A).
Die C50-Expression in MEF APPACT15 fiihrt zu einer signifikant gesteigeren NEP-Genexpression, die
einer partiellen Annidherung um 31,2% an das NEP-Genexpressionsniveau in MEF WT entspricht (Abb.
18). Die Tatsache, dass es hierbei trotz Uberexpression von AICD50 nur zu einer partiellen Anniiherung
an das Genexpressionsniveau von NEP in Wildtyp-Zellen kommt, basiert moglicherweise auf der
Lokalisation der tberexprimierten C50-Peptide in der Ndhe der Plasmamembran und ihrer daraus
resultierenden schnellen zytosolischen Degradation (5.1.3). In Ubereinstimmung mit dem in Abb. 18
dargestellten Ergebnis wurde auch von Pardossi-Piquard et al. eine Steigerung der NEP-Genexpression
und —Aktivitit nach Expression von AICD50 bzw. AICD59 in PS-defizienten Mausfibroblasten und
murinen embryonalen Stammzellen sowie in murinem Hirngewebe nach Ko-Expression von AICD59 und
Fe65 festgestellt. Als Ursache hierflir wurde in dieser Studie die Aktivierung des NEP-Promotors durch
AICD identifiziert, die auf einer direkten Interaktion des Peptids mit den entsprechenden
Promotorsequenzen basiert (Pardossi-Piquard et al., 2005; Pardossi-Piquard et al., 2007). Im Gegensatz
dazu zeigen PS-defiziente und Wildtyp murine embryonale Stammzellen sowie HEK-Zellen nach
transienter Transfektion mit AICD60, Fe65 und Tip60 keine Verdnderungen des NEP-Proteingehalts in
der Publikation von Chen und Selkoe (Chen und Selkoe, 2007) (Tab. 45). Ebenso konnte kein Einfluss der
induzierbaren Expression von AICD und Fe65 in humanen Neuroblastom-Zellen bzw. der AICD-
Akkumulation bei gleichzeitiger Fe65-Uberexpression in APPgos-iiberexprimierenden HEK-Zellen auf die
Transkription verschiedener potentieller AICD-Zielgene inklusive NEP festgestellt werden (Muller et al.,
2007; Waldron et al., 2008). In diesem Zusammenhang sollte erwdhnt werden, dass von Pardossi-Piquard
et al. auch eine Stimulation der NEP-Enzymaktivitidt in APP/APLP2-defizienten Mausfibroblasten nach
Retransfektion mit ALID1 und ALID2 erzielt wurde (Pardossi-Piquard et al., 2005) (Tab. 45). In einer
anderen Studie wurde die Lokalisation von ALID2 analog zu AICD im Nukleus in Komplexen mit Fe65
und Tip60 nachgewiesen, wihrend ALIDI primér an der Plasmamembran lokalisiert zu sein scheint
(Gersbacher et al., 2013).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit eine AICD-abhéngige Regulation von NEP zweifelsfrei in vitro
und in vivo belegt werden (4.2.1-4.2.4, 4.2.6). Da NEP e¢in wichtiges AB-degradierendes Enzym darstellt
(Iwata et al., 2000; Iwata et al., 2001), kann von der Existenz eines Riickkopplungs-Mechanismus zur
Regulation des AB-Gehalts ausgegangen werden. Hierbei wird die Halbwertszeit von AP durch ein
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zweites bei der amyloidogenen APP-Prozessierung gebildetes Produkt, AICD, reguliert, was zur
Vermeidung erhohter AB-Konzentrationen dienen kénnte (Pardossi-Piquard et al., 2005) (Abb. 77). In der
Literatur wurde allerdings auch mehrfach eine individuelle Regulation der y-Sekretase-abhingigen APP-
Prozessierung an der &- und der y-Schnittstelle und somit eine voneinander unabhéngige Bildung von Af-
und AICD-Peptiden beschrieben (Chen et al., 2006; He et al., 2010a; Wiley et al., 2007).

5.1.3 MECHANISMEN DER TRANSKRIPTIONELLEN REGULATION VON NEP DURCH AICD

Um zu tberpriifen, ob das transkriptionell aktive AICD, wie von Belyaev et al. postuliert (Belyaev et al.,
2010) (5.1.1, Abb. 76), tatsdchlich primir bei dem amyloidogenen APP-Prozessierungsweg generiert
wird, wurde der Einfluss der APPswe-Mutation, der Uberexpression von a- und B-CTF sowie der
pharmakologischen Inhibition der einzelnen Sekretasen auf NEP analysiert. Die Expression der APPswe-
Mutante, welche mit einer verstirkten amyloidogenen APP-Prozessierung einhergeht (Citron et al., 1992;
Felsenstein et al., 1994), fiihrt in SH-SYS5Y-Zellen im Vergleich zu APP-Wildtyp zu einer signifikanten
Steigerung der NEP-Enzymaktivitidt. In SH-SY5Y APPswe-Zellen zeigt sich auch eine erhdhte NEP-
Genexpression, die allerdings statistisch nicht signifikant ist (Abb. 19). Die festgestellten Effekte der
APPswe-Mutation auf die Genexpression bzw. Enzymaktivitit von NEP wiirden sich nach Normierung
auf den APP-Proteingehalt in den verwendeten Zelllinien vergroBern. Eine signifikant gesteigerte
Transkription von NEP konnte auch im Hirngewebe des APPswe-Mausmodells im Vergleich zu Wildtyp-
Miusen festgestellt werden (Abb. 27). Diese Ergebnisse belegen eine Stimulation der NEP-Genexpression
bei verstiarkter amyloidogener APP-Prozessierung in vitro und in vivo. Im Hirngewebe von Méusen mit
kombinierter Expression der APPswe- und der PS1AExon9-Mutation ist die Transkription von NEP
hingegen nahezu signifikant reduziert (Abb. 27). Die Tatsache, dass der Effekt der APPswe-Mutation auf
die NEP-Genexpression durch die y-Sekretase-loss of function-Mutation PSIAExon9 (Bentahir et al.,
2006) aufgehoben wird, belegt, dass die Genexpression von NEP auch in vivo sowohl von der - als auch
von der y-Sekretase-Aktivitdt beeinflusst wird. Aufgrund dieses Ergebnisses kann sAPPf als das fiir die
gesteigerte NEP-Genexpression im Hirngewebe des APPswe-Mausmodells verantwortliche APP-
Prozessierungsprodukt ausgeschlossen werden. Die tendenziell verringerte NEP-Genexpression im
Hirngewebe der APPswe/PS1AE9-Mause ist somit wahrscheinlich auf die Reduktion der y-Sekretase-
Aktivitit und die damit einhergehende verringerte AICD-Bildung infolge der PS1AExon9-Mutation
(Bentahir et al., 2006) zuriickzufiihren. Eine Steigerung der NEP-Genexpression durch die Expression von
APPswe im Vergleich zu Wildtyp-APP in SH-SY5Y-Zellen wurde in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen dieser Arbeit auch von Belyaev et al. verzeichnet (Belyaev et al., 2010).

Um die transkriptionelle Aktivitit der bei den beiden alternativen APP-Prozessierungswegen gebildeten
AICD-Spezies direkt miteinander vergleichen zu konnen, wurde die Wirkung der a- und B-CTF-
Uberexpression auf NEP untersucht. In SH-SYSY B-CTF konnte eine signifikante Erhdhung der NEP-
Genexpression und —Enzymaktivitit festgestellt werden. Obwohl in den verwendeten SH-SY5Y a-CTF-
Zellen eine stirkere (p < 0,001) Expression des C-terminalen Fragments von APP vorliegt als in den SH-
SYS5Y B-CTF-Zellen, ist die Genexpression und Enzymaktivitdt von NEP in SY5Y a-CTF im Vergleich
zu den korrespondierenden Wildtyp-Zellen hingegen unverdndert (Abb. 20). Damit iibereinstimmend
fithrt die pharmakologische Inhibition der B- und y-Sekretase zu einer nahezu identischen (p = 1,000)
Reduktion der NEP-Genexpression in SH-SY5Y WT-Zellen, wihrend die Behandlung der Zellen mit
einem o-Sekretase-Inhibitor keinen Effekt auf die Transkription von NEP hat (Abb. 21A). In ihrer
Gesamtheit belegen diese Daten, dass ausschlieBlich die amyloidogene APP-Prozessierung zur Produktion
genregulatorisch aktiver AICD-Peptide beitrdgt. In Analogie zu den in Abb. 21A dargestellten
Ergebnissen wurde von Belyaev et al. ebenfalls eine signifikant reduzierte NEP-Genexpression sowie eine
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verringerte Interaktion von AICD mit dem NEP-Promotor in SH-SY5Y APPgys-Zellen nach Behandlung
mit - und y-Sekretase-, nicht aber mit a-Sekretase-Inhibitor verzeichnet. In dieser Publikation wurde
interessanterweise auch festgestellt, dass ausschlieBlich die Uberexpression von APPgos, nicht aber von
APP75, und APP77, zu einer Stimulation der NEP-Genexpression flihrt. Die Autoren fiihren dies auf eine
verstirkte amyloidogene Prozessierung von APPgys im Vergleich zu den anderen APP-Isoformen zuriick
(Belyaev et al., 2010; Kametani et al., 1993). Des Weiteren wirkt sich die APPg9s-Uberexpression in
dieser Studie nur in den neuronalen Zelllinien SH-SY5Y und N2a, aber nicht in HEK-Zellen auf die
Transkription von NEP aus (Belyaev et al., 2010). Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass
die direkte Interaktion von AICD mit dem NEP-Promotor eine starke Abhéngigkeit von der verwendeten
Zelllinie aufweist (Belyaev et al., 2009; Hong et al., 2012).

Um zu {berpriifen, ob die transkriptionelle Inaktivitdit des bei der nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierung generierten AICDs, wie von Belyaev et al. postuliert (Belyaev et al., 2010), auf einer
schnellen zytosolischen Degradation des Peptids durch IDE (Edbauer et al., 2002; Farris et al., 2003)
basiert, wurden o-CTF-liberexprimierende SH-SYS5Y-Zellen mit reduzierter IDE-Enzymaktivitéit
hinsichtlich der NEP-Genexpression untersucht. Wie in Abb. 22A gezeigt, fithrt der Knockdown von IDE
in  a-CTF-iiberexprimierenden SH-SYS5Y-Zellen zu einer signifikanten Erhohung der NEP-
Genexpression. Ein dhnlicher Effekt auf die Transkription von NEP wurde durch die Behandlung der SH-
SY5Y a-CTF-Zellen mit Insulin erzielt (Abb. 23A). Die Zugabe des alternativen IDE-Substrats Insulin zu
den Zellen fiihrt zu einer kompetetiven Inhibition der IDE-Enzymaktivitdt (Abb. 23B). Diese Daten
belegen einen Zusammenhang zwischen IDE und der genregulatorischen Inaktivitit des bei der nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung an der Zelloberfliche entstandenen AICDs. In Analogie zu den
infolge der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung freigesetzten AICD-Peptiden weist wahrscheinlich
auch das in MEF APPACTI1S5 tiiberexprimierte C50 eine Lokalisation in der Néhe der Plasmamembran
auf. Dies konnte eine Erkldrung dafiir darstellen, dass in den C50-exprimierenden MEF APPACT15-
Zellen nur eine partielle Anndherung der NEP-Genexpression an das Niveau in Wildtyp-Zellen erzielt
werden konnte (Abb. 18). Aufgrund des Einflusses von IDE auf die Genexpression von NEP kann ein
weiterer endogener Regulationsmechanismus zur Gewdhrleistung einer effizienten Af-Degradation
postuliert werden. Eine Reduktion der intrazelluldren IDE-Aktivitét fithrt den Daten dieser Arbeit zufolge
zu einem Anstieg des zelluldiren AICD-Gehalts, der wiederum in einer gesteigerten Genexpression von
NEP und somit in der Aufrechterhaltung der AB-degradierenden Aktivitit in den Zellen resultiert (Abb.
77).
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Abb. 77: Modell zur endogenen Regulation
der NEP-Genexpression durch AICD
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Die bei der amyloidogenen APP-Prozessierung entstandenen AICD-Peptide binden dem Modell von
Belyaev et al. zufolge effizienter an Fe65, fiir das eine stabilisierende Wirkung auf AICD bekannt ist
(Kimberly et al., 2001; Kinoshita et al., 2002). In SH-SY5Y Fe65-Knockdown-Zellen wurde eine
signifikante Reduktion der NEP-Genexpression und —Enzymaktivitit festgestellt (Abb. 24A), was die
Rolle von Fe65 bei der Stabilisierung von AICD-Peptiden und deren Translokation in den Zellkern belegt.
In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis wurde auch von Pardossi-Piquard et al. eine Reduktion der
NEP-Genexpression und der NEP-Enzyaktivitit in Fe65-defizienten Mausfibroblasten verzeichnet
(Pardossi-Piquard et al., 2005). Die Relevanz von Fe65 fiir die physiologischen Funktionen von APP und
seinen Homologen wird auch durch den Phinotyp entsprechender Knockout-Tiere deutlich. Der
kombinierte Knockout von zwei Mitgliedern der Fe65-Proteinfamilie (Fe65/ Fe65L1 -/-) fithrt in Miusen,
wie auch die Deletion von APP und seinen beiden Homologen (APP/ APLP1/ APLP2 -/-), zu einem
postnatal letalen Phinotyp, welcher durch eine kortikale Dysplasie gekennzeichnet ist (Guenette et al.,
2006; Herms et al, 2004). Dies deutet auf wichtige, liberlappende Funktionen der Proteine bzw.
Proteinfamilien bei der Entwicklung von Sdugetieren hin, die auf der Fe65/AICD-abhédngigen Regulation
von Zielgenen basieren kdnnten.

Zusammenfassend konnte das kontrovers diskutierte Modell von Belyaev et al. (Abb. 76), in dem
ausschlieBlich das durch die Aktivitit der B- und y-Sekretase generierte AICD in der Lage ist, die
Transkription anderer Gene zu beeinflussen, bestitigt werden. Da die Uberexpression von o-CTF in SH-
SYS5Y-Zellen mit verringerter IDE-Aktivitét, nicht aber in den korrespondierenden Kontrollzellen zu einer
Stimulation der NEP-Genexpression fiihrt, ist davon auszugehen, dass IDE fiir die Inaktivierung des von
a-CTF stammenden AICDs verantwortlich ist. Auch die wichtige Funktion des Adapterproteins Fe65 bei
der AICD-vermittelten transkriptionellen Regulation von Zielgenen konnte am Beispiel von NEP belegt
werden.

Die These, dass ausschlieBlich das bei der amyloidogenen APP-Prozessierung freigesetzte AICD in der
Lage ist, die Transkription von Zielgenen zu regulieren, wird neben den im Rahmen dieser Arbeit und von
Belyaev et al. generierten Daten auch von weiteren Publikationen gestiitzt. Bereits im Zusammenhang mit
dem ersten experimentellen Nachweis von AICD wurde festgestellt, dass das Peptid (dort als AID
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bezeichnet) ausschlieBlich in B-CTF- iiberexprimierenden, nicht aber in o-CTF-iliberexprimierenden
Jurkat-Zellen detektiert werden kann und nach Expression von APPswe im Vergleich zu Wildtyp-APP
verstirkt auftritt (Passer et al., 2000). Des Weiteren fiihrt die Verringerung der B-Sekretase- Aktivitit bzw.
der Endozytose zu einem reduzierten Vorkommen von AICD in nukledren AFT-Komplexen, wéhrend die
a-Sekretase-Inhibition keinen Einfluss auf die Menge des im Zellkern lokalisierten AICDs hat (Goodger
et al., 2009). In einer weiteren Publikation wurde von Flammang et al. ebenfalls demonstriert, dass es
hauptsiachlich bei der y-Sekretase-abhingigen Prozessierung von B-CTF zur Entstehung von AICD-
Peptiden kommt. Da die Ergebnisse dieser Studie allerdings durch zellfreie in vitro-Experimente generiert
wurden, widerspricht dies der These, dass die transkriptionelle Inaktivitit des von o-CTF abstammenden
AICDs auf der schnellen zytosolischen Degradation des Peptids beruht. Die Autoren schlussfolgerten
daher, dass der y-Sekretasekomplex generell eine hohere Affinitdt zu B-CTF als zu a-CTF besitzt, was auf
der Existenz einer inhibitorischen Substratdomidne im N-terminalen Bereich von a-CTF (Aminosdure 17-
23 der AB-Sequenz) (Tian et al., 2010) beruhen konnte (Flammang et al., 2012). Nach Entfernung der
ersten 16 Aminosduren von AP, entsprechend dem Schnitt der a-Sekretase, ist der inhibitorische Effekt
dieser Doméne auf die y-Sekretase-Aktivitdt gesteigert, was dazu fithren kann, dass a-CTF weniger stark
durch die y-Sekretase prozessiert wird als B-CTF (Flammang et al., 2012; Tian et al., 2010).

5.1.4 MOGLICHE GRUNDE FUR DIE INHOMOGENE LITERATURLAGE

Trotz des Nachweises der physikalischen und funktionellen Interaktion zwischen AICD und den
Promotorsequenzen des fiir NEP kodierenden Gens (Belyaev et al., 2009; Belyaev et al., 2010; Pardossi-
Piquard et al., 2005; Xu et al., 2011) wird die AICD-vermittelte transkriptionelle Regulation von NEP
kontrovers diskutiert (5.1.1, Tab. 45). Wie bereits erwéhnt, sind die widerspriichlichen Ergebnisse
verschiedener Studien wahrscheinlich auf die Instabilitdit von AICD aufgrund seiner schnellen
Degradation durch IDE und andere Enzyme (Cupers et al., 2001; Edbauer et al., 2002; Farris et al., 2003;
Gervais et al., 1999; Nunan et al., 2003) sowie auf Unterschiede in der transkriptionellen Aktivitét
zwischen den verschiedenen AICD-Spezies zurilickzufiihren. Die Tatsache, dass die Transkription von
NEP iiberwiegend durch das von B-CTF abstammende AICD stimuliert wird (4.2.5.2, 4.2.5.3), kann auf
zwei verschiedenen, eventuell synergistisch wirkenden Mechanismen basieren. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte demonstriert werden, dass die zytosolische Degradation des bei der nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierung generierten AICDs durch IDE zu dessen transkriptioneller Inaktivitit beitragt (4.2.5.4).
Zusitzlich deuten Ergebnisse von Flammang et al. darauf hin, dass B-CTF im Vergleich zu a-CTF
bevorzugt durch die y-Sekretase prozessiert wird, was in einer stirkeren AICD-Produktion aus dem bei
der amyloidogenen APP-Prozessierung entstehenden C-terminalen APP-Fragment resultiert (Flammang et
al., 2012). Des Weiteren ist die AICD-vermittelte Regulation von NEP abhéngig von der exprimierten
APP-Isoform. Nur die Uberexpression von APPgos der dominantesten APP-Isoform in neuronalen Zellen
(Sandbrink et al., 1994a), hat einen stimulierenden Effekt auf die Transkription von NEP (Belyaev et al.,
2010). Die Ursache hierfiir konnte darin bestehen, dass APPgys im Vergleich zu APPs; und APP7
verstirkt amyloidogen prozessiert wird (Belyaev et al., 2010; Kametani et al., 1993). Die Abhédngigkeit
der AICD-vermittelten NEP-Regulation von der exprimierten APP-Isoform bzw. des proteolytischen
APP-Prozessierungwegs stellt moglicherweise ein Erkldrungsansatz fiir die inhomogene Ergebnislage
verschiedener Studien dar, in denen mit unterschiedlichen APP-Konstrukten und Zelllinien gearbeitet
wurde. Die mogliche Beteiligung der intrazelluldren Doménen von APLP1 und APLP2 an der Regulation
von NEP ist weiterhin nicht final geklart. Obwohl von Pardossi-Piquard et al. ein Einfluss von ALID1
bzw. ALID2 auf NEP gezeigt werden konnte, deuten die Daten dieser Arbeit darauf hin, dass in vivo
ausschlieBlich AICD eine regulatorische Wirkung auf NEP besitzt (4.2.6.1). Aufgrund der starken
Uberlappung der physiologischen Funktionen von APP, APLP1 und APLP2 ist eine Kompensation der
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Deletion eines Mitglieds der Proteinfamilie durch die jeweils anderen Homologen wahrscheinlich (Aydin
et al, 2012). Dies konnte eine Erkldrung flir nicht vorhandene Effekte des APP- bzw. APLP2-
Einzelknockouts auf NEP in Méusen darstellen (Chen und Selkoe, 2007). Die schnelle zytosolische
Degradation des Peptids kann bei einer geringen Erhohung des zelluliren AICD-Gehalts zu falsch-
negativen Ergebnissen flihren. Da die maximale Effektstirke von AICD auf die NEP-Genexpression
asymptotisch gegen einen Grenzwert verlduft, ist davon auszugehen, dass durch die Supplementierung
von AICD ab einer gewissen zelluliren AICD-Konzentration keine weitere Steigerung der NEP-
Genexpression erzielt werden kann (4.2.4.2, 5.1.2). Dies kann vor allem bei der Betrachtung des Effektes
eines gesteigerten AICD-Gehalts in Systemen mit einer physiologischen oder sogar gesteigerten APP-
Expression (Muller et al., 2007; Waldron et al., 2008) eine Rolle spielen und ebenfalls in falsch-negativen
Ergebnissen resultieren. In der Studie von Waldron et al., in der kein Effekt eines erhdhten zelluldren
AICD-Gehalts auf NEP in HEK APPgos-Zellen festgestellt werden konnte, stammte das akkumulierte
AICD zusitzlich iiberwiegend von a-CTF ab, welches wie oben beschrieben transkriptionell inaktiv ist
(Waldron et al., 2008). Wie in 5.1.2 beschrieben, ist die Literaturlage hinsichtlich der Wirkung der vy-
Sekretase-Inhibition auf die Transkription von NEP ebenfalls inhomogen. Die widerspriichlichen
Ergebnisse verschiedener Studien basieren moglicherweise auf Unterschieden in der Art des verwendeten
Inhibitors, der eingesetzten Konzentration, der Inkubationsdauer sowie der verwendeten Zelllinien.

Bei dem Vergleich der NEP-Genexpession in unterschiedlichen Zelllinien ist auch immer mit einer
klonalen Heterogenitét zu rechnen, die die Ergebnisse beeinflussen kann. Des Weiteren wurde von Bauer
et al. demonstriert, dass die Passageanzahl und die Konfluenz von kultivierten Zellen einen starken
Einfluss auf den Proteingehalt und die Enzymaktivitdt von NEP besitzen kann, was ebenfalls zu den
widerspriichlichen Ergebnissen verschiedener Studien beziiglich der AICD-abhédngigen transkriptionellen
NEP-Regulation beigetragen haben konnte. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die Enzymaktivitit und
der Proteinspiegel von NEP in HEK293-Zellen, nicht aber in Fibroblasten, mit steigender Zellkonfluenz
zunehmen. Des Weiteren wurde ein Anstieg des NEP-Proteingehalts und der Aktivitdt des Enzyms mit
zunehmender Anzahl an Passagen in Fibroblasten und HEK293-Zellen verzeichnet (Bauer et al., 2011).

5.1.5 THERAPEUTISCHES POTENZIAL DER AICD-VERMITTELTEN  TRANSKRIPTIONELLEN
REGULATION vON NEP BEI DER ALZHEIMER KRANKHEIT

B- und y-Sekretase-Inhibitoren gelten aufgrund ihres AB-reduzierenden Effekts als potentielle Wirkstoffe
zur AD-Therapie und wurden bereits vielfach in klinischen Studien getestet. Hierbei wurde meist eine
mangelnde Wirksamkeit oder starke Nebenwirkungen der Substanzen verzeichnet, was zum Abbruch der
entsprechenden Studien fiihrte (Godyn et al., 2016; Karran et al., 2011; Mikulca et al., 2014). Neben der
Inhibition der Produktion von AB-Peptiden fiihrt die pharmakologische Hemmung der - und y-Sekretase
auch zu einer Verringerung der NEP-Genexpression (Abb. 21) und somit zu einem reduzierten Af-Abbau,
was ein moglicher Grund fiir die Ineffizienz dieser Wirkstoffe in klinischen Studien darstellen kann.

Wihrend des physiologischen Alterns (Hellstrom-Lindahl et al., 2008; Russo et al., 2005) sowie der AD-
Pathogenese wurde mehrfach eine Reduktion der NEP-Genexpression und -Enzymaktivitit im
Hirngewebe nachgewiesen. Bei AD scheint v.a. in Hirnregionen mit massiver AB-Pathologie wie z.B.
dem Hippocampus und dem Kortex ein reduzierter Gehalt des Enzyms vorzuliegen (Carpentier et al.,
2002; Miners et al., 2006; Russo et al., 2005; Wang et al., 2005a; Yasojima et al., 2001). Der Gentransfer
von NEP fiihrt in verschiedenen AD-Tiermodellen zu einer Reduktion des zerebralen AB-Gehalts und
damit einhergehenden verbesserten kognitiven Féahigkeiten (El-Amouri et al., 2008; Guan et al., 2009;
Hemming et al., 2007; Iwata et al., 2004; Iwata et al., 2013; Liu et al., 2009; Marr et al., 2003; Poirier et
al., 2006; Spencer et al., 2008), was ein mogliches therapeutisches Potenzial des Enzyms bei der Therapie
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von AD impliziert. Die AICD-vermittelte Regulation der NEP-Transkription kdnnte demnach einen
pharmakologischen Angriffspunkt fiir die gezielte Steigerung der Aktivitit des Enzyms darstellen. Die
NEP-Genexpression wird in Abwesenheit von AICD durch die Bindung von Histon-Deacetylasen (engl.
histone deacetylases, HDAC) an den NEP-Promotor inhibiert (Belyaev et al., 2009). Aus diesem Grund
konnte in vitro und in vivo eine Reaktivierung der NEP-Transkription durch das Antiepileptikum
Valproinsdure, welches als HDAC-Inhibitor agiert, erzielt werden (Belyaev et al., 2009; Nalivaeva et al.,
2012b). Die Behandlung von transgenen Mdusen mit Valproinsdure resultiert des Weiteren in einer
Reduktion der AB-Plaque-Bildung sowie einer Verbesserung der kognitiven Leistungen (Kilgore et al.,
2010; Qing et al., 2008). Der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib, welcher als Gleevec® bzw. Glivec®
vermarktet wird, ist ein weiterer Wirkstoff, der iiber den AICD-abhingigen Signalweg Einfluss auf die
NEP-Genexpression nehmen kann. Mit Gleevec® behandelte Zellen zeigen eine Steigerung des mRNS-
und Proteingehalts von NEP, eine Reduktion sekretierter AB-Peptide sowie ein gesteigerter intrazelluldrer
und nukledrer AICD-Gehalt. Diese Effekte basieren wahrscheinlich auf der Stabilisierung von AICD-
Peptiden. Eine mogliche Erkldrung hierfiir sind Verdnderungen in der AICD-Phosphorylierung, die sich
auf die Interaktion des Peptids mit Adapterproteinen und somit auf seinen Abbau auswirken (Bauer et al.,
2011; Eisele et al., 2007; Kerridge et al., 2014). Die seit Jahren im Rahmen der Behandlung von Epilepsie
bzw. malignen Erkrankungen erprobten Wirkstoffe Valproinsdure und Imatinib konnten somit ein
therapeutisches Potenzial hinsichtlich AD aufweisen. Dieses wurde fiir Imatinib bislang noch nicht in
klinischen Studien untersucht. Die Behandlung von AD-Patienten mit Valproinsaure fiihrte jedoch in zwei
neueren klinischen Studien zu einer gesteigerten Hirnatrophie und moglicherweise zu einem verstirkten
Verlust kognitiver Féahigkeiten, was gegen den Einsatz dieses Wirkstoffes in der AD-Therapie spricht
(Fleisher et al., 2011; Tariot et al., 2011). Den Daten dieser Arbeit zufolge konnte moglicherweise auch
eine pharmakologische Inhibition von IDE zur Erhéhung des intrazelluliren AICD-Gehalts und damit
einhergehend zur Steigerung der Genexpression von NEP genutzt werden (Abb. 23). Dies ist allerdings
nicht sinnvoll, da hierbei zur Steigerung der NEP-vermittelten AB-Degradation mit IDE ein anderes Af-
degradierendes Enzym inhibiert werden wiirde. AuBlerdem wiirde die Reduktion der IDE-Enzymaktivitét
auch zu Verdnderungen des Insulinmetabolismus fithren. Der festgestellte Zusammenhang zwischen IDE,
AICD und NEP stellt eine mogliche Erkldarung fiir das erhohte AD-Risiko bei Vorliegen von Typ II-
Diabetes dar (Arvanitakis et al., 2004; Barbagallo und Dominguez, 2014; Ott et al., 1999). Es ist denkbar,
dass es infolge des Insulinmangels bei Diabetes-Patienten zu einem gesteigerten zytosolischen AICD-
Abbau durch IDE und somit zu einer verringerten Genexpression von NEP kommt, was widerrum in einer
Reduktion der NEP-abhidngigen Ap-Degradation resultiert (Abb. 77). Umgekehrt kann eine
Hyperinsulindmie zu einer kompetitiven Inhibition von IDE und somit ebenfalls zu einer verringerten Ap-
Degradation fiihren (Qiu und Folstein, 2006).

Trotz des stimulierenden Effekts auf die Transkription von NEP kann die Steigerung des intrazelluldren
AICD-Gehalts durch Wirkstoffe wie Imatinib aus verschiedenen Griinden ebenfalls nicht als generell
positiv erachtet werden. Wie bereits erwéhnt, stimuliert AICD neben der Transkription von NEP auch die
Expression mehrerer Gene, die mit neurotoxischen Eigenschaften in Verbindung gebracht werden. Zu
diesen zdhlen u.a. die fiir die B-Sekretase BACEI, die Kinase GSK3 sowie das proapoptische Protein
p53 kodierenden Gene (Alves da Costa et al., 2006; Kim et al., 2003; von Rotz et al., 2004). Demnach
konnte die Akkumulation von AICD auch eine gesteigerte amyloidogene APP-Prozessierung, eine
Hyperphosphorylierung von Tau sowie Apoptose induzieren. In der Literatur wird AICD von einigen
Autoren sogar als moglicher Ausloser der AD-Pathogenese diskutiert (Ghosal et al., 2009; Konietzko,
2012; Muller et al, 2008; Nagase und Nakayama, 2014). Dies wird u.a. mit der Ineffizienz
unterschiedlicher Therapieansitze zur Reduktion der zerebralen AB-Akkumulation in klinischen Studien
und der schlechten Korrelation zwischen der Ablagerung von AB-Peptiden und der Progression von AD
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begriindet (Abbott, 2008; Golde et al., 2011; Karran et al., 2011; Nagase und Nakayama, 2014). Fiir eine
mogliche Beteiligung des AICD/Fe65-Signalwegs an der Pathogenese von AD spricht auch der
gesteigerte Gehalt von AICD in humanem post mortem AD-Hirngewebe (Ghosal et al., 2009) und die
Tatsache, dass das Peptid mehrfach mit der Induktion bzw. Verstirkung von Apoptose in Verbindung
gebracht wurde (Kogel et al., 2012; Nakayama et al., 2008; Ohkawara et al., 2011; Passer et al., 2000).
Des Weiteren zeigen AICD- und Fe65-iiberexprimierende Méuse charakteristische Merkmale von AD wie
u.a. die Hyperphosphorylierung von Tau, kognitive Beeintrachtigungen, Neuroinflammation sowie den
Verlust von hippocampalen Neuronen (Ghosal et al., 2009; Ghosal et al., 2010). Um das Potenzial der
Stimulation der NEP-Genexpression iiber den AICD/Fe65-Signalweg bei der AD-Therapie genauer
einschétzen zu konnen, sind aus den oben erliduterten Griinden weitere Studien erforderlich.

5.2 EINFLUSS UNTERSCHIEDLICHER FETTSAUREN AUF DIE AB-DEGRADATION

5.2.1 VIELFALT UND FUNKTIONEN VON FETTSAUREN

Das Gehirn ist besonders reich an Lipiden und Fettsduren. Fettsduren haben als Energiequellen,
Signalmolekiile und wesentliche Bestandteile zellulirer Membranen vielfdltige Funktionen im zentralen
Nervensystem und beeinflussen z.B. die strukturelle Integritit von Membranen, die Expression von
Genen, die neuronale Aktivitit sowie neuroinflammatorische und apoptotische Prozesse (Hussain et al.,
2013; Linscheer und Vergroesen, 1994; O'Brien und Sampson, 1965; Spector und Yorek, 1985). Die
biologische Vielfalt von Lipiden basiert vor allem auf der Variation der Fettsduren, welche v.a in der
Liange und im Sittigungsgrad ihrer Kohlenwasserstoftkette variieren konnen. Ungesittigte Fettsduren
werden anhand der Position und Anzahl der Doppelbindungen in einfach und mehrfach ungesattigte (engl.
mono- bzw. polyunsaturated fatty acids, MUFAs bzw. PUFAs) bzw. in ®3-, ®6 und ®9-Fettsduren
klassifiziert (Hussain et al., 2013). Die Liange und der Séittigungsgrad bestimmen die physikalischen
Eigenschaften der Fettsduren wie beispielsweise ihren Schmelzpunkt. Supplementierte Fettsduren werden
in vitro und in vivo innerhalb weniger Minuten in die Phospholipide zelluldrer Membranen inkorporiert
(Igarashi et al.,, 2013; Mally et al., 2013), wodurch auch die biophysikalischen Eigenschaften der
Membranen verdndert werden (Cader et al., 1995; Shaikh und Edidin, 2008; Stillwell et al., 2005;
Zavodnik et al., 1997).

5.2.2 GLYCEROPHOSPHOLIPIDE

Phospholipide machen 20-25% des Hirn-Trockengewichts aus, sie gehoren zu den Hauptbestandteilen
biologischer Membranen (Agranoff et al., 1999). Die Klasse der Phospholipide kann in zwei Gruppen
eingeteilt werden, die Sphingophospholipide und die Glycerophospholipide. Glycerophospholipide
bestehen aus dem dreiwertigen Alkohol Glycerin, welcher an der snl- und sn2-Position mit jeweils einer
Fettsdure und an der sn3-Position mit einer Phosphorsdure verestert ist. Durch Bindung eines Alkohols an
die Phosphorsdure entsteht ein Phosphosdurediester, der die Kopfgruppe des Lipids bildet. In
Abhdngigkeit von dem in der Kopfgruppe enthaltenen Alkohol werden Glycerophospholipide in weitere
Klassen unterteilt. Die in den Zellmembranen von Sdugetierzellen am hiufigsten vorkommende Klasse
der Phosphatidylcholine (PC) (Kadowaki und Grant, 1995) enthilt in ihrer Kopfgruppe den einwertigen
Alkohol Cholin (Abb. 78). Aufgrund ihrer polaren Kopfgruppen und der apolaren Fettsduren sind
Phospholipide amphiphile Molekiile, die in wissrigem Milieu Mizellen oder Lipiddoppelschichten bilden,
was die chemisch-physikalische Grundlage fiir die Entstehung biologischer Membranen darstellt
(Linscheer und Vergroesen, 1994; Tanford, 1987).
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Abb. 78: Schematische Darstellung von Phosphatidylcholin

Phosphatidylcholin (PC) ist aus Glycerin aufgebaut, welches an der snl- und sn2-Position Fettséuren tragt und an der sn3-
Position mit der aus Phosphorséure und Cholin bestehenden Kopfgruppe verestert ist. Die gebundenen Fettsduren kénnen
in ihrer Lénge und in ihrem Séttigungsgrad variieren.

(Abb. modifiziert nach Produktbeschreibung 1-Stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin, Avanti Polar
Lipids)

In Sédugetierzellen wird PC iiberwiegend durch den sogenannten Kennedy- oder CDP-Reaktionsweg aus
Cholin und 1,2-Diacylglycerol gebildet (Cole et al., 2012; Kennedy und Weiss, 1956). Die meisten
Fettsduren konnen vom menschlichen Korper synthetisiert werden. Bei Linolsdure (18:2) und a-
Linolenséure (18:3), die als Ausgangsprodukte der Synthese mehrerer PUFAs dienen, handelt es sich
jedoch um essentielle Fettsduren, die mit der Nahrung aufgenommen werden miissen. Die
Fettsdurekomposition variiert erheblich in unterschiedlichen Lebensmitteln. Einen hohen Gehalt an
Linolsdure (18:2) weisen u.a. Distel-, Sonnenblumen- und Traubenkerndl auf, reich an a-Linolensdure
(18:3) ist Leinol (White, 2009). Die PUFAs EPA (20:5) und DHA (22:6) sind in groBen Mengen in
Fischolen enthalten (Oehlenschlager, 2012; White, 2009). Eine auffillige Fettsdurekomposition weisen
auBerdem Kokos- und Palmkernfett auf, die besonders reich an MCFAs sind (Neufassung der Leitsétze
fiir Speisefette und —o6le, 2011; Fernando et al., 2015). Mit der Nahrung aufgenommenes PC wird
grofitenteils im proximalen Diinndarm resorbiert. Durch die Aktivitdt der im Pankreassekret enthaltenen
Phosphatidylcholin-2-acylhydrase (Phospholipase A, PLA;) wird von dem luminalen PC eine Fettsdure
abgespalten, wodurch Lyso-PC entsteht. AnschlieBend erfolgt die Absorption der freien Fettsduren sowie
des entstandenen Lyso-PCs liber die Darmschleimhaut. In geringen Mengen findet auch die Resorption
intakter PC-Molekiile iiber die Mukosa statt. In den Enterozyten erfolgt dann die Resynthese von
Phospholipiden, die freien Fettsduren werden auch zur Synthese von Triglyceriden verwendet. Die Lipide
werden in Chylomikronen integriert, die von der Darmmukosa aus iiber die Lymphbahnen in den
Blutkreislauf gelangen (Le Kim und Betzing, 1976; Tso und Fujimoto, 1991; Zierenberg und Grundy,
1982). Die in der Peripherie erneut abgespaltenen Fettsduren werden in den Zielorganen hauptsachlich zur
Integration in Membranen, als Energiespeicher oder als Signalmolekiile verwendet. Da die Passage der
Blut-Hirn-Schranke durch Fettsduren méglich ist, konnen mit der Nahrung aufgenommene Fettsduren die
zerebrale Fettsdurekomposition verdndern und somit Einfluss auf biochemische Prozesse im Gehirn
nehmen (Marteinsdottir et al., 1998; Nguyen et al., 2014; Ouellet et al., 2009; Smith und Nagura, 2001;
Spector, 1988). Die Inkorporation aufgenommener Fettsduren in Membranen verdndert deren
biophysikalische Eigenschaften wie z.B. die Dicke, Fluiditdt und die Lipid raft-Komposition, was sich auf
die Aktivitit von membranstindigen Enzymen wie den Sekretasen auswirken kann (Cader et al., 1995;
Stillwell et al., 2005; Zavodnik et al., 1997). Eine Beeinflussung der Sekretaseaktivitdt und der Ap-
Produktion durch freie Fettsduren und Phospholipide konnte vielfach belegt werden (Grimm et al., 2011c;
Grimm et al., 2012a; Grimm et al., 2013a; Holmes et al., 2012; Winkler et al., 2012). Des Weiteren wurde
in mehreren epidemiologischen Studien eine Korrelation zwischen der Aufnahme von verschiedenen
Fettsduren und dem Demenz-/AD-Risiko bzw. der Abnahme kognitiver Fahigkeiten nachgewiesen.
Zusammenfassend scheint die Zufuhr von einfach- und mehrfach ungesittigten Fettsduren mit einem
verringerten, die Aufnahme von gesittigten Fettsduren hingegen mit einem erhohten AD-Risiko assoziiert
zu sein (Mett et al., 2016; Morris und Tangney, 2014).
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5.2.3 EPA UND DHA BEI DER ALZHEIMER KRANKHEIT

EPA und DHA zidhlen zu den ®3-PUFAs, die mit zahlreichen neuroprotektiven Eigenschaften in
Verbindung gebracht werden (5.2.8.1). DHA stellt neben Arachidonsdure (20:4) die am héufigsten in
Phospholipide inkorporierte PUFA im Hirngewebe dar und macht etwa 7-8% des zerebralen Gesamt-
Fettsduregewichts aus (Lauritzen et al., 2001; Muskiet et al., 2006). Die Synthese von EPA und DHA
erfolgt von der essentiellen a-Linolensdure (18:3) ausgehend. Diese wird zunéchst zu Stearidonsiure
umgewandelt, welche anschlieBend zu Eicosatetraensdure verlingert wird. Die Eicosatetraensdure wird
dann durch die Aktivitdt der AS-Desaturase entséttigt, wodurch EPA entsteht. Durch weitere Elongation,
Entséttigung und B-Oxidation wird schlieBlich aus EPA DHA gebildet (Sprecher und Chen, 1999;
Wiktorowska-Owczarek et al., 2015). Da im menschlichen Korper nur ein sehr geringer Anteil der a-
Linolensédure zu EPA bzw. DHA metabolisiert wird, muss der Bedarf dieser Fettsduren groftenteils mit
der Aufnahme durch die Nahrung gedeckt werden (Goyens et al., 2005; Hussein et al., 2005; Pawlosky et
al., 2001). Aus diesem Grund werden EPA und DHA héufig auch zu den essentiellen Fettsduren gezéhlt.
Als Lebensmittel mit einem hohen EPA- und DHA-Gehalt sind v.a. fetter Seefisch wie Lachs oder
Atlantischer Hering zu nennen (Mann et al., 2010; Ochlenschlager, 2012; Whelan und Rust, 2006). Da
EPA und DHA die Blut-Hirn-Schranke iiberqueren konnen (Freund Levi et al., 2014; Nguyen et al., 2014;
Ouellet et al., 2009), ist eine Verdnderung der zerebralen Fettsdurekomposition durch die verstirkte
Aufnahme dieser Fettsduren moglich (Green et al., 2007; Lim et al., 2005; Marteinsdottir et al., 1998). Die
Inkorporation von PUFAs in zellulire Membranen resultiert in einer gesteigerten Fluiditit sowie einer
reduzierten Dicke der Membranen (Horrocks und Farooqui, 2004; Yang et al., 2011).

Es gibt viele Indikationen fiir eine wichtige Rolle von ®3-Fettsduren bei der Pathogenese von AD. So
konnte in mehreren Studien im post mortem Hirngewebe sowie im Serum/Plasma von AD-Patienten eine
Reduktion des EPA- und DHA- bzw. des Gesamtgehalts von w3-Fettsduren festgestellt werden (Conquer
et al,, 2000; Soderberg et al., 1991; Tully et al.,, 2003; Whiley et al., 2014). Gleichzeitig ist die
Konzentration von PUFA-Oxidationsprodukten im Hirngewebe von AD-Patienten erhoht, was auf eine
gesteigerte Oxidation der Fettsduren unter den pathologischen Bedingungen hindeuten kann (Grimm et
al., 2016a; Markesbery et al., 2005; Montine und Morrow, 2005; Nourooz-Zadeh et al., 1999). Eine
Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten infolge der Supplementierung von EPA und/oder DHA wurde
mehrfach bei AD-Patienten (5.2.8.1) und AD-Tiermodellen nachgewiesen (Calon et al., 2004; Hashimoto
et al., 2002; Hashimoto et al., 2005; Hashimoto et al., 2009; Hooijmans et al., 2009). Dieser Effekt wird
auf eine negative Korrelation zwischen des zerebralen AB-Gehalts bzw. der AB-Plaque-Bildung und der
Aufnahme der o3-Fettsduren zurilickgefiihrt (Green et al., 2007; Hashimoto et al., 2008; Hooijmans et al.,
2009; Lim et al., 2005; Perez et al., 2010).

DHA fiihrt {iber einen pleiotropen Wirkmechanismus zu einer reduzierten AB-Produktion. In Anwesenheit
von DHA liegt eine direkte Inhibition der B- und y-Sekretase-Enzymaktivitit und somit eine verringerte
amyloidogene APP-Prozessierung vor. Gleichzeitig ist die Aktivitit der a-Sekretase durch einen
gesteigerten zelluliren DHA-Gehalt erhoht, was auf eine gesteigerte Proteinstabilitit von ADAM17
zuriickzufiihren ist (Grimm et al.,, 2011c). Zusétzlich dazu wurde fiir EPA- und DHA-enthaltende
Phospholipide ein direkter stimulierender Effekt auf die Aktivitdt der a-Sekretase nachgewiesen (Grimm
et al., 2013a). DHA wirkt sich auerdem durch Inhibition der HMGCR negativ auf die Cholesterin de
novo-Synthese aus und bewirkt eine Verschiebung von Cholesterin und PS1 von den Lipid rafts zu den
Non-Raft-Dominen innerhalb der Membran, was sich ebenfalls negativ auf die Ap-Produktion auswirkt
(Ehehalt et al., 2003; Riddell et al., 2001; Vetrivel et al., 2004). Nach Behandlung von Zellen mit DHA ist
zusidtzlich die Internalisierung von BACEI erniedrigt, wodurch die Aktivitit des Enzyms und somit die
amyloidogene APP-Prozessierung reduziert wird (Carey et al., 2005; Grbovic et al., 2003; Grimm et al.,
2011c; Rajendran et al., 2006). Neben der AB-Produktion wird auch die AB-Aggregation und die AfB-
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induzierte Toxizitdt bei neuronalen Zellen negativ durch DHA beeinflusst (Hashimoto et al., 2008;
Hashimoto et al., 2011; Hossain et al., 2009).

5.2.4 EINFLUSS VON EPA UND DHA AUF DIE AB-DEGRADATION

Wihrend der Einfluss von EPA und DHA auf die AB-Produktion bereits umfangreich in vitro und in vivo
untersucht wurde (5.2.3), ist liber ihre Wirkung auf AfB-abbauende Mechanismen bislang nur wenig
bekannt. Da ein protektives Potenzial dieser Fettsduren hinsichtlich AD mehrfach nachgewiesen werden
konnte (5.2.3, 5.2.8.1) und der zerebrale AB-Gehalt sowohl von der Produktion als auch von dem
Katabolismus des Peptids abhingt (Saido, 2013) (Abb. 3), wurde in dieser Arbeit die enzymatische A[-
Degradation unter Einfluss von EPA und DHA analysiert. Fiir die Untersuchungen wurde die
Neuroblastom-Zelllinie N2a verwendet. Die Supplementierung der Zellen mit EPA bzw. DHA erfolgte
durch die Inkubation mit PC20:5 bzw. PC22:6, da die Fettsduren nach exogener Zufuhr und Passage der
Blut-Hirn-Schranke im Hirngewebe primir in Phospholipide inkorporiert vorliegen (DeGeorge et al.,
1991; Farooqui und Horrocks, 2001; Nguyen et al., 2014; Ouellet et al., 2009; Sarda et al., 1991). Um
ausschlieBlich die Effekte der Doppelbindungen auf die AB-Degradation analysieren zu kdnnen, wurden
PC20:0 bzw. PC22:0 als Kontrolllipide benutzt. Bei allen verwendeten Phospholipiden handelt sich um
synthetische PC-Spezies, die an der snl- und an der sn2-Position identische Fettsduren tragen. Dies hat
den Vorteil, dass die Effekte der einzelnen Fettsduren besser identifiziert werden konnen als bei
Verwendung von natiirlich vorkommenden Phospholipiden, die meist eine ungesittigte Fettsdure in
Kombination mit einer gesdttigten Fettsdure enthalten.

Nach Behandlung der Zellen mit PC20:5 und PC22:6 ist eine signifikante Reduktion der in das
Zellkulturmedium supplementierten, synthetischen AB40-Peptide festzustellen, was eine gesteigerte Af-
Degradation in Anwesenheit von EPA und DHA im Vergleich zu den korrespondierenden gesittigten
Fettsduren belegt (Abb. 29). IDE wird in der Literatur als eines der Haupt- AB-degradierenden Enzyme im
Kulturmedium von neuronalen und mikroglialen Zelllinien beschrieben (Farris et al., 2003; Qiu et al.,
1997; Qiu et al., 1998; Vekrellis et al., 2000). Um zu {iberpriifen, ob dies auch filir die verwendeten N2a-
Zellen zutrifft, wurde eine stabile N2a IDE-Knockdown (N2a IDE-KD)-Zelllinie generiert (Abb. 30A).
Im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen ist der Abbau synthetischer AB40-Peptide in diesen
Zellen signifikant reduziert (Abb. 30B), was die hohe Relevanz von IDE bei Betrachtung der Ap-
Degradation unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen verdeutlicht. Da die oben beschriebenen
Effekte von PC20:5 und PC22:6 auf die AB-Gesamtdegradation bei Verwendung von N2a IDE-KD nicht
verzeichnet werden konnten (Abb. 31), ist davon auszugehen, dass die Aktivitit von IDE durch EPA und
DHA beeinflusst wird.

Die Genexpression von IDE ist, wie auch die Aktivitit des IDE-Promotors, nach Inkubation der Zellen
mit PC20:5 im Vergleich zu PC20:0 signifikant erhoht (Abb. 32, Abb. 33). Diese Daten belegen eine
Aktivierung des IDE-Promotors durch EPA. Eine Beeinflussung der Genexpression durch PUFAs wurde
in anderen Studien ebenfalls festgestellt. So resultiert die gesteigerte Aufnahme von PUFAs in einer
verdnderten Expression zahlreicher Gene im Hirngewebe von Ratten (Barcelo-Coblijn et al., 2003;
Kitajka et al., 2002). Diese Effekte basieren moglicherweise auf einer Wechselwirkung der Fettsduren mit
Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren. Unter anderem konnte die Aktivierung bzw. gesteigerte
Genexpression von Retinoid-X-Rezeptoren (engl. retinoid X receptors, RXRs) und Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptoren (engl. peroxisome proliferator-activated receptors, PPARs) durch
EPA, DHA und andere PUFAs nachgewiesen werden. Diese Mechanismen sind teilweise spezifisch fiir
die einzelnen Fettsduren (Chambrier et al.,, 2002; de Urquiza et al., 2000; Deckelbaum et al., 2006;
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Lengqvist et al., 2004), was erkldren kann, weshalb sich EPA, nicht aber DHA, auf die IDE-
Genexpression auswirkt (Abb. 32) (5.2.7.1). Trotz des hoheren DHA-Gehalts im Hirngewebe (Chen et al.,
2009), kann EPA aufgrund seines schnellen Metabolismus als hochpotentes Signalmolekiil im zentralen
Nervensystem agieren (Song et al., 2016). Transkriptionelle Effekte von EPA kénnen demnach auch
durch Metabolite der Fettsdure wie z.B. den Eicosanoiden vermittelt werden, die an eine Vielzahl von
Rezeptoren binden und somit Einfluss auf verschiedene zelluldre Signalkaskaden nehmen kénnen (Comba
et al., 2011; Dennis und Norris, 2015).

Im Gegensatz zu EPA wirkt sich DHA nicht auf die IDE-Genexpression aus (Abb. 32), sondern fordert
die Sekretion des Enzyms in den Extrazellulirraum. Dies wird durch die signifikante Erhéhung des
Verhéltnisses zwischen dem extra- und intrazelluliren IDE-Proteinspiegel nach Behandlung der N2a-
Zellen mit PC22:6 deutlich (Abb. 34B) und stellt eine Erklidrung fiir die gesteigerte AP40-Degradation
unter Einfluss dieses Phospholipids (Abb. 29) dar. Es ist bekannt, dass die Sekretion von IDE in
verschiedenen Zelllinien zumindest teilweise Exosomen-abhéingig erfolgt (Bulloj et al., 2010; Tamboli et
al., 2010). Bei Exosomen handelt es sich um sezernierte Vesikel, die einen Durchmesser von 40-100nm
aufweisen und infolge der Verschmelzung multivesikulidrer Endosomen (engl. multivesicular endosomes,
MVEs) mit der Plasmamembran in den Extrazelluldrraum freigesetzt werden (Harding et al., 1984; Pan et
al., 1985; Raposo und Stoorvogel, 2013) (5.2.7.2). Von Bulloj et al. konnte unter Verwendung von N2a-
Zellen demonstriert werden, dass das exosomal sezernierte IDE proteolytisch aktiv ist und dass die
Inhibition der Exosomen-Sekretion zu einer signifikanten Erhéhung des Gehalts von endogenen Af-
Peptiden im Kulturmedium der Zellen fiihrt (Bulloj et al., 2010). Um zu tiberpriifen, ob der festgestellte
Effekt von DHA auf die IDE-Sekretion (Abb. 34B) abhingig von Exosomen ist, wurde der Einfluss von
DHA auf den AB40-Abbau in Anwesenheit des Exosomen-Inhibitors GW4869 betrachtet. Da es sich bei
der Freisetzung von Exosomen um einen Prozess handelt, der stark abhingig von Ceramid ist, werden
verschiedene Inhibitoren der nSMase wie u.a. GW4869 zur Reduktion der Exosomen-Freisetzung
verwendet (Li et al., 2013; Trajkovic et al., 2008). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Bulloj et
al. konnte eine deutliche Reduktion der AB-Degradation nach Inkubation der N2a-Zellen mit GW4869
verzeichnet werden (Abb. 35B). Es ist jedoch denkbar, das die Inhibition der nSMase durch GW4869
aufgrund des verdnderten zelluliren Ceramid/Sphingomyelin-Verhéltnisses zusdtzliche, Exosomen-
unabhdngige Einfliisse auf die AB-Degradation hat. Die signifikant (p = 0,035) geringere Effektstirke von
PC22:6 auf den AB-Abbau in Anwesenheit von GW4869 im Vergleich zu der Losungsmittelkontrolle
(Abb. 35A) deutet darauf hin, dass der erhdhte extrazelluldre IDE-Gehalt infolge der Inkubation der
Zellen mit PC22:6 zumindest teilweise auf einer gesteigerten Exosomen-Sekretion basiert. In
Ubereinstimmung damit konnte in einer anderen Studie eine Stimulation der exosomalen Sekretion des
Peptidhormons Adiponektin nach Inkubation von Adipozyten mit DHA nachgewiesen werden (DeClercq
et al., 2015). Interessanterweise erfolgt die Freisetzung von Adiponektin in diesen Zellen sowohl iiber das
TGN als auch Exosomen-vermittelt (DeClercq et al., 2015), wie es auch die in Abb. 35A gezeigten Daten
fiir IDE implizieren. Wie in 5.2.7.2 erldutert, kann die festgestellte Wirkung von DHA auf die exosomale
Sekretion von IDE in N2a-Zellen sowohl auf einer direkten Wirkung der Fettsdure als auch auf indirekten
Effekten basieren. In einer Publikation von Hosono et al. wurde ein unveridnderter IDE-Proteingehalt im
Kortex von APP-transgenen Méusen nach Supplementierung von DHA beschrieben. Da in dieser Studie
Gesamtproteinextrakt aus dem Hirngewebe der Tiere verwendet wurde, was keine Differenzierung
zwischen intra- und extrazelluldr vorliegendem IDE erlaubt, stellen diese Daten keinen Widerspruch zu
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit dar (Hosono et al., 2015). Von Du et al. wurde hingegen ein
signifikant gesteigerter intrazelluldrer IDE-Proteingehalt in primédren hippocampalen Neuronen nach
Inkubation mit DHA als freie Fettsdure verzeichnet (Du et al., 2010). Die Diskrepanz zwischen diesem
Ergebnis und den Daten dieser Arbeit kdnnte darauf beruhen, dass IDE in Primédrneuronen im Gegensatz

159



Diskussion

zu Mikroglia und anderen Zelltypen nicht sezerniert wird, sondern iiberwiegend in einer Zell-assoziierten
Form vorliegt (Vekrellis et al., 2000).

Zusitzlich zu den Effekten von PC20:5 und PC22:6 auf die Genexpression bzw. den intrazelluldren
Transport von IDE weisen beide Lipide in vitro eine steigernde Wirkung auf die Enzymaktivitdt von
rekombinantem IDE auf (Abb. 36). Dieser Effekt beruht wahrscheinlich zumindest partiell auf einer
direkten Lipid-Enzym-Interaktion, die fiir PC20:5 bzw. PC22:6 stirker ausgeprigt ist als fiir die
Kontrolllipide PC20:0 bzw. PC22:0 (Abb. 37). Da nach Ko-Immunprézipitation mit IDE ein vergleichbar
(p = 0,632) stark erhohtes PC20:5/PC20:0- bzw. PC22:6/22:0-Verhéltnis festgestellt wurde (Abb. 37),
sich die direkten Effekte von PC20:5 und PC22:6 auf die IDE-Enzymaktivitdt aber signifikant (p < 0,001)
voneinander unterscheiden (Abb. 36), ist davon auszugehen, dass weitere Mechanismen zu der
verdnderten Aktivitit des Enzyms in Anwesenheit von PC20:5 bzw. PC22:6 beitragen. Denkbar wére
beispielsweise eine Beeinflussung der Substratverfiigbarkeit durch die Lipide. Ein analoger Mechanismus
konnte fiir den Einfluss von AB-Peptiden auf die Enzymaktivitit der GD3-Synthase nachgewiesen werden
(Grimm et al., 2012c).

Ubereinstimmend mit der festgestellten direkten Bindung der Lipide an das Enzym wurde von Hamel et
al. die Existenz einer Fettsdure-Bindestelle innerhalb von IDE postuliert (Hamel et al., 2003). Eine
Beeinflussung der katalytischen Aktivitdt von IDE durch verschiedene Fettsduren ist auch in der Literatur
beschrieben. Wie von Hamel et al. publiziert weisen Palmitinsdure (16:0), Linolsdure (18:2) und DHA
eine inhibitorische Wirkung auf die enzymatische Aktivitit von IDE auf (Hamel et al., 2003). In dieser
Studie wurde der Umsatz von '*I-Insulin durch das aus Rattenleber isolierte Enzym in Anwesenheit der
einzelnen freien Fettsduren gemessen. Aufgrund dessen, dass die Effekte der Fettsduren in dieser Studie in
Relation zur Losungsmittelkontrolle betrachtet wurden, in der vorliegenden Arbeit hingegen die
korrespondierenden gesittigten Fettsduren die Kontrollen darstellen, ist ein Vergleich der beobachteten
Effekte nicht moglich. Des Weiteren wurde IDE in der Studie von Hamel et al. mit freien Fettsduren
inkubiert, wéhrend die in vitro-Inkubation des Enzyms im Rahmen dieser Arbeit unter Verwendung der
an PC gebundenen Fettsduren erfolgte. An dieser Stelle sollte erwéhnt werden, dass die Fettsduren unter
physiologischen Bedingungen zumeist in an Lipoproteine gebundener Form vorliegen, was die Interaktion
zwischen den Fettsduren und IDE und damit den Effekt auf die Aktivitidt des Enzyms beeinflussen konnte.

Die in vivo-Relevanz des Einflusses von EPA und DHA auf den IDE-abhingigen AB-Abbau wurde
bislang nicht untersucht. Es ist jedoch denkbar, dass zusitzlich zu der verringerten AB-Produktion die
gesteigerte Genexpression von IDE unter Einfluss von EPA, die verstiarkte Sekretion des Enzyms bei
erhohtem zellulirem DHA-Gehalt bzw. die direkten Effekte beider Fettsduren auf die katalytische
Aktivitit von IDE zu dem reduzierten zerebralen AB-Gehalt in unterschiedlichen Tiermodellen nach
Supplementierung dieser PUFAs beitragen (5.2.3). Die AB-Beseitigung konnte auBerdem durch eine
gesteigerte mikrogliale Phagozytose von AP in Anwesenheit erhohter EPA- und DHA-Spiegel positiv
beeinflusst werden, wie von Hjorth et al. in Mikroglia-Kulturen demonstriert wurde (Hjorth et al., 2013).

5.2.5 MITTELKETTIGE UND LANGKETTIGE FETTSAUREN BEI DER ALZHEIMER KRANKHEIT

Wie bereits erwédhnt, konnen Fettsduren neben dem Sattigungsgrad auch in der Léange ihrer
Kohlenwasserstoffketten variieren. Im Vergleich zu PUFAs wurde die Relevanz von unterschiedlich
langen Fettsduren auf die molekularen Mechanismen und die Pathogenese von AD bislang allerdings
weniger umfassend untersucht.

In einigen Publikationen konnte eine Beeinflussung der Sekretase-Aktivitdt durch die Fettsdure-
Kettenlidnge festgestellt werden. Die Aktivitdt der y-Sekretase korreliert in einer in vitro-Studie von
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Holmes et al. positiv mit der Fettsdure-Kettenldnge im Bereich von 14 bis 20 Kohlenstoffatomen, wobei
das Verhiltnis der generierten AP42- zu AP40-Peptiden unter Einfluss ldngerkettiger Fettsduren abnimmt
(Holmes et al., 2012). Im Gegensatz dazu wird die Aktivitit der a-Sekretase durch PC10:0, PC12:0 und
PC14:0 gesteigert (Grimm et al.,, 2013a). Da die Ergebnisse beider Studien in zellfreien Systemen
generiert wurden, ist von einer direkten Beeinflussung der Sekretase-Aktivitdt durch die Fettsduren
auszugehen.

MCFAs, welche v.a. im Kokosnussdl und Palmkernfett vorkommen (Neufassung der Leitsdtze fiir
Speisefette und —6le, 2011), haben die Besonderheit, dass sie im Vergleich zu LCFAs in der Leber
verstirkt zu Ketonkorpern metabolisiert werden (Lei et al., 2016). Aus diesen kann wiederum Acetyl-CoA
gewonnen werden, welches zur Energiegewinnung in den Citratzyklus einflieBt (Newman und Verdin,
2014b). In mehreren Studien wurde eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten von Patienten mit MCI
oder AD nach gesteigerter Aufnahme von MCFAs bzw. Ketonen festgestellt (5.2.8.2). Die Pathogenese
von AD geht mit einer mitochondrialen Dysfunktion einher, wodurch es zu einer verringerten Verwertung
von Glukose als Energietriger und somit zu einem zerebralen Hypometabolismus in bestimmten
Hirnregionen kommt (de Leon et al., 1983; Friedland et al., 1989; Hoyer, 1992). Die positive Wirkung der
Ketone bzw. MCFAs auf die Kognition von MCI- und AD-Patienten wird in der Literatur priméar darauf
zuriickgefiihrt, dass Ketonkorper im Hirngewebe eine wichtige alternative Energiequelle darstellen und
somit den Glukose-Hypometabolismus ausgleichen konnen (Courchesne-Loyer et al., 2013; Cunnane et
al., 2011; Ding et al., 2013). In unterschiedlichen Tiermodellen wirken sich Ketone allerdings auch auf
die AB- und Tau-Pathologie aus. So zeigen transgene Maiuse nach Verabreichung einer sogenannten
Ketondiit, die sich durch einen geringen Kohlenhydratanteil und einen hohen Gehalt an gesittigten
Fettsduren auszeichnet, bzw. nach Supplementierung von Ketonestern eine signifikante Reduktion des
zerebralen AB-Gehalts (Kashiwaya et al., 2013; Van der Auwera et al., 2005). Zusétzlich wurde in der
Studie von Kashiwaya et al. auch eine Verringerung des Gehalts von hyperphosphoryliertem Tau im
Hirngewebe der Tiere festgestellt (Kashiwaya et al.,, 2013). Im Hirngewebe von Hunden, denen acht
Wochen lang mittelkettige Triglyceride (engl. medium chain triglycerides, MCTs) verabreicht wurden,
zeigt sich ebenfalls ein tendenziell reduzierter AB-Gehalt sowie eine Reduktion des APP-Proteinspiegels
(Studzinski et al., 2008). Des Weiteren ist die AB-induzierte Toxizitdt von Neuronen in Anwesenheit von
Kokosnussdl und dem Ketonkorper B-Hydroxybutyrat verringert, was auf ein neuroprotektives Potenzial
von Kokosnussol bzw. den bei dem Metabolismus von MCFAs entstehenden Ketonkdrpern hindeutet
(Kashiwaya et al., 2000; Nafar und Mearow, 2014) (5.2.8.2).

5.2.6 EINFLUSS MITTEL- UND LANGKETTIGER FETTSAUREN AUF DIE Af-DEGRADATION

Da bislang noch nichts iiber den Einfluss von MCFAs bzw. Kokosnussol auf die Beseitigung von Ap-
Peptiden bekannt ist, wurde in dieser Arbeit die Wirkung der Fettsdure-Kettenldnge auf die enzymatische
AB-Degradation untersucht. In Analogie zur Analyse der AB-Degradation unter Einfluss von EPA und
DHA wurde fiir die Untersuchungen die Neuroblastom-Zelllinie N2a verwendet. Zur Betrachtung
Fettsdure-Kettenldnge-abhdngiger Effekte wurden die Zellen mit PC10:0-PC24:0 behandelt, wobei es sich
bei allen verwendeten Phospholipiden ebenfalls um synthetische PC-Spezies handelt, die identische
Fettsduren an der snl- und sn2-Position tragen. Die Berechnung aller Effekte erfolgte in Relation zu
PC16:0, da Palmitinsiure (16:0) neben Stearinsiure (18:0) und Olséure (18:1) zu den am hiufigsten im
Hirngewerbe vorkommenden Fettsduren zahlt (Sastry, 1985). Aufgrund dessen, dass anstelle von PC16:0
beispielsweise auch PC18:0 als Kontrolllipid verwendet werden konnte, wurde fiir alle Experimente auch
die Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenldnge und den jeweiligen Effekten berechnet.

161



Diskussion

Zur Untersuchung der Gesamt-AB-Degradation wurden die Zellen mit den verschiedenen PC-Spezies und
anschliefend mit synthetischen AB40-Peptiden in Kombination mit den Lipiden inkubiert. Es zeigte sich
eine Abhdngigkeit des AB-Abbaus von der Fettsdure-Kettenldnge. In Anwesenheit von PC10:0, PC12:0
und PC14:0 ist das nach 6Std verbleibende exogene AP40 signifikant reduziert, wéhrend es nach
Behandlung der Zellen mit PC22:0 und PC24:0 signifikant erhoht ist (Abb. 39A). Daraus ergibt sich eine
signifikante positive Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenldnge und den verbleibenden AP40-
Peptiden (Abb. 39B). Diese Korrelation ist be1 Verwendung von N2a IDE-Knockdown-Zellen (Abb. 30)
nicht zu verzeichnen (Abb. 40B), was darauf hindeutet, dass eine Beeinflussung der IDE-Aktivitit durch
die Fettsdure-Kettenldnge, wie auch durch den Sittigungsgrad der Fettsduren (5.2.4), vorliegt. In N2a
IDE-Knockdown-Zellen wirkt sich ausschlieBlich PC12:0 positiv auf den AB40-Abbau aus (Abb. 40A),
weshalb davon auszugehen ist, dass Laurinsdure (12:0) als Haupt-Fettsdure im Kokosnussol (Tab. 7)
(Fernando et al., 2015), zusétzlich IDE-unabhdngige Mechanismen der AP-Degradation positiv
beeinflusst.

Die Kettenldnge der Fettsduren hat nur marginale Effekte auf die Genexpression von IDE. Diese ist nach
Inkubation mit PC10:0 und PC12:0 tendenziell bzw. signifikant gesteigert, wéhrend die Behandlung der
Zellen mit PC22:0 und PC24:0 zu einer tendenziell reduzierten Expression des fiir IDE kodierenden Gens
fithrt (Abb. 41A). Trotz der relativ geringen (maximal 13,3%) und {iberwiegend statistisch nicht
signifikanten Effekte ergibt sich aus diesen Daten eine schwache (R*= 0,56), aber dennoch signifikante (p
= 0,03) negative Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenldnge und der IDE-Genexpression (Abb. 41B).
Interessanterweise ist in der Literatur eine stimulierende Wirkung von MCFAs, wie auch von PUFAs
(5.2.4), auf PPARy beschrieben. In Anwesenheit von Capryl (8:0)- und Caprinsdure (10:0) ist die
Genexpression von PPARy erhoht (Liberato et al., 2012), was Einfluss auf die Expression zahlreicher
Gene wie z.B. IDE haben kann (5.2.7.1). Da die festgestellten Effekte der Fettsdure-Kettenldnge auf die
IDE-Genexpression jedoch nur schwach ausgeprigt sind, miissen der Wirkung der Fettsdure-Kettenldnge
auf die IDE-abhingige AP40-Degradation weitere Mechanismen zugrunde liegen.

Das Verhiltnis zwischen extrazellulirem und intrazellulirem IDE nimmt mit ansteigender Fettsdure-
Kettenlinge im Bereich von PC10:0 bis PC20:0 stetig ab, woraus sich eine starke (R* = 0,97), signifikante
(p < 0,001) Korrelation zwischen den beiden Parametern ergibt (Abb. 44A). Das Verhiltnis zwischen
extra- und intrazelluldrem IDE korreliert fiir eine Fettsdure-Kettenldnge von 10 bis 20 Kohlenstoffatomen
ebenfalls signifikant (p =0,02) mit dem verbleibenden AB40 bei Bestimmung der AB-Gesamtdegradation
(Abb. 44B), weshalb die Beeinflussung der IDE-Sekretion moglicherweise die Ursache fiir den
verdnderten AB-Abbau in Anwesenheit der unterschiedlich langen Fettsduren darstellt. Im Gegensatz dazu
korreliert die SEAP-Sekretion {iber das TGN nicht mit der Fettsdure-Kettenldnge (p = 0,43) (Abb. 44A).
Dies ldsst darauf schlieBen, dass spezifisch die Freisetzung von IDE durch die Fettsdure-Kettenldnge
beeinflusst wird. Nach Inkubation der Zellen mit PC10:0 und PC12:0 ist jedoch auch die SEAP-Sekretion
leicht (9,2 bzw. 13,8%), aber signifikant gesteigert. Wie bereits erwidhnt, wird IDE zumindest partiell
Exosomen-assoziiert in den Extrazelluldrraum sezerniert (Bulloj et al., 2010; Tamboli et al., 2010). Da es
sich bei der Exosomen-Sekretion um einen lipidabhédngigen Prozess handelt (Llorente et al., 2007; Phuyal
et al., 2014; Record et al., 2014; Trajkovic et al., 2008), der den Daten dieser Arbeit zufolge durch PUFAs
beeinflusst wird (5.2.4), ist es naheliegend, dass auch die Fettsdure-Kettenldnge eine Wirkung auf die
Exosomen-vermittelte Freisetzung von IDE besitzt (5.2.7.2).

Die Effekte der in PC22:0 und PC24:0 enthaltenen LCFAs auf die Gesamt-AB-Degradation (Abb. 39A)
konnen hingegen nicht durch Verdnderungen im Transport von IDE in den Extrazelluldrraum erkldrt
werden (Abb. 44A). Als Ursache des reduzierten AB-Abbaus unter Einfluss dieser LCFAs wurde eine
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direkte inhibitorische Wirkung der Fettsduren auf die katalytische Aktivitdt von IDE identifiziert (Abb.
45A). Im Gegensatz dazu ist flir MCF As kein statistisch signifikanter direkter Effekt auf die Aktivitét des
Enzyms zu verzeichnen (Abb. 45A). Aus diesen Daten ergibt sich allerdings sowohl im Bereich von
PC16:0 bis PC24:0 als auch im Bereich von PC10:0 bis PC24:0 eine signifikante (p = 0,02 bzw. p =
0,0002) negative Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenlinge und der Aktivitdt von rekombinantem
IDE in Anwesenheit der entsprechenden PC-Spezies (Abb. 45C, Abb. 45D). In Ubereinstimmung damit
konnte auch in der bereits erwdhnten Studie von Hamel et al. eine Inhibition der IDE-abhingigen
Insulindegradation durch freie LCFAs mit 16 bis 20 Kohlenstoffatomen nachgewiesen werden. Fiir
Caprylsdure (8:0) als Beispiel fiir eine MCFA wurde ebenfalls kein Einfluss auf die IDE-Aktivitét
festgestellt. In dieser Studie wurden allerdings abgesehen von Palmitin (16:0)- und Stearinsdure (18:0)
ungesittigte Fettsduren verwendet und deren Effekte auf die IDE-Aktivitit relativ zur
Losungsmittelkontrolle berechnet (Hamel et al.,, 2003). Unter Anbetracht der postulierten Fettsdure-
Bindestelle innerhalb von IDE (Hamel et al., 2003) und dessen, dass die gesteigerte IDE-Enzymaktivitét
in Anwesenheit von PC20:5 und PC22:6 wahrscheinlich u.a. auf einer direkten Lipid-Protein-Interaktion
beruht (5.2.4), ist fiir die Beeinflussung der IDE-Aktivitdt durch die Fettsdure-Kettenldnge ein analoger
Mechanismus denkbar.

Die positiven Effekte von MCFAs auf die AB-Degradation und die damit einhergehenden moglichen
praventiven Effekte dieser Fettsduren hinsichtlich der AD-Pathogenese wurden unter Verwendung eines
entsprechenden Tiermodells auch in vivo analysiert. Hierzu wurde APPswe/PSIAE9-Miusen, die
typischerweise ab einem Alter von sechs Monaten zerebrale AB-Ablagerungen entwickeln (Jankowsky et
al., 2004), ein Kokosnussol-enthaltendes Futtermittel bzw. eine Kontrolldidt verabreicht. Die
kokosnussolreiche Diét sollte zu einem erhdhten Gehalt von Laurin- (12:0) und Myristinséure (14:0) im
Korper der Tiere fithren (Tab. 7). Die Fiitterung erfolgte tiber zehn Wochen, beginnend ab der achten
Lebenswoche der Tiere, was etwa der priklinischen Phase von AD entsprechen sollte. Da im Serum der
mit der Kokosnussol-Didt gefiitterten Tiere ein gesteigerter Gehalt von Lyso-PCal2:0 und Lyso-PCal4:0,
die durch die Aktivitit der PLA; aus den entsprechenden PC-Spezies gebildet werden, sowie der wihrend
des Transports der Fettsduren in die Mitochondrien entstehenden Carnitine C12:0 und C14:0 vorliegt, ist
von einer effizienten Resorption von Laurin (12:0)- und Myristinsdure (14:0) aus dem Futtermittel sowie
von einer effizienten Metabolisierung der Fettsduren auszugehen. Des Weiteren konnte im Serum der
Tiere ein signifikant gesteigerter Gehalt von PCaa30:0 festgestellt werden (Abb. 46B). Da sich die
Bezeichnung hierbei auf die Summe der Kohlenstoffatome beider gebundenen Fettsduren bezieht,
reprasentiert PCaa30:0 u.a. PC-Spezies, die Laurin (12:0)- und Myristinsdure (14:0) in Kombination mit
den haufig vorkommenden Fettsduren Stearin- (18:0) bzw. Palmitinsdure (16:0) (Berg et al., 2002; Sastry,
1985) beinhalten. Ein tendenziell gesteigerter Gehalt dieser PC-Spezies sowie der oben genannten Lyso-
PC-Spezies und Carnitine ist auch im frontalen Kortex der mit Kokosnussol-Didt gefiitterten Tiere zu
verzeichnen. Die Effekte sind allerdings aufgrund der geringeren Probenanzahl mit Ausnahme von
PCaa30:0 statistisch nicht signifikant (Abb. 46A). Dennoch weisen diese Daten auf eine Inkorporation der
in der kokosnussolreichen Didt enthaltenen MCFAs in das Hirngewebe der Tiere hin. Im Gegensatz dazu
ist der Gehalt von PC38:0 und der Palmitinsdure (16:0)- und Stearinsdure (18:0)-enthaltenden Lyso-PC-
Spezies und Carnitine sowohl im Hirngewebe als auch im Serum der Tiere weitestgehend unveréndert,
was fiir eine spezifische Aufnahme der MCFAs aus dem kokosnussélreichen Futtermittel spricht (Abb.
46A+B). In Ubereinstimmung mit der vermuteten Inkorporation von Laurinsiure (12:0) und
Mpyristinsdure (14:0) in das Hirngewebe nach gesteigerter Aufnahme von Kokosnussdl ist in der Literatur
eine Passage der Blut-Hirn-Schranke durch MCFAs beschrieben (Spector, 1988; Wlaz et al., 2012).
Infolge der Supplementierung von Kokosnussdl wurde eine tendenzielle Reduktion des AB40- sowie eine
statistisch nicht signifikante Verringerung des APB42-Gehalts im frontalen Kortex der APPswe/PS1AE9-
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Miuse verzeichnet, was das protektive Potenzial des Ols hinsichtlich der AB-Pathologie verdeutlicht.
Diese Effekte sind aufgrund der geringen Probenanzahl statistisch jedoch ebenfalls nicht signifikant (Abb.
47).

Um die in vivo-Relevanz des Effekts von MCFAs auf die IDE-Sekretion zu iiberpriifen, wurde die
Aktivitit von IDE im Serum der APPswe/PS1AE9-Méduse nach Supplementierung von Kokosnussol
bestimmt. Infolge der Kokosnussol-Didt ist diese im Vergleich zu der Kontrolldidt signifikant gesteigert
(Abb. 48), was dafiir spricht, dass sich MCFAs sowohl in Neuroblastom-Zellen als auch im Blutkreislauf
von Maiusen positiv auf die Sekretion von IDE auswirken. Ein vergleichbarer Effekt auf den IDE-
Proteingehalt im Serum von Miusen konnte in einem dhnlichen Versuchsansatz von Tamboli et al. auch
fiir Statine nachgewiesen werden (Tamboli et al., 2010) (5.2.7.2). In diesem Zusammenhang ist es wichtig
zu erwihnen, dass die Verringerung der AB-Konzentration in der Peripherie der ,,Peripheral sink*“-
Hypothese zufolge auch in einer Reduktion des zerebralen AP-Gehalts resultiert. Dieser Hypothese
zufolge besteht aufgrund des Transports von A iiber die Blut-Hirn-Schranke (2.2.3.1) ein Gleichgewicht
zwischen dem Ap-Gehalt im Hirngebe und im Blutkreislauf. Daher fiihrt die Reduktion der Ap-
Konzentration in der Peripherie zu einem verstirkten Efflux von AB-Peptiden aus dem Hirngewebe
(DeMattos et al., 2001; Zhang und Lee, 2011). Die gesteigerte IDE-Enzymaktivitdt und die damit
wahrscheinlich einhergehende Reduktion der AB-Konzentration im Blutkreislauf der mit Kokosnussol
gefiitterten Méause wiirde demnach eine Erklidrung fiir die tendenzielle Reduktion des AB40- und die
statistisch nicht signifikante Verringerung des AP42-Gehalts im frontalen Kortex der Tiere (Abb. 47)
darstellen. Es ist jedoch auch mdéglich, dass sich die Kokonussol-Diédt analog zu den im Blutkreislauf
festgestellten Effekten auch im Hirngewebe positiv auf die Freisetzung von IDE in den Extrazellulrraum
auswirkt, was in einer gesteigerten Degradation extrazelluldr akkumulierender AB-Peptide resultieren
wiirde. Der tendenziell verringerten Konzentration von Ap-Peptiden im Hirngewebe infolge der
Supplementierung von Kokosnussdl konnen allerdings auch viele weitere Mechanismen zugrunde liegen.
Zu diesen zdhlen u.a. die Reduktion der y- sowie die Steigerung der a-Sekretase-Aktivitit durch MCFAs
(Grimm et al., 2013a; Holmes et al., 2012), wobei die in vivo-Relevanz der in diesen Studien festgestellten
Effekte nicht bekannt ist. Die Aufnahme von MCFAs mit der Nahrung geht mit einem schnellen Anstieg
der B-Hydroxybutyrat-Konzentration im Blutkreislauf einher (Puchowicz et al., 2007; Rebello et al., 2015;
Reger et al., 2004), welches effizient die Blut-Hirn-Schranke passieren kann (Moore et al., 1976; Morris,
2005; Pan et al.,, 2000; Puchowicz et al., 2007). Demnach konnten die nach Verabreichung der
kokosnussolreichen Didt verzeichneten Effekte auf die zerebrale AP-Konzentration bzw. die IDE-
Aktivitdt im Serum neben direkten Einfliissen der MCFAs auch durch den Anstieg des Ketonkorper-
Gehalts im Korper der Tiere vermittelt werden. Eine reduzierte Ap-Pathologie sowie verbesserte
kognitive Fahigkeiten bei AD-Mausmodellen infolge der sogenannten Ketondidt wurden in mehreren
Studien beschrieben (Kashiwaya et al., 2013; Van der Auwera et al., 2005; Yin et al., 2016) (5.2.5). Da B-
Hydroxybutyrat als HDAC agiert (Newman und Verdin, 2014a; Shimazu et al., 2013), ist auller seiner
positiven Wirkung auf den zerebralen Energiemetabolismus auch eine Wirkung auf die Expression von
AD-relevanten Genen denkbar. Der genaue Einfluss von Ketonkdrpern auf die Generierung und den
Katabolismus von AB-Peptiden wurde bislang allerdings nicht umfassend untersucht (Fernando et al.,
2015).

In humanem post mortem AD-Hirngewebe liegt im Vergleich zu dem Hirngewebe von Kontrollpersonen
eine Reduktion von MCFAs vor. Es wurde eine signifikante Reduktion von PCaa24:0 und PCaa28:1
festgestellt, wihrend der Gehalt von PCaa26:0 und PCaa28:0 statistisch nicht signifikant verringert ist
(Abb. 49). Diese PCaa-Spezies reprasentieren PC-Spezies, in denen Glycerin mit den hiufig natiirlich
vorkommenden Fettsiuren Palmitinsiure (16:0), Stearinsiure (18:0) und Olsdure (18:1) in Kombination
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mit MCFAs verestert ist. Auch im Hirngewebe des SxFAD-Mausmodells liegt im Vergleich zu Wildtyp-
Miusen eine signifikante Reduktion von PCaa24:0, PCaa26:0 und PCaa28:1 vor (Abb. 50). Unter
Anbetracht der bereits diskutierten positiven Effekte der MCFAs auf die AP-Degradation kdnnte die
Verringerung des MCFA-Gehalts in von AD betroffenem Hirngewebe moglicherweise zu einer
verringerten AB-Degradation und damit einhergehend zu einer Akkumulation von AB-Peptiden fiihren.
Sowohl im Serum als auch in der Cerebrospinalfliissigkeit von AD-Patienten wurde in fritheren Studien
ein verringerter AB-Abbau festgestellt (Liu et al., 2012; Mawuenyega et al., 2010). Es ist daher denkbar,
dass infolge einer verstdrkten Zunahme von Kokosnussol durch AD-Patienten eine Normalisierung des
Gehalts von MCFAs und somit der IDE-abhéngigen AB-Degradation erzielt werden kann.

5.2.7 STEIGERUNG DER IDE-ABHANGIGEN Af-DEGRADATION DURCH EPA, DHA UND
MITTELKETTIGE FETTSAUREN: MOGLICHE GEMEINSAME MECHANISMEN

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit eine gesteigerte IDE-abhiingige Ap-Degradation in
Anwesenheit von EPA, DHA und MCFAs (10:0, 12:0, 14:0) festgestellt, wobei diese Effekte in Relation
zu den korrespondierenden gesittigten Fettsduren bzw. zu Palmitinsdure (16:0) ermittelt wurden.
Wihrend sich EPA positiv auf die Genexpression von IDE auswirkt, erhohen DHA und MCFAs die IDE-
Sekretion in den Extrazelluldrraum, was in einem gesteigerten Abbau extrazelluldr vorliegender Ap-
Peptide resultiert. MCFAs erhohen zusétzlich leicht die IDE-Genexpression (5.2.4, 5.2.6). Um die Effekte
des Séttigungsgrads bzw. der Kettenlinge der Fettsduren bestmdglich herausarbeiten zu kénnen, wurden
synthetische PC-Spezies verwendet, die identische Fettsduren an der snl- und sn2-Position tragen. Unter
physiologischen Bedingungen hat PC meistens zwei verschiedene Fettsduren gebunden und liegt zudem
in an Lipoproteine gebundener Form vor.

In der Literatur sind fir PUFAs und MCFAs sich teilweise {iberschneidende Wirkungen auf
Transkriptionsfaktoren, die physikalischen Eigenschaften biologischer Membranen sowie den
Cholesterinspiegel beschrieben worden. Es ist daher méglich, dass den Effekten dieser Fettsduren auf IDE
identische Mechanismen zugrunde liegen wie in Abb. 79 zusammenfassend dargestellt ist.
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Abb. 79: Mogliche gemeinsame Mechanismen des Einflusses von EPA, DHA und MCFAs auf die IDE-abhiingige
Ap-Degradation

EPA und MCFAs steigern moglicherweise die IDE-Genexpression durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
PPARy. DHA und MCFAs erhdhen die Membranfluiditdt, wodurch zu einer gesteigerten exosomalen IDE-Sekretion und
somit zu einem erhdhten Gehalt von extrazellulér lokalisiertem IDE kommen kann. Sowohl fiir DHA als auch fiir MCFAs
ist eine Cholesterin-senkende Wirkung beschrieben, die sich wiederum positiv auf die Membranfluiditit auswirkt. In ihrer
Gesamtheit konnen diese Mechanismen zu einer gesteigerten Degradation von AB-Peptiden im Extrazelluldrraum fiihren.

5.2.7.1 Einfluss der Fettsduren auf PPAR-Transkriptionsfaktoren

Sowohl EPA als auch MCFAs stellen endogene Liganden von Transkriptionsfaktoren der PPAR-Familie
dar. Fiir die MCFAs Capryl (8:0)- und Caprinsdure (10:0) wurde eine direkte Bindung an PPARYy
nachgewiesen, die in einer Aktivitétssteigerung des Transkriptionsfaktors resultiert. Im Gegensatz dazu ist
die Bindungsaffinitit von lingeren gesittigten Fettsduren (> 16 Kohlenstoffatome) an das Protein geringer
ausgepragt (Liberato et al., 2012; Malapaka et al., 2012), was die Abhdngigkeit dieser Interaktion von der
Fettsdure-Kettenldnge verdeutlicht. EPA interagiert direkt mit PPARa, PPARy und PPARS und stimuliert
die Genexpression von PPARy (Chambrier et al., 2002; Xu et al., 1999). Es wird vermutet, dass die
Bindung der Fettsduren zu einer Konformationsidnderung innerhalb der PPAR-Molekiile fiihrt, die
wiederum Auswirkungen auf deren Interaktion mit Ko-Aktivatoren hat (Deckelbaum et al., 2006).
Interessanterweise wurde von Du et al. ein funktionelles PPAR response element (PPRE) in der
Promotorregion von IDE identifiziert, welches in Primirneuronen durch die Bindung von PPARY aktiviert
wird (Du et al, 2009). In Ubereinstimmung damit konnte eine gesteigerte AP-Degradation in
verschiedenen Zelllinien nach Aktivierung von PPARYy festgestellt werden, die auf eine Beeinflussung
von IDE zuriickgefiihrt werden konnte (Espuny-Camacho et al., 2010). Demnach konnten sowohl die
festgestellten Effekte von PC20:5 auf die Genexpression von IDE als auch die leichte negative
Korrelation zwischen der IDE-Genexpression und der Fettsdure-Kettenlinge moglicherweise auf einer
Fettsdure-abhdngigen, PPARy-vermittelten Aktivierung des IDE Promotors beruhen.
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5.2.7.2 Einfluss der Fettsduren auf die Membranfluiditit und die Exosomen-Freisetzung
Eine weitere gemeinsame Eigenschaft von MCFAs und PUFAs ist ihre Fahigkeit, die Membranfluiditat
zu steigern bzw. den Schmelzpunkt (engl. melting temperature, Tm) der Membran, an dem der
Phasenzustand von starr zu fliissig-mobil iibergeht, herabzusetzen. Allgemein fiihren langkettige,
gesittigte Fettsduren zu einem erhohten Tm, wihrend dieser durch kiirzerkettige und ungesittigte
Fettsduren verringert wird. Diese Effekte sind auf eine Reduktion der Van-der-Waals-Bindungskrifte
infolge verkiirzter Fettsduren bzw. der geknickten Struktur von PUFAs zuriickzufiihren (Ibarguren et al.,
2014; Yang et al., 2014). Im Gegensatz zu MCFAs und PUFAs bewirkt Cholesterin eine Verdichtung und
somit eine Verringerung der Fluiditdt biologischer Membranen (Cooper, 1978; Daly et al., 2011).
Verdnderungen der Membranfluiditit haben einen starken Einfluss auf zelluldre Transportprozesse, was
sich wiederum auf die Lokalisation bzw. Ko-Lokalisation von Proteinen auswirkt. So ist eine gesteigerte
Membranfluiditit beispielsweise mit einer erniedrigten Endozytose von APP assoziiert. Da die
amyloidogene APP-Prozessierung in intrazelluldren azidischen Kompartimenten stattfindet (Carey et al.,
2005; Grbovic et al., 2003; Rajendran et al., 2006), geht die reduzierte Endozytose von APP mit einer
gesteigerten nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung einher (Kojro et al., 2001; Yang et al, 2011)
(2.2.2).

Wie bereits beschrieben, wird IDE zumindest partiell Exosomen-vermittelt in den Extrazelluldrraum
freigesetzt (Bulloj et al.,, 2010; Tamboli et al., 2010). Bei Exosomen handelt es sich um sezernierte
vesikuldre Strukturen endosomalen Ursprungs, die von einer Lipiddoppelschicht umschlossen sind und
verschiedene Molekiile wie u.a. Proteine, Lipide sowie RNS enthalten. Im Vergleich zur Plasmamembran
weisen sie einen gesteigerten Gehalt an Cholesterin, Sphingomyelin, Ceramid und einen reduzierten PC-
Gehalt auf (Laulagnier et al., 2004; Trajkovic et al., 2008; Wubbolts et al., 2003). Die Biogenese von
Exosomen beinhaltet zuerst die Inkorporation endozytierter Molekiile in intraluminale Vesikel (engl.
intraluminal vesicles, ILVs) innerhalb der MVEs. Die MVEs werden anschlieBend entweder der
lysosomalen Degradation zugefiihrt oder fusionieren mit der Plasmamembran, was zu der Freisetzung der
ILVs in Form von Exosomen fiihrt (Harding et al., 1984; Pan et al., 1985; Raposo und Stoorvogel, 2013).
In mehreren Studien wurde eine Beeinflussung der Exosomen-Sekretion durch verschiedene Lipide wie
u.a. Ceramid und Cholesterin demonstriert (Llorente et al., 2007; Phuyal et al., 2014; Record et al., 2014;
Trajkovic et al.,, 2008). Die exakten Mechanismen der Exosomen-Bildung und —Freisetzung sind
Gegenstand aktueller Forschung, weshalb derzeit auch wenig iiber die genauen Zusammenhinge
zwischen der Exosomen-Sekretion und der Lipidhomdostase bekannt ist. Die Tatsache, dass sowohl die
Steigerung des zelluliren MCFA- und DHA-Gehalts (5.2.4, 5.2.6) als auch die Reduktion des zelluldren
Cholesterinspiegels (Llorente et al., 2007) in einer Stimulation der IDE- bzw. Exosomen-Sekretion
resultiert, konnte darauf hindeuten, dass die exosomale Freisetzung von IDE in den Extrazelluldrraum
positiv mit der Membranfluiditit korreliert. Hierflir spricht auch das Ergebnis, dass sich DHA, welches
die Membranfluiditit stirker steigert als EPA (Hashimoto et al., 1999; Hashimoto et al., 2006), positiv auf
die Exosomen-vermittelte IDE Sekretion auswirkt, wiahrend EPA scheinbar keinen Effekt auf diesen
Mechanismus hat (5.2.4).

In der bereits erwdhnten Studie von Tamboli et al. wurde eine Steigerung der AB-Degradation infolge der
erhohten exosomalen IDE-Sekretion in kultivierten Mikrogliazellen und im Blut von Maéausen nach
Behandlung mit Statinen nachgewiesen. Verantwortlich flir diese Effekte ist wahrscheinlich jedoch nicht
die Reduktion des zelluliren Cholesteringehalts, sondern die Inhibition der HMGCR-abhingigen
Isoprenoid-Biosynthese. Den Autoren zufolge konnten sich Verdnderungen im Isoprenylierungsgrad von
Rab-Proteinen, die an der Biogenese von MVEs sowie der Freisetzung von Exosomen beteiligt sind
(Bulloj et al., 2010; Fader und Colombo, 2006), auf die exosomale IDE-Sekretion auswirken (Tamboli et
al., 2010). DHA bewirkt in Analogie zu Statinen eine Inhibition der HMGCR und somit der de novo-
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Synthese von Cholesterin und Isoprenoiden (Goldstein et al., 2006; Grimm et al., 2011¢). Unter
Anbetracht dieser Studien ist es denkbar, dass der verzeichnete stimulierende Einfluss von DHA auf die
exosomale IDE-Sekretion neben direkten Effekten der Fettsdure auch auf der Inhibition der HMGCR
beruhen konnte. Auch fiir MCFAs bzw. Kokosnussol wird eine Cholesterin-senkende Wirkung diskutiert
(Cox et al., 1998; Fernando et al., 2015; Nevin und Rajamohan, 2004). Es ist allerdings nicht bekannt, ob
sich MCF As ebenfalls direkt auf die Aktivitdt der HMGCR auswirken.

Da Exosomen auch mit der Freisetzung von AB-Peptiden und Tau in den Extrazellulirraum sowie mit
einer gesteigerten AB-Aggregation in Verbindung gebracht wurden (Dinkins et al., 2014; Rajendran et al.,
2006; Saman et al.,, 2012), kann die Stimulation ihrer Sekretion nicht pauschal als positiv bewertet
werden. Die Injektion von Exosomen aus kultivierten Neuronen und Neuroblastomzellen in das Gehirn
von APP-transgenen Miusen resultiert allerdings in einer Reduktion des zerebralen AB-Gehalts, was von
den Autoren auf eine gesteigerte Phagozytose der Peptide durch Mikroglia zuriickgefiihrt wurde (Yuyama
et al, 2014; Yuyama et al., 2015). Die Funktionen dieser Vesikel bei neurodegenerativen und
neuroprotektiven Prozessen sind derzeit nicht eindeutig bekannt und variieren wahrscheinlich auch in
Abhéngigkeit des jeweiligen parentalen Zelltyps (Joshi et al., 2015; Kalani et al., 2014).

5.2.8 THERAPEUTISCHES POTENZIAL VON EPA, DHA UND MITTELKETTIGEN FETTSAUREN
BEI DER ALZHEIMER KRANKHEIT

Wie auch im Fall von NEP, hat sich die gesteigerte Genexpression von IDE in einem AD-Mausmodell als
protektiv im Hinblick auf die Ap-Pathologie erwiesen. Wie von Leissring et al. publiziert, resultiert die
Verdopplung der IDE-Genexpression in Méusen in einer Reduktion des zerebralen AP-Gehalts, der
Bildung von amyloiden Plaques sowie der Sterblichkeitsrate der Tiere (Leissring et al., 2003a). Dies
verdeutlicht, dass eine gesteigerte IDE-Aktivitét in vivo die Progression von AD verzdgert und impliziert,
dass IDE ein attraktiver molekularer Angriffspunkt fiir die Entwicklung von therapeutischen und/oder
praventiven MaB3nahmen hinsichtlich AD darstellen konnte. Die im Rahmen dieser Arbeit verzeichneten
positiven Effekte von EPA, DHA und MCFAs auf die IDE-abhingige Ap-Degradation im
Extrazelluldrraum deuten darauf hin, dass die gesteigerte Zufuhr dieser Fettsduren moglicherweise zur
Verringerung des AD-Risikos bzw. der Progression der Erkrankung flihren kann. Die Supplementierung
dieser Fettsduren, die u.a. in Form von Fisch- bzw. Kokosnussol oder entsprechender Triglyceride
erfolgen kann, hat, wie im Folgenden beschrieben, auch vielfiltige weitere Einfliisse auf die molekularen
Mechanismen von AD.

5.2.8.1 Therapeutisches Potenzial von EPA und DHA bei der Alzheimer Krankheit
Neben ihrer positiven Wirkung auf die AB-Degradation (5.2.4) weisen EPA und DHA weitere
neuroprotektive Eigenschaften auf. Wie bereits erwédhnt, verringert DHA die Aggregation und
Neurotoxizitdt von AB-Peptiden (Hashimoto et al., 2008; Hashimoto et al., 2011; Hossain et al., 2009)
sowie deren Produktion iiber einen pleiotropen Wirkmechanismus (Grimm et al., 2011c; Grimm et al.,
2013a; Holmes et al., 2012; Yang et al, 2011) (5.2.3). DHA steigert die nicht-amyloidogene APP-
Prozessierung iiber eine Erhohung der ADAMI17-Proteinstabilitit und einen direkten Effekt auf die
Enzymaktivitét der a-Sekretase (Grimm et al., 2011c; Grimm et al., 2013a). DHA weist des Weiteren eine
direkte inhibitorische Wirkung auf die Aktivitdit der B- und 7y-Sekretase auf. Zusétzlich wird die
Cholesterin de novo-Synthese durch die Inhibition der HMGCR in Anwesenheit von DHA reduziert, was
ebenfalls die Enzymaktivitét der B- und y-Sekretase erniedrigt (Grimm et al., 2008). Nach der Behandlung
von Zellen mit DHA kommt es auch zu einer Verschiebung von Cholesterin und PS1 von den Lipid raft-
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zu den Non-Raft-Dominen sowie zu einer Reduktion der BACE1-Internalisierung. Da die amyloidogene
APP-Prozessierung primédr in den Lipid rafts (Ehehalt et al., 2003; Riddell et al., 2001; Vetrivel et al.,
2004) bzw. die B-Sekretase-abhingige APP-Prozessierung in azidischen intrazelluldren Kompartimenten
wie den Endosomen (Carey et al., 2005; Rajendran et al., 2006) stattfindet, hat beides eine verringerte
amyloidogene APP-Prozessierung zur Folge. Insgesamt flihrt ein gesteigerter zellulirer DHA-Gehalt
folglich zu einer gesteigerten nicht-amyloidogenen und einer verringerten amyloidogenen APP-
Prozessierung, was in einer Reduktion der Ap-Produktion resultiert (Grimm et al., 2011c). Das
Zusammenspiel dieser Effekte bewirkt eine Verringerung der zerebralen Ap-Pathologie in
unterschiedlichen AD-Tiermodellen infolge einer DHA-Supplementierung (Green et al., 2007; Hashimoto
et al., 2008; Hooijmans et al., 2009; Lim et al., 2005; Perez et al., 2010).

DHA reduziert mit der Akkumulation von Tau auch das zweite histopathologische Merkmal von AD. Die
Supplementierung von DHA bzw. eine fischolreiche Diét fiihrt zu einer Inhibition der c-Jun N-terminal
Kinase (JNK)-abhingigen Tau-Phosphorylierung in hippocampalen Neuronen sowie im Hirngewebe eines
AD-Mausmodells (Green et al., 2007; Ma et al.,, 2009). EPA und DHA werden auBBerdem mit anti-
oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften in Verbindung gebracht (Calder, 2006; Dyall und
Michael-Titus, 2008; Zhang et al., 2011). Auch Metabolite von ®3-Fettsduren wie die zu den
Docosanoiden zéhlenden Neuroprotektine und Resolvine wirken anti-inflammatorisch und neuroprotektiv
(Lukiw et al., 2005; Schwab et al.,, 2007; Serhan, 2006). Diese Wirkungen von PUFAs und ihren
Metaboliten sind im Bezug auf AD von besonderer Bedeutung, da bei der AD-Pathogenese neben der Af-
und Tau-Pathologie auch oxidativer Stress und inflammatorische Prozesse zu beobachten sind. Infolge des
AB-induzierten oxidativen Stresses kommt es zur gesteigerten Bildung von ROS (Butterfield, 2003;
Davis, 1996; Parks et al., 2001; Yatin et al., 1998). Der erhohte ROS-Gehalt wiederum resultiert u.a. in
der Oxidation von Proteinen und Peroxidation von Lipiden (Mohsenzadegan und Mirshafiey, 2012),
wobei PUFAs besonders oxidationsanfillig sind (Catala, 2009; Fam et al., 2002; Gao et al., 2006). Die
gesteigerte Oxidation von PUFAs unter den pathologischen Bedingungen von AD konnte die Reduktion
des Gehalts von w3-Fettsduren (Soderberg et al., 1991; Whiley et al.,, 2014) und die Erhohung der
Konzentration von PUFA-Oxidationsprodukten im Hirngewebe von AD-Patienten verursachen (Grimm et
al.,, 2016a; Markesbery et al., 2005; Montine und Morrow, 2005; Nourooz-Zadeh et al., 1999) (5.2.3).
Eine weitere Konsequenz der Akkumulation oligomerer AB-Peptide bzw. des gesteigerten oxidativen
Stresses ist die Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia, die zu der Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen sowie von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies fiihrt (Agostinho et
al., 2010; DaRocha-Souto et al., 2011; White et al., 2005). Die Tatsache, dass diese Prozesse eine
synaptische Dysfunktion sowie den Verlust von Neuronen, Synapsen und kognitiven Fahigkeiten zur
Folge haben konnen, verdeutlicht das Potenzial anti-oxidativer und anti-inflammatorischer Substanzen
wie m3-Fettsduren, die zur Neurodegeneration filhrenden Kaskaden aufzuhalten bzw. verlangsamen zu
konnen (Agostinho et al, 2010; DaRocha-Souto et al, 2011). Fiir die Aufrechterhaltung von
Gedéachtnisfunktionen und kognitiven Fahigkeiten durch EPA und DHA spricht die Feststellung, dass die
Supplementierung dieser ®3-PUFAs die Synapto- und Neurogenese, die synaptische Plastizitit, die
Langzeit-Potenzierung und die Freisetzung von Neurotransmittern fordert (Cao et al., 2009; Connor et al.,
2012; Crupi et al., 2013; Gomez-Pinilla und Tyagi, 2013; Mathieu et al., 2010; Su, 2010). Viele dieser
Effekte werden in der Literatur auf die gesteigerte Produktion des Neutrophins BDNF (engl. brain-derived
neurotrophic factor) infolge eines erhohten Gehalts von w3-Fettsduren zuriickgefiihrt, welcher sich positiv
auf die Differenzierung und das Uberleben von Neuronen auswirkt und einen starken Einfluss auf die
Gedichtnisbildung hat (Avraham et al., 2011; Bekinschtein et al., 2008; Blondeau et al., 2009; Venna et
al., 2009; Yamada und Nabeshima, 2003). Des Weiteren sind w3-Fettsduren mit einem reduzierten Risiko
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, die wiederum zu den Haupt-Risikofaktoren fiir die Entwicklung von
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AD zéhlen (de Bruijn und Ikram, 2014; Newman et al., 2005), assoziiert (Balk et al., 2004; Defilippis et
al., 2010; Wang et al., 2004).

Anhand der im vorherigen Absatz beschriebenen vielfdltigen Wirkungen von EPA und DHA im zentralen
Nervensystem wird deutlich, dass diese Fettsduren in der Lage sind, in verschiedene Schritte der
Kaskaden einzugreifen, die zur Entwicklung von AD fiithren bzw. beitragen konnen. Aufgrund ihres
pleiotropen Wirkmechanismus konnten w3-Fettsduren wie EPA und DHA daher moglicherweise
erfolgreich in der Pravention und Therapie von AD eingesetzt werden.

In Ubereinstimmung mit dieser These belegen die Ergebnisse mehrerer epidemiologischer Studien eine
negative Korrelation zwischen der Aufnahme von ®3-Fettsduren und dem Risiko fir AD bzw. der
Abnahme kognitiver Fahigkeiten (Barberger-Gateau et al., 2002; Kalmijn et al., 1997; Kalmijn et al.,
2004; Morris et al., 2003; van Gelder et al., 2007). Die protektiven Effekte der w3-Fettsduren weisen
moglicherweise eine Abhédngigkeit von dem ApoEe-Genotyp der behandelten Personen auf (Barberger-
Gateau et al., 2007; Huang et al., 2005). In anderen Publikationen wurde hingegen kein Zusammenhang
zwischen der Aufnahme dieser Fettsduren und dem Risiko, an Demenz zu erkranken, festgestellt
(Engelhart et al., 2002; Kroger et al., 2009).

Die Ergebnislage klinischer Studien hinsichtlich eines Potenzials von EPA und DHA bei der AD-Therapie
ist ebenfalls nicht eindeutig. Wéhrend von einigen Autoren kein Einfluss der PUFA-Supplementierung
auf die Progression der Erkrankung verzeichnet wurde (Boston et al., 2004; Freund-Levi et al., 2009;
Quinn et al., 2010), konnte in anderen Studien eine leichte Reduktion von AD-Markern sowie eine
verbesserte Kognition infolge der verstirkten Aufnahme von EPA und/oder DHA bei AD-Patienten
erzielt werden. Dieser positive Effekt ist allerdings auf Patienten mit sehr friihen Stadien der Erkrankung
beschriankt (Chiu et al., 2008; Freund-Levi et al., 2006; Freund Levi et al., 2014; Kotani et al., 2006).
Insgesamt deutet die aktuelle Datenlage daher darauf hin, dass EPA und DHA eher prédventive als
therapeutische Wirkungen hinsichtlich AD besitzen. Die gesteigerte Zufuhr dieser Fettsduren in reiner
Form oder in Form von Fischol stellt demnach ein erfolgsversprechender Ansatz zur Pridvention der
Erkrankung dar. Hierbei muss jedoch die bereits erwihnte extreme Oxidationsanfilligkeit der Fettsduren
bedacht werden (Catala, 2009; Fam et al., 2002; Gao et al., 2006). Bei der Supplementierung von EPA
und DHA kann es zur Entstehung ungewiinschter Molekiile wie z.B. oxidierten Derivaten der Fettsduren
oder HHE, dem Endprodukt der Lipidperoxidation von w3-Fettsduren (Van Kuijk et al., 1990) kommen.
HHE und weitere oxidierte DHA-Derivate wurden wie auch HNE, welches bei der Peroxidation von w6-
Fettsduren entsteht (Pryor und Porter, 1990), mit einer gesteigerten amyloidogenen APP-Prozessierung in
Verbindung gebracht (Grimm et al., 2016a; Tamagno et al., 2002). Des Weiteren ist die katalytische
Aktivitdt von NEP infolge der Bildung von HNE-Addukten reduziert (Wang et al., 2009). Die Tatsache,
dass die inhibierenden Effekte von DHA auf die Sekretion von AB-Peptiden bereits durch einen geringen
Anteil oxidierter DHA-Derivate (1%) revertiert werden, erklirt moglicherweise die inhomogene
Ergebnislage klinischer Studien und verdeutlicht die Notwendigkeit der Stabilisierung von w3-Fettsduren
bei deren Supplementierung (Grimm et al., 2016a). Dies kann beispielsweise durch die Zugabe natiirlicher
Antioxidanzien wie Tocopherolen und Curcumin erfolgen (Kamal-Eldin und Yanishlieva, 2002; Magsood
etal, 2012).

5.2.8.2 Therapeutisches Potenzial mittelkettiger Fettsiuren bei der Alzheimer
Krankheit
AuBler der im Rahmen dieser Arbeit festgestellten Stimulation der IDE-abhidngigen AB-Degradation
(5.2.6) wurden fiir MCFAs und Kokosnussél in der Literatur weitere gesundheitsfordernde Effekte
beschrieben. Kokosnussél weist, wie auch PUFAs (5.2.8.1), ein anti-oxidatives und anti-
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inflammatorisches Potenzial auf (Kamisah et al., 2015; Marina et al., 2009; Yeap et al., 2015; Zakaria et
al., 2011), welches wie bereits erldutert im Zusammenhang mit der Pathogenese von AD von besonderer
Bedeutung sein kann (5.2.8.1). Vieles deutet aulerdem darauf hin, dass die verstirkte Aufnahme von
Kokosnussdl zur Vermeidung von Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, Typ II Diabetes
mellitus und AD wie z.B. Fettleibigkeit, Dyslipiddmie und Hypertonie beitragen kann (Airhart et al.,
2016; DebMandal und Mandal, 2011; Fernando et al., 2015). Es ist allerdings unklar, ob diese Effekte
sowie die anti-oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften von Kokosnussdl auf dessen
besondere Fettsdurekomposition mit einem hohen Gehalt an MCFAs oder auf andere typische
Inhaltsstoffe wie beispielsweise Polyphenole, Squalene, Tocopherole und Phytosterinen zuriickzufiihren
sind (Lei et al., 2016; Marina et al., 2009; Vysakh et al., 2014).

Wie bereits beschrieben, werden mit der Nahrung aufgenommene MCFAs schnell zu Ketonkorpern
metabolisiert, die den bei AD vorliegenden zerebralen Hypometabolismus ausgleichen kdnnen (de Leon
et al., 1983; Friedland et al., 1989; Hoyer, 1992; Lei et al., 2016; Newman und Verdin, 2014b) und in
verschiedenen Tiermodellen mit einer reduzierten AB- und Taupathologie assoziiert sind (Kashiwaya et
al., 2013; Studzinski et al., 2008; Van der Auwera et al., 2005). Aufgrund eines direkten Effekts auf die
Aktivitdt der a- und y-Sekretase ist aulerdem von einer verringerten AB-Produktion in Anwesenheit von
MCFAs auszugehen (Grimm et al., 2013a; Holmes et al., 2012). Zusétzlich dazu ist die AB-induzierte
Toxizitdt bei Neuronen infolge der Supplementierung von Kokosnussdl und B-Hydroxybutyrat reduziert
(Kashiwaya et al., 2000; Nafar und Mearow, 2014) (5.2.5). In ihrer Gesamtheit deuten diese Effekte
darauf hin, dass die gesteigerte Aufnahme von MCFAs in reiner Form oder in Form von Kokosnussol ein
protektives Potenzial hinsichtlich AD besitzen konnte.

Da bei einzelnen AD-Patienten verbesserte kognitive Fihigkeiten nach der Supplementierung von
Kokosnussdl beobachtet werden konnten, wird die sogenannte Kokosnussol- bzw. Ketondiédt seit einiger
Zeit verstiarkt in den Medien, aber auch in der Fachliteratur, als mogliche therapeutische Ma3inahme zur
Behandlung von AD und anderen neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert (DeDea, 2012; Fernando
etal., 2015; Hertz et al., 2015; Johnson, 2012; Newport, 2008; Sharma et al., 2014; Villariba, 2011).

Die tigliche Aufnahme von 40ml Kokosnussol liber einen Zeitraum von drei Wochen fiithrte in einer
kiirzlich verdffentlichten Studie von Yang et al. mit 44 AD-Patienten zu verbesserten kognitiven
Leistungen, wobei die positiven Effekte bei Frauen ohne Diabetes mellitus Typ Il am stérksten ausgepréigt
waren (Hu Yang et al., 2015). Positive Effekte auf die Kognition hatte auch die Zufuhr von 56g MCTs pro
Tag tliber einen Zeitraum von 24 Wochen bei zwei Patienten mit MCI wie von Rebello et al. veréffentlicht
wurde (Rebello et al., 2015). Letzeres deutet darauf hin, dass die protektiven Effekte des Kokosnussols
nicht nur auf die Wirkung sekundérer Pflanzeninhaltsstoffe, sondern auch direkt auf die MCFAs bzw. die
daraus entstehenden Metabolite zurilickgeflihrt werden kdnnen. Damit iibereinstimmend wurde in weiteren
Publikationen von verbesserten Resultaten bei Gedédchtnis- und Kognitionstests infolge einer Steigerung
des Ketonkorper-Gehalts sowie von einer positiven Korrelation zwischen dem Ketonkdrper-Spiegel und
der Gedéchtnisleistung bei Patienten mit MCI bzw. AD berichtet (Henderson et al., 2009; Krikorian et al.,
2012; Newport et al., 2015).

Aufgrund der Annahme, dass alternative Energiequellen den neuronalen Metabolismus steigern und somit
neuroprotektiv sein konnen, wurde das Prdparat Axona® von der Firma Accera als medizinische
Erndhrung zur Behandlung von AD entwickelt. Es besteht aus MCTs, die liberwiegend Caprylséure (8:0),
aber auch andere MCFAs beinhalten und ist insgesamt gut vertraglich. Als haufigste Nebenwirkungen des
Praparats wurden leichte gastrointestinale Probleme beschrieben (Henderson et al., 2009). Im
Zusammenhang mit der Entwicklung von Axona® wurde festgestellt, dass die Verabreichung von MCTs
bereits nach 90min in einer gesteigerten Kognition von AD-Patienten resultiert, wobei sich dieser Effekt
auf ApoEe4-negative Personen beschrinkt. AuBBerdem konnte eine Assoziation zwischen den kognitiven

171



Diskussion

Féhigkeiten und dem B-Hydroxybutyratspiegel im Blut nachgewiesen werden (Reger et al., 2004). Die
Wirksamkeit von Axona® wurde im Jahr 2009 in einer grofleren Studie mit 152 AD-Patienten iiberpriift.
Hierbei stellte sich heraus, dass die tigliche Verabreichung von 20g MCTs nach drei Monaten zu einer
verbesserten Kognition fiihrt, wobei ApoEe4-negative Personen stirker auf die Therapie ansprechen als
ApoEe4-Tréager (Henderson et al., 2009). In einer weiteren Studie mit 22 Probanden wurde der Effekt von
Axona® auf die kognitiven Leistungen von japanischen Patienten mit mittelschwerer AD analysiert. Im
Gegensatz zu den Publikationen von Henderson et al. und Reger et al. konnte hierbei keine signifikante
Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten nach Einnahme von Axona® festgestellt werden, auch nicht bei
Betrachtung von ausschlieBlich ApoEe4-negativen Personen. Bei einigen ApoEe4-negativen Patienten mit
vergleichsweise schwach fortgeschrittener AD war die Einnahme des Préparats allerdings mit leichten
Verbesserungen der Kognition assoziiert (Ohnuma et al., 2016). Interessanterweise wurde von Henderson
et al. auch ein Zusammenhang zwischen der Wirkung der MCTs und IDE hergestellt: ApoEe4-negative
Personen, die gain of function-SNPs in dem fiir IDE kodierenden Gen aufweisen, profitierten am meisten
von der MCT-Zufuhr. Den Autoren zufolge konnte diesem Effekt eine mit den entsprechenden SNPs
einhergehende Verringerung des Insulinspiegels, welche sich positiv auf den Ketonkoérper-Metabolismus
auswirkt, zugrundeliegen (Henderson und Poirier, 2011). Unter Anbetracht der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit ist es jedoch auch denkbar, dass sich die gesteigerte IDE-Sekretion in den
Extrazelluldrraum in Anwesenheit von MCFAs bei Vorliegen einer allgemein hoheren IDE-
Enzymaktivitét verstirkt auf die Degradation extrazelluldr vorliegender AB-Peptide auswirkt. Dies konnte
moglicherweise zu einem geringeren Verlust der kognitiven Fdhigkeiten fiihren und ebenfalls eine
Erklarung fiir die starkere Wirkung der MCTs bei Personen mit den entsprechenden SNPs in dem fiir IDE
kodierenden Gen darstellen.

Zusammenfassend deutet die derzeitige Datenlage darauf hin, dass die gesteigerte Zufuhr von MCFAs
zumindest bei AD-Patienten mit bestimmten genetischen Voraussetzungen zu einer verlangsamten
Progression von AD flihren kann. Zu einer abschlieBenden Beurteilung des therapeutischen Potenzials
dieser Fettsduren hinsichtlich AD sind allerdings weitere klinische Studien mit einer hoheren Anzahl an
Probanden und der Untersuchung weiterer klinischer Parameter sowie ein besseres Verstindnis der
Wirkungsweise von MCFAs auf die AB- und Taupathologie erforderlich.

5.2.8.3 Fazit

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sowohl die PUFAs EPA und DHA als auch MCFAs ein
therapeutisches Potenzial hinsichtlich AD besitzen, welches insbesondere fiir PUFAs am starksten in den
sehr friihen Stadien der Erkrankung ausgeprigt ist. Um dieses bestmoglich nutzen zu kénnen, ist daher die
frithe Diagnose der Erkrankung von besonderer Relevanz. Die Identifizierung spezifischer Biomarker, die
bereits vor dem Auftreten erster Symptome Verdnderungen aufweisen, ist Gegenstand aktueller
Forschung (Dubois et al., 2016). Die gesteigerte Aufnahme von EPA und DHA korreliert zudem negativ
mit dem Risiko, an AD zu erkranken, weshalb die Langzeit-Supplementierung dieser Fettsduren auch zu
praventiven Zwecken genutzt werden kann. Interessanterweise wurde in einigen Studien sowohl flir die
Wirkung von PUFAs als auch von MCFAs eine Abhédngigkeit von dem ApoEe-Genotyp berichtet. Die
dem zugrunde liegenden Mechanismen sind nicht bekannt, als mogliche Ursachen werden in der Literatur
uv.a. ein Einfluss des ApoEe-Genotyps auf den oxidativen Stress sowie ApoEe-abhidngige Lipid- und
Fettsduretransportprozesse diskutiert (Barberger-Gateau et al., 2011; Cole et al., 2010; Hanson et al.,
2015). Zur Entwicklung gezielterer therapeutischer Interventionen ist daher ein besseres Verstindnis der
Wirkmechanismen von PUFAs und MCFAs auf die molekularen Mechanismen von AD essentiell.
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5.3 EINFLUSS DER BEI DER ALZHEIMER-KRANKHEIT VERANDERTEN

ZEREBRALEN LIPIDKOMPOSITION AUF DIE A-DEGRADATION

Wie bereits erwdhnt, liegen bei AD-Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen weitreichende
Verdnderungen der zerebralen Lipid- und Fettsdurekomposition vor (Grimm et al., 2011a; Grimm et al.,
2012b; Mett et al., 2016). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte beispielsweise eine Reduktion des
MCFA-Gehalts in humanem post mortem AD-Hirngewebe und im Hirngewebe des SxFAD-Mausmodells
gezeigt werden (Abb. 49, Abb. 50). Es ist allerdings unbekannt, ob die verdnderte zerebrale
Lipidzusammensetzung als Ursache fiir die Entwicklung von AD oder eher als Konsequenz der AD-
Pathogenese und der damit einhergehenden Neurodegeneration anzusehen ist. Da die enzymatische Af-
Degradation durch die Lipidumgebung beeinflusst wird (5.2) und bei LOAD-Patienten eine reduzierte
AB-Beseitigung in der Cerebrospinalfliissigkeit und im Serum vorliegt (Liu et al., 2012; Mawuenyega et
al., 2010), wurde in einem weiteren Projekt untersucht, ob die verdnderte Lipidkomposition in AD-
Hirngewebe eine Reduktion des AB-Abbaus induzieren kann. Hierzu wurde die AB40-Gesamtdegradation
in N2a-Zellen unter Einfluss zerebraler Lipidextrakte aus dem Hirngewebe von AD-Patienten und
Kontrollpersonen bzw. dem 5xFAD-Mausmodell und Wildtyp-Mausen betrachtet.

Zunichst wurde die Viabilitdit der N2a-Zellen nach Inkubation mit den aus dem Gewebe isolierten
Lipiden analysiert. Wéihrend die zerebralen Lipidextrakte des AD-Mausmodells keinen Einfluss auf die
Viablitdt der N2a-Zellen haben, ist diese nach Inkubation mit den Lipidextrakten aus humanem post
mortem AD-Hirngewebe leicht, aber signifikant um 1,8% reduziert (Abb. 51). Dieses Ergebnis impliziert,
dass die aus humanen AD-Hirnen isolierten Lipide ein hoheres neurotoxisches Potenzial haben als die
Lipidextrakte aus humanem Kontrollgewebe und daher moglicherweise neurodegenerative Prozesse
einleiten konnen. Die Griinde hierfiir kdnnen vielfiltig sein. Im post mortem-Hirngewebe von AD-
Patienten wurde beispielsweise ein gesteigerter Gehalt an Ceramiden (Filippov et al., 2012; Han et al.,
2002; He et al., 2010b; Satoi et al., 2005) und Lipidperoxidationsprodukten wie HNE nachgewiesen
(Grimm et al., 2016a; Sayre et al., 1997; Williams et al., 2006). Da fiir Ceramide und HNE mehrfach pro-
apoptische und neurotoxische Wirkungen demonstriert wurden (Jazvinscak Jembrek et al., 2015; Montine
et al., 1996; Yadav und Tiwari, 2014), konnte die gesteigerte Zytotoxizitdt der Lipidextrakte aus
humanem post mortem AD-Hirngewebe u.a. durch die gesteigerte Konzentration dieser Lipidspezies
verursacht werden. Die Tatsache, dass die zerebralen Lipidextrakte aus den 5xFAD-Méusen hingegen
keine Auswirkung auf die Viabilitdt der N2a-Zellen haben, ist moglicherweise auf die Unterschiede in den
Ursachen und der Dauer der AD-Pathogenese in den beiden Modellen zuriickzufiihren. Wéhrend sich AD
beim Menschen infolge einer Kombination mehrerer Faktoren iiber einen sehr langen Zeitraum
entwickelt, erfolgt die Progression der Erkrankung bei dem Mausmodell innerhalb weniger Wochen und
ist ausschlielich genetisch bedingt. Dies kann natiirlich mit unterschiedlichen Verdnderungen der
Lipidzusammensetzung im Hirngewebe einhergehen.

Interessanterweise hat die Inkubation der N2a-Zellen mit den Lipidextrakten aus allen drei verwendeten
humanen post mortem AD-Hirnen im Vergleich zu den Lipidextrakten aus Kontrollhirnen eine
signifikante Inhibition der AB-Degradation zur Folge (Abb. 52A). Eine analoge Wirkung hat auch das aus
dem Hirngewebe der S5xFAD-Maduse isolierte Lipidgemisch, wobei der Effekt des Lipidextrakts aus einem
der drei 5xFAD-Tiere statistisch nicht signifikant ist (p = 0,068) (Abb. 53). Im Durchschnitt sind die
Effektstirken der zerebralen Lipidextrakte aus dem AD-Mausmodell auf die Gesamt-AB-Degradation in
N2a-Zellen geringer (p < 0,001) ausgepréigt als die der aus den humanen AD-Hirnen isolierten Lipide.
Wie bereits erldutert, kann dies auf den verschiedenen Ursachen und der unterschiedlich langen Dauer der
humanen und murinen AD-Pathogenese beruhen. Insgesamt belegen diese Daten jedoch, dass die
verringerte AB-Degradation bei AD eine Konsequenz der verdnderten Lipidhomdostase sein kann. Somit
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besteht eventuell ein kausaler Zusammenhang zwischen den Lipidverdnderungen im Hirngewebe von
AD-Patienten und der Pathogenese der Erkrankung. Des Weiteren ist es denkbar, dass die unter den
pathologischen Bedingungen von AD entstehende Verdnderung der Lipidkomposition nicht eine der
Ursachen der Erkrankung darstellt, sondern diese durch die Verringerung des enzymatischen AB-Abbaus
nur weiter verstirkt. In N2a IDE-Knockdown-Zellen ist der AB-Abbau in Anwesenheit der Lipidextrakte
aus AD- bzw. 5xFAD-Hirngewebe auch tendenziell bzw. signifikant verringert (Abb. 54A+B), die
Effektstirken sind allerdings signifikant geringer ausgeprdgt als bei Verwendung der entsprechenden
Kontrollzellen (Effektstirke humane AD-Lipidextrakte auf Gesamt-AB-Degradation in N2a WT (mock)/
in N2a IDE-KD: p < 0,001; Effektstirke SxFAD-Lipidextrakte auf Gesamt-Ap-Degradation in N2a WT
(mock)/ in N2a IDE-KD: p < 0,001). Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass die
Hemmung der AB-Degradation durch die Verdnderungen der zerebralen Lipidkomposition bei AD vor
allem auf einer Inhibition von IDE, aber moglicherweise auch weiterer AB-degradierender Mechanismen
basieren. Fiir eine Verringerung der IDE-Sekretion spricht das reduzierte Verhiltnis zwischen extra- und
intrazelluldr lokalisiertem IDE nach Inkubation der N2a-Zellen mit den aus AD- bzw. 5xFAD-
Hirngewebe extrahierten Lipiden (Abb. 55). In Ubereinstimmung damit wurde in der bereits erwiihnten
Studie von Liu et al. festgestellt, dass die enzymatische Umsetzung eines Substrats, welches unter den
vorliegenden experimentellen Bedingungen primér durch IDE und ACE gespalten wird, im Serum von
AD-Patienten geringer ist als im Serum von Kontrollpersonen. Der in dieser Studie gemessene Umsatz
des Substrats ist mit dem IDE-Proteingehalt im Serum assoziiert (Liu et al., 2012), was eventuell auf eine
verringerte IDE-Sekretion im Blutkreislauf der AD-Patienten hindeuten kann. Dies konnte fiir eine in
vivo-Relevanz der festgestellten Beeinflussung der IDE-Sekretion bzw. AB-Degradation durch die bei AD
vorliegenden Verdanderungen der Lipidhomdostase sprechen. Die Verdnderungen des Lipidstoffwechsels
im Hirngewebe von AD-Patienten sind vielfiltig. Es wurden u.a. verdnderte Konzentrationen von
Cholesterin, Phospholipiden (u.a. Phosphatidylethanolamin, PC, Plasmalogene), Sphingolipiden
(Ceramid, Sphingomyelin, Sulfatide) sowie verschiedener Fettsduren beschrieben (Grimm et al., 2011a;
Grimm et al., 2012b; Kosicek und Hecimovic, 2013; Lim et al., 2014; Liu und Zhang, 2014; Mett et al.,
2016; Touboul und Gaudin, 2014; van Echten-Deckert und Walter, 2012). Da die Wirkungen von Lipiden
und Fettsduren auf AB-degradierende Mechanismen nahezu unbekannt sind, lassen sich die festgestellten
Effekte der Lipidextrakte aus AD-Hirngewebe auf die AB40-Degradation in N2a-Zellen derzeit nicht auf
bestimmte Lipidklassen, Fettsduren oder Lipidmetabolite zuriickfithren.
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5.4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte die in der Literatur kontrovers diskutierte Regulation von
NEP durch die bei der amyloidogenen APP-Prozessierung entstehende AICD-Domédne nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurde das umstrittene Modell von Belyaev et al. (Belyaev et al., 2010) (Abb. 76),
in dem ausschlieBlich das bei der amyloidogenen APP-Prozessierung generierte AICD transkriptionell
aktiv ist, experimentell bestdtigt und erweitert (Abb. 80). Die transkriptionelle Inaktivitdt des bei der
nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung an der Plasmamembran entstehenden AICDs konnte auf seine
schnelle zytosolische Degradation durch IDE zuriickgefiihrt werden (Abb. 22, Abb. 23). Zur weiteren
Belegung dieser Daten konnte iiberpriift werden, ob die im Nukleus vorliegenden AICD-Peptide
tatsdchlich liberwiegend von B-CTF abstammen. Hierzu kdnnte man C-terminal mit einer Epitopsequenz
markiertes a- bzw. B-CTF {iberexprimieren und die Signalstirke der Epitopsequenz im Zellkern der
beiden Zelllinien vergleichen. Dies wire beispielsweise durch Immunfluoreszenz oder
Immunprézipitation aus nukledren Extrakten mdglich. Auch der genaue Mechanismus der Regulation von
Zielgenen durch AICD wird in der Literatur diskutiert (5.1.1). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Fe65 eine wichtige Rolle bei der AICD-abhéngigen transkriptionellen Regulation von NEP
zukommt (Abb. 24). Unter Verwendung von Zelllinien, die defizient fiir weitere AICD-Adapterproteine
sind, konnte der Mechanismus der AICD-vermittelten Regulation der NEP-Genexpression genauer
beleuchtet werden. Als Ursache fiir die stirkere zytosolische Degradation der bei der nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung generierten AICD-Peptide durch IDE ist neben der groeren Distanz
zum Zellkern auch eine schwichere Bindung an stabilisierende Adapterproteine wie Fe65 (Kimberly et
al., 2001; Kinoshita et al., 2002) denkbar. Um dies zu untersuchen, konnte eine Immunprézipitation von
Fe65 aus Zellen, die C-terminal markiertes a- bzw. B-CTF {iberexprimieren, durchgefiihrt werden. Durch
die quantitative Bestimmung der ko-immunprazipitierten markierten AICD-Peptide wire ein Vergleich
der Bindungsaffinitit zwischen dem von a-CTF abstammenden und dem von B-CTF abstammenden
AICDs zu Fe65 moglich.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine bislang weitestgehend unbekannte Regulation von IDE durch
den Sittigungsgrad und die Kettenlinge von Fettsduren nachgewiesen. Hierbei wirken sich sowohl
MCFAs als auch die PUFAs EPA und DHA iiber unterschiedliche Mechanismen positiv auf die IDE-
abhingige AB-Degradation aus (Abb. 79, Abb. 80). EPA steigert die Genexpression von IDE durch die
Aktivierung des IDE-Promotors, nach Inkubation von N2a-Zellen mit MCFAs ist die Genexpression von
IDE ebenfalls leicht gesteigert. Die mdgliche Beteiligung von PPARYy (5.2.7.1) an diesen Effekten kdnnte
durch die Inkubation von PPARy-defizienten Zellen mit den entsprechenden PC-Spezies iiberpriift
werden. Im Fall einer PPARy-vermittelten Steigerung der IDE-Promotoraktivitét sollte in diesen Zellen
kein Effekt von PC20:5 auf die Aktivitdt des IDE-Promotors bzw. die IDE-Genexpression festzustellen
sein. DHA und MCFAs erhohen die AB-Degradation in N2a-Zellen hingegen iiber eine gesteigerte
Sekretion von IDE in den Extrazelluldrraum (Abb. 79, Abb. 80). In Anwesenheit des nSMase-Inhibitors
GW4869, der die Sekretion von Exosomen inhibiert, ist der Effekt von DHA auf die Gesamt-Ap-
Degradation signifikant reduziert (Abb. 35), was auf eine Steigerung der exosomalen IDE-Sekretion
durch DHA hindeutet. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass GW4869 als nSMase-
Inhibitor auch Exosomen-unabhédngige Effekte auf die AB-Degradation aufweist. Zur Verifizierung des
vorliegenden Ergebnisses wire es daher sinnvoll, nach Inkubation von N2a-Zellen mit DHA eine
Exosomenpréiparation aus dem Zellkulturmedium und anschlieBend eine quantitative Bestimmung des in
den Exosomen enthaltenen IDEs durchzufiihren. Des Weiteren haben EPA und DHA eine steigernde
Wirkung auf die Enzymaktivitdt von rekombinantem IDE, die moglicherweise auf einer direkten Bindung
von PC20:5 bzw. PC22:6 an das Enzym basiert (Abb. 36, Abb. 37). In der Literatur wurde eine Fettsiure-
Bindestelle innerhalb der Aminosdure-Sequenz von IDE postuliert (Hamel et al., 2003). Durch die in
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vitro-Inkubation einer entsprechenden rekombinanten IDE-Deletionsmutante konnte analysiert werden, ob
der aktivititssteigernde Effekt von PC20:5 und PC22:6 auf eine direkte Lipid-Protein-Interaktion an
dieser Position zuriickzufiihren ist. Die in 4.3.2 - 4.3.5 gezeigten Effekte von EPA und DHA auf die Af-
Degradation basieren auf der Analyse von N2a-Zellen bzw. humanem rekombinantem IDE. Zur
Untersuchung der in vivo-Relevanz dieser Mechanismen sollte die AP-Degradation sowie die
Genexpression, subzellulidre Lokalisation und Enzymaktivitdt von IDE im Hirngewebe eines entsprechend
geflitterten Tiermodells analysiert werden.

Im Gegensatz dazu konnte die positive Wirkung von MCFAs auf die IDE-Sekretion in vivo im Serum
eines mit kokosnussolreicher Diit gefiitterten AD-Mausmodells bestétigt werden. Da das Probenmaterial
bereits eingefroren war, war eine immunhistologische Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von
IDE im Gehirn der Tiere leider nicht mehr moglich. Im frontalen Kortex dieser Tiere zeigte sich jedoch
eine tendenzielle Reduktion des AP40- und AP42-Gehalts, die allerdings aufgrund der geringen
Stichprobenanzahl keine statistische Signifikanz erreichte. Aufgrund dessen wire es interessant, die
Fiitterungsstudie mit einer groBeren Anzahl von Tieren zu wiederholen. Dabei konnte mittels
Immunfluoreszenz iiberpriift werden, ob die Lokalisation von IDE im Hirngewebe der Tiere ebenfalls
Verdanderungen aufweist. Da die Supplementierung von Kokosnussél bzw. die Erhéhung der
Ketonkorper-Konzentration in einigen Studien mit einer verbesserten Kognition von AD-Patienten in
Verbindung gebracht wurde (5.2.8.2), konnten zusétzlich Verhaltens- und Gedéichtnistests bei den Tieren
durchgefiihrt werden.

Im Rahmen eines weiteren Projekts konnte nachgewiesen werden, dass Lipidextrakte aus dem
Hirngewebe von AD-Patienten und von 5xFAD-Maéusen die Sekretion von IDE und damit einhergehend
die AB-Degradation in N2a-Zellen reduzieren (Abb. 52A, Abb. 53, Abb. 55, Abb. 80). Somit besteht
moglicherweise ein kausaler Zusammenhang zwischen den Lipidverdnderungen im Hirngewebe von AD-
Patienten und der Pathogenese der Erkrankung. Da die Experimente unter Verwendung einer sehr
geringen Anzahl an Hirnproben durchgefiihrt wurden, miissen die generierten Ergebnisse zundchst mit
einer grofleren Anzahl an Gewebeproben verifiziert werden. Hierbei sollte eine Unterscheidung zwischen
weiller und grauer Substanz vorgenommen werden, da sich die Lipidkomposition teilweise erheblich
zwischen diesen Bereichen unterscheidet (O'Brien und Sampson, 1965). Des Weiteren sollte auch der
Einfluss der Lipidextrakte aus post mortem AD-Hirngewebe auf die an der AB-Produktion beteiligten
Mechanismen analysiert werden. Beides ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. SchlieBlich wére es
interessant, die in vivo-Relevanz der Effekte der zerebralen Lipidextrakte aus AD-Hirngewebe auf die Ap-
Pathologie zu tliberpriifen. Hierzu konnte eine Mikroinjektion der aus post mortem AD-Hirngewebe bzw.
aus Kontrollgewebe gewonnenen Lipidextrakte in das Gehirn eines AD-Mausmodells erfolgen. Durch die
Anfiarbung der amyloiden Plaques nach einigen Wochen konnte geschlussfolgert werden, ob die
Verdnderungen der Lipidkomposition in AD-Hirngewebe die Akkumulation von AB-Peptiden in vivo
induzieren kénnen und somit als mogliche Ursache der Erkrankung in Betracht gezogen werden sollten.
Dieses Experiment wird derzeit unter Verwendung des APPswe/PS1AExon9-Mausmodells durchgefiihrt.
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Abb. 80: Zusammenfassung der identifizierten Mechanismen zur Regulation von NEP und IDE

Der AB-Gehalt im Hirngewebe ist sowohl von der Produktions- als auch von der Beseitigungsrate des Peptids abhéngig.
Die Genexpression von NEP wird durch das bei der amyloidogenen APP-Prozessierung generierte Peptid AICD
gesteigert. Die Aktivitdt von IDE wird iiber unterschiedliche Mechanismen positiv durch EPA, DHA und MCFAs
beeinflusst und durch LCFAs sowie durch Lipidextrakte aus post mortem AD-Hirngewebe inhibiert.
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7

ANHANG

Hirnproben Kontrollen, Amsterdam:

Nr.  Autopsie-Nr. Geschlecht Alter Braak Nr.  Autopsie-Nr. Geschlecht Alter
1 1990_042 minnl. 76 1 102 2002_024 weibl. 75
7 1991 125 minnl. 61 1 115 2003_006 weibl. 91
8 1992_026 minnl. 83 1 124 2004_020 minnl. 96
9 1992 029 minnl. 79 2 126 2004_026 weibl. 91
14 1993_015 minnl. 75 1 134 2004_049 weibl. 77
15 1993_035 weibl. 89 2 153 2005_032 minnl. 74
27 1994 053 minnl. 83 1 156 2005_044 minnl. 80
28 1994 074 weibl. 85 0 157 2005_055 minnl. 84
29 1994 076 minnl. 78 2 158 2005_060 minnl. 91
34 1995092 weibl. 63 0 162 2005_073 minnl. 87
35 1995_093 minnl. 78 1 165 2005_083 weibl. 85
36 1995_097 weibl. 89 1 167 2006_008 weibl. 85
37 1995_101 weibl. 73 1 175 2006_080 weibl. 89
38 1996_032 weibl. 60 2 176 2007_007 minnl. 84
39 1996_044 weibl. 90 2 177 2007_032 weibl. 87
40 1996_051 weibl. 71 2 178 2007_046 minnl. 89
42 1996_078 weibl. 87 2 183 2008_032 minnl. 71
43 1996_084 weibl. 78 2 188 2008_103 minnl. 80
44 1996_085 minnl. 84 1 189 2008_105 weibl. 89
45 1996_125 minnl. 93 3 190 2009_001 minnl. 88
46 1997_039 minnl. 87 3 191 2009_003 minnl. 62
54 1998 016 weibl. 82 1 195 2009_021 weibl. 99
57 1998 039 minnl. 85 2 196 2009_022 weibl. 77
58 1998 049 minnl. 87 2 197 2009_039 minnl. 82
61 1998 089 weibl. 90 1 207 2009_075 minnl. 88
63 2000_030 minnl. 82 2 211 2009_095 weibl. 71
65 2000_106 weibl. 88 2 218 2010_007 weibl. 85
67  2000_137 weibl. 92 1 220 2010_015 weibl. 73
69  2000_142 weibl. 82 1 222 2010_039 weibl. 60
70 2001_006 weibl. 91 1 225 2010_062 weibl. 94
73 2001_017 minnl. 79 1 228 2010_070 weibl. 60
75 2001_021 minnl. 82 1

76 2001_029 weibl. 90 1

77 2001_046 minnl. 88 1

83 2001_079 weibl. 90 3

85 2001_086 minnl. 88 1

87 2001_094 minnl. 86 2

89  2001_096 weibl. 77 1

97 2001_139 weibl. 73 2

101 2002_018 weibl. 92 1
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Hirnproben AD, Amsterdam;

Nr. Autopsie-Nr. Geschlecht Alter Braak Nr.  Autopsie-Nr. Geschlecht Alter Braak
2 1990_069 weibl. 91 4 78  2001_063 minnl. 85 5
3 1990 117 minnl. 86 5 79 2001_066 weibl. 96 5
4 1991_078 weibl. 98 5 80 2001_070 weibl. 86 6
5 1991_080 weibl. 86 4 81 2001_071 weibl. 91 5
6 1991_088 minnl. 90 5 82 2001_076 weibl. 78 6
10 1992_052 weibl. 90 5 84  2001_081 weibl. 93 5
11 1992_068 weibl. 78 6 86 2001_087 weibl. 89 5
12 1992_084 minnl. 76 5 88 2001_095 weibl. 81 6
13 1992_088 minnl. 83 4 90  2001_098 weibl. 94 6
16 1993_138 weibl. 74 6 91 2001_105 weibl. 79 4
17 1994_002 weibl. 80 6 92 2001_116 weibl. 94 4
18  1994_006 weibl. 90 5 93 2001_120 weibl. 87 5
19 1994_007 weibl. 78 6 94 2001_124 weibl. 86 6
20 1994 014 weibl. 77 5 95 2001_125 weibl. 77 6
21 1994 016 weibl. 86 5 96  2001_129 weibl. 91 6
22 1994 022 weibl. 87 5 98 2002_001 weibl. 84 5
23 1994 023 weibl. 87 6 99 2002_002 minnl. 92 4
24 1994 028 minnl. 70 6 100 2002_004 weibl. 91 4
25 1994 _045 weibl. 82 6 103 2002_027 weibl. 85 5
26 1994_046 weibl. 90 4 104 2002_047 weibl. 83 5
30 1994 082 minnl. 64 6 105 2002_050 weibl. 95 4
31 1994_086 minnl. 75 5 106 2002_056 weibl. 85 5
32 1994 101 weibl. 87 6 107 2002_061 weibl. 76 5
33 1995_077 minnl. 72 5 108 2002_072 weibl. 62 6
41 1996_063 weibl. 82 5 109 2002_080 weibl. 86 5
47 1997_087 weibl. 78 5 110 2002_085 weibl. 79 5
49 1997_136 weibl. 62 6 111 2002_088 weibl. 78 5
50 1997_167 weibl. 82 5 112 2002_093 weibl. 87 5
51 1998_007 weibl. 75 6 113 2002_096 weibl. 82 6
52 1998 _011 minnl. 62 5 114 2002_102 weibl. 88 5
53 1998 _015 weibl. 87 6 116 2003_008 weibl. 95 4
55 1998_026 weibl. 67 5 117 2003_034 weibl. 91 5
56 1998_032 weibl. 92 4 118 2003_070 minnl. 87 5
59 1998_052 weibl. 90 4 119 2003_071 weibl. 84 5
60 1998_065 weibl. 90 5 120 2003_110 weibl. 82 5
62 1998 _132 minnl. 75 5 121 2004_006 weibl. 89 5
64 2000_062 weibl. 91 4 122 2004_010 weibl. 85 5
66 2000_119 weibl. 85 5 123 2004_011 weibl. 84 5
68 2000_138 weibl. 84 5 125 2004_025 weibl. 90 4
71 2001_010 weibl. 84 4 127 2004_029 weibl. 78 5
72 2001_013 weibl. 68 5 128 2004_030 weibl. 89 5
74 2001_019 weibl. 92 5
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Nr.  Autopsie-Nr. Geschlecht Alter Braak Nr.  Autopsie-Nr. Geschlecht Alter Braak
129 2004_032 minnl. 64 5 184 2008_045 weibl. 85 4
130 2004_034 weibl. 89 5 185 2008_047 minnl. 77 6
131 2004_038 weibl. 62 5 186 2008_063 weibl. 78 5
132 2004_039 weibl. 69 6 187 2008_075 minnl. 88 4
133 2004_043 weibl. 88 5 192 2009_006 weibl. 81 5
135 2004_053 weibl. 94 4 193 2009_009 weibl. 88 5
136 2004_058 weibl. 86 4 194 2009_019 weibl. 84 4
137 2004_064 weibl. 88 5 198 2009_040 minnl. 83 6
138 2004_077 weibl. 74 5 199 2009_041 weibl. 85 6
139 2004_083 weibl. 90 5 200 2009_049 weibl. 81 4
140 2004_086 weibl. 84 5 201 2009_050 weibl. 88 5
141 2005_003 weibl. 84 5 202 2009_053 minnl. 70 4
142 2005_005 weibl. 94 5 203 2009_059 minnl. 74 6
143 2005_010 minnl. 93 5 204 2009_065 weibl. 75 5
144 2005_011 weibl. 93 4 205 2009_069 weibl. 72 6
145 2005_012 weibl. 91 6 206 2009_072 minnl. 91 4
146 2005_013 weibl. 89 6 208 2009_082 weibl. 66 5
147 2005_016 weibl. 81 5 209 2009_086 weibl. 84 6
148 2005_021 weibl. 89 5 210 2009_088 weibl. 90 6
149 2005_022 weibl. 78 5 212 2009_100 weibl. 94 4
150 2005_023 weibl. 81 6 213 2009_101 weibl. 96 4
151 2005_026 weibl. 84 5 214 2009_105 weibl. 82 5
152 2005_028 minnl. 93 4 215 2009_107 minnl. 88 5
154 2005_033 minnl. 70 5 216 2010_001 weibl. 92 5
155 2005_036 weibl. 94 4 217 2010_004 minnl. 77 5
159 2005_064 weibl. 77 5 219 2010 011 minnl. 80 4
160 2005_070 weibl. 77 5 221 2010_016 minnl. 86 5
161 2005_071 minnl. 64 6 223 2010_051 minnl. 74 6
163 2005_074 weibl. 72 5 224 2010_054 weibl. 82 6
164 2005_075 minnl. 82 5 226 2010_068 minnl. 85 4
166 2006_006 weibl. 87 6 227 2010_069 weibl. 66 5
168 2006_010 weibl. 93 4

169 2006_013 minnl. 81 4

170 2006_018 minnl. 73 6

171 2006_020 weibl. 77 5

172 2006_044 weibl. 86 4

173 2006_048 minnl. 70 6

174 2006_051 minnl. 61 5

179 2007_089 weibl. 74 5

180 2008_004 weibl. 82 6

181 2008_005 minnl. 90 4

182 2008 018 weibl. 84 6

209



Publikationen

8 PUBLIKATIONEN

ERSTAUTORENSCHAFTEN

—  Grimm, M.O.* Mett, J.* Stahlmann, C.P., Grosgen, S., Haupenthal, V.J., Blumel, T.,
Hundsdorfer, B., Zimmer, V.C., Mylonas, N.T., Tanila, H., Muller, U., Grimm, H.S., and
Hartmann, T. (2015). APP intracellular domain derived from amyloidogenic beta- and gamma-
secretase cleavage regulates neprilysin expression. Front Aging Neurosci 7, 77.

—  Grimm, M.O.*, Mett, J.*, Stahlmann, C.P., Haupenthal, V.J., Blumel, T., Stotzel, H., Grimm,
H.S., and Hartmann, T. (2016). Eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid increase the
degradation of amyloid-beta by affecting insulin-degrading enzyme. Biochemistry and cell
biology = Biochimie et biologie cellulaire, 534-542.

— Mett, J., Hartmann, T., and Grimm, M.O. (2016). The Effects of Glycerophospholipids and Fatty
Acids on APP Processing: Implications for Alzheimer’s Disease. Handbook of Lipids in Human
Function: Fatty acids, 377-421.

—  Grimm, M.O.*, Mett, J.*, and Hartmann, T. (2016). The Impact of Vitamin E and Other Fat-
Soluble Vitamins on Alzheimer s Disease. International journal of molecular sciences 17.

—  Grimm, M.O.*, Mett, J.*, Grimm, H.S., and Hartmann, T. APP function and lipids: A
bidirectional link. Front Mol Neurosci. Manuscript under review.

— Grimm, M.O*., Mett, J.* et al. The effect of lauric acid and myristic acid in coconut oil on Ap-
homeostasis in Alzheimer’s disease. Manuscript in preparation.

MITAUTORENSCHAFTEN

— Rothhaar, T.L., Grosgen, S., Haupenthal, V.J., Burg, V.K., Hundsdorfer, B., Mett, J.,
Riemenschneider, M., Grimm, H.S., Hartmann, T., and Grimm, M.O. (2012). Plasmalogens
inhibit APP processing by directly affecting gamma-secretase activity in Alzheimer's disease.
ScientificWorldJournal 2012, 141240.

— Burg, V.K., Grimm, H.S., Rothhaar, T.L., Grosgen, S., Hundsdorfer, B., Haupenthal, V.J.,
Zimmer, V.C., Mett, J., Weingartner, O., Laufs, U., Broersen, L.M., Tanila, H., Vanmierlo, T.,
Lutjohann, D., Hartmann, T., and Grimm, M.O. (2013). Plant sterols the better cholesterol in
Alzheimer's disease? A mechanistical study. J Neurosci 33, 16072-16087.

210



Publikationen

—  Grimm, M.O., Mett, J., Stahlmann, C.P., Haupenthal, V.J., Zimmer, V.C., and Hartmann, T.
(2013). Neprilysin and Abeta Clearance: Impact of the APP Intracellular Domain in NEP
Regulation and Implications in Alzheimer's Disease. Front Aging Neurosci 3, 98.

— Grimm, M.O.* Hundsdorfer, B.*, Grosgen, S., Mett, J., Zimmer, V.C., Stahlmann, C.P.,
Haupenthal, V.J., Rothhaar, T.L., Lehmann, J., Patzold, A., Zinser, E.G., Tanila, H., Shen, J.,
Muller, U., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2014). PS dependent APP cleavage regulates
glucosylceramide synthase and is affected in Alzheimer's disease. Cell Physiol Biochem 34, 92-
110.

— Grimm, M.O.*, Lehmann, J.*, Mett, J., Zimmer, V.C., Grosgen, S., Stahlmann, C.P.,
Hundsdorfer, B., Haupenthal, V.J., Rothhaar, T.L., Herr, C., Bals, R., Grimm, H.S., and
Hartmann, T. (2014). Impact of Vitamin D on amyloid precursor protein processing and amyloid-
beta peptide degradation in Alzheimer's disease. Neuro-degenerative diseases /3, 75-81.

— Robinson, A., Grosgen, S., Mett, J., Zimmer, V.C., Haupenthal, V.J., Hundsdorfer, B.,
Stahlmann, C.P., Slobodskoy, Y., Muller, U.C., Hartmann, T., Stein, R., and Grimm, M.O.
(2014). Upregulation of PGC-lalpha expression by Alzheimer's disease-associated pathway:
presenilin 1/amyloid precursor protein (APP)/intracellular domain of APP. Aging Cell /3, 263-
272.

— Grimm, M.O.*, Haupenthal, V.J.* Mett, J., Stahlmann, C.P., Blumel, T., Mylonas, N.T., Endres,
K., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2016). Oxidized Docosahexaenoic Acid Species and Lipid
Peroxidation Products Increase Amyloidogenic Amyloid Precursor Protein Processing. Neuro-
degenerative diseases 16, 44-54.

—  Grimm, M.O.*, Stahlmann, C.P.*, Mett, J., Haupenthal, V.J., Zimmer, V.C., Lehmann, J.,
Hundsdorfer, B., Endres, K., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2015). Vitamin E: Curse or Benefit
in Alzheimer's Disease? A Systematic Investigation of the Impact of alpha-, gamma- and delta-
Tocopherol on AP Generation and Degradation in Neuroblastoma Cells. J Nutr Health Aging /9,
646-656.

— Grimm, M.O.*, Regner, L.*, Mett, J., Stahlmann, C.P., Schorr, P., Nelke, C., Streidenberger, O.,
Stoetzel, H., Winkler, J., Zaidan, S.R., Thiel, A., Endres, K., Grimm, H.S., Volmer, D.A., and
Hartmann, T. (2016). Tocotrienol Affects Oxidative Stress, Cholesterol Homeostasis and the
Amyloidogenic Pathway in Neuroblastoma Cells: Consequences for Alzheimer's Disease.
International journal of molecular sciences 17.

* equally contributed

211



Publikationen

POSTER

— Zimmer, V.C., Lehmann, J., Mett, J., Grosgen, S., Haupenthal, V.J., Rothhaar, T.L., Hundsdorfer,
B., Stahlmann, C.P., Tanila, H., Miiller, U., Grimm, H.S., Grimm, M.O.*, and Hartmann, T.*
(2013). Bidirectional link between sulfatides and amyloid precursor protein processing:
Consequence for Alzheimer‘s disease. Neuroscience 2013, San Diego, U.S.A.

— Burg, V.K., Grimm, H.S., Rothhaar, T.L., Grosgen, S., Hundsdorfer, B., Haupenthal, V.J.,
Zimmer, V.C., Mett, J., Weingéirtner, O., Laufs, U., Broersen, L.M., Tanila, H., Vanmierlo, T.,
Liitjohann, D., Hartmann, T., and Grimm, M.O. (2013). Plant Sterols the better cholesterol in
Alzheimer’s Disease? A mechanistical study. Neuroscience 2013, San Diego, U.S.A.

— Mett, J., Stahlmann, C.P., Grésgen, S., Haupenthal, V.J., Blimel, T., Hundsdorfer, B., Zimmer,
V.C., Mylonas, N.T., Tanila, H., Miiller, U., Grimm, H.S., Hartmann, T.*, and Grimm, M.O.*
(2015). APP intracellular domain derived from amyloidogenic B-and y-secretase cleavage
regulates neprilysin expression. Diisseldorf-Jiillich Symposium on Neurodegenerative Diseases,
Diisseldorf, Germany.

— Stahlmann, C.P., Mett, J., Haupenthal, V.J., Zimmer, V.C., Lehmann, J., Hundsdorfer, B.,
Blimel, T., Endres, K., Grimm, H.S., Hartmann, T.*, and Grimm, M.O.* (2015). Impact of a-, y-
and d-tocopherol on AP generation and degradation in neuroblastoma cells. Diisseldorf-Jiilich
Symposium on Neurodegenerative Diseases, Diisseldorf, Germany.

— Haupenthal, V.J., Mett, J., Stahlmann, C.P., Bliimel, T., Mylonas, N.T., Endres, K., Grimm, H.S.,
Grimm, M.O.*, and Hartmann, T.* (2015). Oxidized DHA species and lipid-peroxidation
products increase amyloidogenic APP-processing. Diisseldorf-Jillich Symposium on
Neurodegenerative Diseases, Diisseldorf, Germany.

— Lehmann, J.*, Blimel, T.*, Mett, J., Zimmer, V.C., Grésgen, S., Stahlmann, C.P., Hundsdorfer,
B., Haupenthal, V.J., Rothhaar, T.L., Herr, C., Bals, R., Grimm, H.S., Grimm, M.O.*, and
Hartmann, T.* (2015). Impact of vitamin D on amyloid precursor protein processing and amyloid-
B peptide degradation in Alzheimer’'s disease. Diisseldorf-Jiillich Symposium on
Neurodegenerative Diseases, Diisseldorf, Germany.

* equally contributed

212



Danksagung

9 DANKSAGUNG

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen bedanken, die mich in den letzten Jahren unterstiitzt und
begleitet haben und somit direkt oder indirekt zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Insbesondere danken mdchte ich meinem Doktorvater Prof. Dr. Tobias Hartmann fiir die freundliche
Aufnahme in seine Arbeitsgruppe, die interessante Themenstellung und die Bereitstellung der finanziellen
Rahmenbedingungen, die das Anfertigen dieser Arbeit erst ermdglicht haben.

Ein groBer Dank gilt Dr. Marcus Grimm fiir die hervorragende wissenschaftliche Betreuung der
vorliegenden Arbeit. Fiir seine Unterstiitzung, die unzédhligen hilfreichen Anregungen und Diskussionen,
die motivierenden Gespriache und das in mich gesetzte Vertrauen bin ich ihm besonders dankbar.

Allen derzeitigen und ehemaligen Mitgliedern der Experimentellen Neurologie danke ich fiir die gute
Zusammenarbeit. Besonders bedanken mochte ich mich bei Dr. Benjamin Hundsdoérfer, Christoph
Stahlmann, Viola Haupenthal, Dr. Verena Burg, Dr. Heike Grimm, Anna Lauer, Shatha Zaidan, Inge
Tomic und allen medizinischen Doktoranden der Arbeitsgruppe fiir das freundschaftliche Verhéltnis, ihre
Hilfsbereitschaft und die angenehme Arbeitsatmosphére. Die vielen heiteren, wenn auch arbeitsintensiven
Stunden im Labor werden mir in guter Erinnerung bleiben. Dr. Heike Grimm danke ich zudem fiir ihre
Unterstiitzung bei der Verfassung zahlreicher Manuskripte.

Nicht zuletzt mochte ich mich herzlich bei meinen Eltern Bernadette und Dieter Mett sowie meinem
Bruder Ralf Mett fiir den stetigen Riickhalt und ihre uneingeschrinkte Unterstiitzung in jederlei Hinsicht
bedanken, ohne die vieles nicht mdglich gewesen wire. Anthony Becking danke ich ebenfalls fiir seine
bedingungslose Unterstiitzung und die aufmunternden Worte, wann immer es ndtig war.

213



