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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Lipide bei der Alzheimer Krankheit — Der Einfluss von trans-
Fettsauren, Plasmalogenen und Sphingomyelinase-Inhibitoren

auf die Prozessierung des Amyloiden Vorlaufer Proteins

Die Alzheimer Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der es unter anderem
zu einer extrazellularen Ablagerung von Amyloid- Peptiden (AB) in Form seniler Plaques in
den Gehirnen der Betroffenen kommt. Diese Peptide entstehen durch die sequentielle
proteolytische Spaltung des Amyloiden Vorlaufer Proteins (APP) durch die beiden
Aspartatproteasen pB-Sekretase und y-Sekretase. Alternativ kann APP durch eine
Metalloprotease mit a-sekretorischer Aktivitat auf einem Weg prozessiert werden, bei dem
die Entstehung von AR verhindert wird. Sowohl die Prozessierung auf dem amyloidogenen
als auch auf dem nicht amyloidogenen Weg ist eng verknlpft mit der Lipidzusammensetzung

der Membranen, an denen die APP-Proteolyse stattfindet.

Trans-Fettsauren, die in der Vergangenheit schon mit einem erhOhten Risiko koronarer
Herzerkrankungen und Arteriosklerose assoziiert wurden, entstehen unter anderem durch
die industrielle Hartung von Pflanzenélen und kommen somit in groRen Mengen in unserer
Nahrung vor. In Zellkultur-basierten Untersuchungen erhdhen diese Fettsauren die
Produktion der AB-Peptide verglichen mit Fettsauren, bei denen die Wasserstoffatome der
Doppelbindung in cis-Konformation vorliegen Uber einen multifaktoriellen Mechanismus.
Trans-Fettsduren verstarken die amyloidogene APP-Prozessierung durch eine Erhéhung der
Gen-Expression der B-Sekretase BACE1 sowie der Komponenten des y-Sekretase-
Komplexes und darlber hinaus durch eine direkte Beeinflussung der Aktivitat der beiden
Sekretasen. Zeitgleich wird die nicht amyloidogene Proteolyse Uber die a-Sekretase durch
eine Reduktion der ADAM10 Gen-Expression verringert, unterstiitzt durch eine intrazellulare
Akkumulation des APPs, wodurch die a-sekretorische Prozessierung an der
Plasmamembran verhindert wird. Eine Erhéhung der Neigung zur Aggregation der Ap-
Peptide und zu ihrer Umwandlung in p-Faltblattstrukturen durch trans-Fettsauren verstarkt

den pathogenen Charakter dieser Lipide.

Plasmalogene, Lipide die in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten reduziert vorliegen,
verringern hingegen die amyloidogene Proteolyse des APPs durch eine direkte Inhibierung
der y-Sekretase-Aktivitat ohne eine Veranderung der a- oder p-Sekretase. Diese Reduktion

erfolgt unabhangig von einer Beeinflussung der Expression der Komponenten des y-
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Sekretase-Komplexes und kann auch in post mortem Gehirnproben von Alzheimer-Patienten

nach der Inkubation von Plasmalogenen beobachtet werden.

Funktionelle Inhibitoren der azidischen Sphingomyelinase (aSMase), wie das
Antidepressivum Amitriptylin, inhibieren den Abbau von Sphingomyelin und die Freisetzung
von Ceramid und verandern somit das zellulare Verhaltnis der beiden Lipide zueinander.
Dies fuhrt zu einer Reduktion der AB-Produktion durch die Inhibierung des (- und y-
Sekretase-Schnitts, wahrend die Degradation der AB-Peptide Uber das Insulin-degradierende
Enzym (IDE) erhdht wird. Zusatzlich wird die Aggregation der AB-Peptide reduziert. Auch
andere Antidepressiva, die als aSMase Inhibitoren wirken, zeigen eine reduzierende Wirkung
auf die amyloidogene APP-Proteolyse. Amitriptylin erhéht dartber hinaus Uber einen
Sphingomyelin/Ceramid-unabhangigen Mechanismus die nicht amyloidogene Prozessierung
tuber ADAM17.

Zusammenfassend scheint die Veranderung der Lipidzusammensetzung der Membranen
durch eine Veranderung der Zusammensetzung unserer Nahrung zum einen, oder durch
pharmakologische Beeinflussung des Lipidmetabolismus zum anderen, einen potentiellen

Ansatzpunkt fur die Pravention und die Therapie der Alzheimer Erkrankung darzustellen.

1.2 Lipids and Alzheimer’s disease — The effect of trans-fatty acids,
plasmalogens and functional sphingomyelinase inhibitors on

amyloid precursor protein‘s proteolytic processing

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by extracellular
deposition of amyloid- peptides (AB) as senile plaques in the brains of persons affected by
AD. These peptides result from proteolytic processing of the amyloid precursor protein (APP)
by the two aspartat proteases B- and y-secretase. Alternatively, APP can be processed by a
metalloproteinase with a-secretory activity on the non-amyloidogenic way which prevents A
production. The balance between the two possible ways of APP processing is closely linked

with lipid composition of membranes where the proteolysis takes place.

Trans-fatty acids (TFA), which have been associated with the risk for coronary heart
diseases and artheriosclerosis, are produced by industrial hydrogenation of plant oil and
therefore occur in large quantities in human diet. Cell culture based experiments revealed an
enhancing effect of this FAs on AB production compared with FAs carrying the double bond‘s
hydrogen atoms in cis conformation via a pleiotropic mechanism. Trans-FAs enhance

amyloidogenic APP processing by increasing gen expression of B-secretase BACE1 and the

2
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components of y-secretase complex. Additionally, TFA directly influence secretase’s
activities. Furthermore, non-amyloidogenic processing is decreased because of reduced gen
expression of a-secretase ADAM10, supported by an intracellular accumulation of APP
which further prevents a-secretase processing on plasmamembrane. Furthermore, frans-FAs

increase AB’s addiction to aggregate, emphazising pathogenic character of these lipids.

Plasmalogens, the major brain phospholipids, have been reported to be reduced in brains of
AD patients. All tested plasmalogen species decrease amyloidogenic processing by reducing
y-secretase activity without affecting a- or B-secretases. Plasmalogens directly reduce y-
secretase activity while gen expression and protein of y-secretase components are
unaffected. The decreasing effect of plasmalogens on y-secretase activity could also be

simulated in AD brain samples by external addition of plasmalogens.

Functional acidic sphingomyelinase inhibitors like the antidepressant amitriptyline reduce
sphingomyeline degradation and ceramide release and therefore change cellular
sphingomyeline/ceramide ratio. Increased sphingomyeline/ceramide ratios reduce AP
production by inhibition of B- and y-secretases. Additionally AB degradation is increased via
insulin degrading enzyme (IDE), while aggregation of AR peptides is reduced. Furthermore,
amitriptyline  enhances non-amyloidogenic processing by a-secretase ADAM17

independently from changing sphingomyeline/ceramide ratio.

In summary, changing membrane‘s lipid composition by modification of human diet content
or through pharmacological approaches seems to be a promising target for AD prevention

and therapy.
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2.1 Die Alzheimer Krankheit

Die Alzheimer Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung und die haufigste Form der
Demenz (Barker et al., 2002), die meist altere Menschen Uber dem 65. Lebensjahr betrifft. Im
Jahr 2010 waren weltweit 36 Millionen Menschen an der Alzheimer Krankheit erkrankt.
Schatzungen gehen davon aus, dass diese Zahl auf 66 Millionen im Jahr 2030 ansteigen
wird und bis zum Jahr 2050 etwa 115 Millionen Menschen mit der Alzheimer Krankheit leben
werde (Price et al., 2009). Nach einem Bericht der Weltgesundheitsorganisation WHO betrug
die Anzahl der Neuerkrankungen alleine im Jahr 2010 7,7 Millionen und durch die immer
noch steigende Lebenserwartung ist bis 2050 von einer Inzidenz von 24,6 Millionen
Neuerkrankungen jahrlich auszugehen (Batsch et al., 2012).

Patienten, die an der Alzheimer Krankheit leiden, zeigen im Frihstadium vor allem eine
Abnahme der Gedachtnisleistung, Gberwiegend betroffen ist hiervon das Kurzzeitgedachtnis
(Becker and Overman, 2002; Carlesimo and Oscar-Berman, 1992). Auch bei der
Kommunikation ist in diesem Stadium schon ein vermindertes Vokabular und ein veranderter
Sprachfluss zu bemerken (Becker and Overman, 2002; Frank, 1994). Im weiteren Verlauf
der Erkrankung vergessen Alzheimer-Patienten erlernte Fahigkeiten und erkennen
Gegenstande oder Personen nicht wieder (Price et al., 2009). Es kommt haufig zu
Persdnlichkeitsveranderungen, Aggression und Depressionen, die Betroffenen sind nicht
mehr in der Lage den Alltag ohne Hilfe zu meistern. Durch einen Abbau der Muskulatur sind
die Patienten in fortgeschrittenen Stadien oft bettlagerig, es kommt vermehrt zu Stuhl- und
Harninkontinenz, und der vdlligen Unfahigkeit sich mitzuteilen. Sie sind schlief3lich auf
Vollzeit-Pflege angewiesen. Die Alzheimer Krankheit fUhrt in der Regel ca. vier bis acht
Jahre nach der Diagnose zum Tod, wobei die Todesursache in der Regel
Sekundarerkrankungen wie beispielsweise Herzinfarkte oder Lungenentziindungen sind
(Batsch et al., 2012).

Trotz intensiver Forschung gibt es bisher keine kausale Therapie dieser Krankheit. Im frihen
und mittleren Stadium wurde eine Behandlung mit Folsdure und B-Vitaminen (Smith et al.,
2010), mit Acetylcholinesterase-Hemmern (Kaduszkiewicz et al., 2005), mit nicht-steroidalen
Entziindungshemmern (NSAIDs, engl.: nonsteroidal anti-inflammatory drugs) (Wyss-Coray
and Mucke, 2000) oder mit dem N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptor-Antagonisten
Memantin (McShane et al., 2006) diskutiert, die kognitiven Leistungen der Patienten zu
verbessern oder das Fortschreiten der Erkrankung zu verlangsamen. Der Verzicht auf
Nikotin, vermehrte sportliche und geistige Betatigung und gesunde Ernahrung scheinen das
Risiko an Alzheimer zu erkranken, zu senken. Hohe Cholesterinwerte (Kivipelto et al., 2002),
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Bluthochdruck (Kehoe and Wilcock, 2007), Diabetes (Whitmer, 2007) und ein
vorangegangenes Schadel-Hirn-Trauma (Mayeux et al., 1993) werden hingegen als
risikoerhdhende Faktoren diskutiert.

Weniger als 5% aller Alzheimer-Erkrankungen sind auf eine vererbbare Mutation in den
Genen flr Presenilin oder APP zurtckzufuhren (Filley et al., 2007; Sandbrink et al., 1996).
Diese Form der Demenz wird als familiare Alzheimer Krankheit oder FAD (engl.: Familial
Alzheimer Disease) bezeichnet und unterscheidet sich von der haufigeren sporadischen
Form (SAD) durch das Alter der Patienten beim Krankheitsausbruch. Wahrend von der SAD
hauptsachlich altere Menschen Uber 65 Jahre betroffen sind, tritt die FAD meist deutlich vor
dem 65. Lebensjahr, gelegentlich sogar im Jugendalter auf (Campion et al., 1999; Terry,
1995).

2.2 Die molekularen Ursachen der Alzheimer Krankheit

Neuropathologisch ist die Alzheimer Krankheit gekennzeichnet durch die extrazellulare
Ablagerung seniler Plaques (Beyreuther and Masters, 1997) und den intrazellular in
Neuronen gelegenen Neurofibrillen-Biindeln, die aus hyperphosphorylierten Tau-Proteinen
bestehen (Goedert et al., 1991; Grundke-Igbal et al., 1986a; Grundke-Igbal et al., 1986b).
Die Ablagerung von Neurofibrillen ist auch in Patienten anderer neurodegenerativer
Erkrankungen zu beobachten und es ist fraglich, ob diese als krankheitsursachlich
anzusehen ist, oder eher eine Sekundarerscheinung darstellt (Love et al., 1988; Rankin and
Gamblin, 2008; Spillantini and Goedert, 1998). In der Umgebung der senilen Plaques finden
sich gehauft aktivierte Gliazellen, die durch diese raumliche Nahe zur Ausschittung
neurotoxischer Substanzen stimuliert werden. Dies fiihrt in der Folge zu einem
degenerativen Prozess, bei dem es zum Verlust von Hirnmasse, auch Atrophie genannt,
kommt (McGeer and McGeer, 2001; Tuppo and Arias, 2005). Dieser betrifft vor allem die
Hirnrinde im fronto-temporalen und parieto-okzipitalen Bereich und den Hippocampus
(Hoogenraad and Jansen, 1994; Schott et al., 2005; Soininen, 2012).

Die senilen Plaques bestehen hauptsachlich aus Aggregaten des Amyloid-B (AB) Peptids
(Fraser et al., 1993). Es erhielt seinen Namen aufgrund seiner Eigenschaft ebenso wie
Starke durch lod-Kaliumlésungen rot angefarbt zu werden (amyloid = starkeahnlich) (Cooper,
1974) und seiner B-Faltblattstruktur. Das 40 Aminosauren (AS) grof3e AB40 ist die haufigste
Form der AB-Peptide, wahrend AB-Peptide anderer GroRen deutlich seltener auftreten. In
den amyloiden Plaques findet sich hauptsachlich Ap42 (lwatsubo, 1998; Iwatsubo et al.,
1994; Tamaoka et al., 1994), das aufgrund seiner zwei zusatzlichen AS eine erhohte

Hydrophobizitat aufweist und somit deutlich schneller aggregiert als andere AB-Spezies
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(Jarrett et al., 1993). Alle AB-Peptide entstehen durch die sequenzielle proteolytische
Spaltung des Amyloiden Vorlauferproteins (Amyloid Precursor Protein, APP), auf die im

Folgenden naher eingegangen wird.

2.2.1 Die APP-Prozessierung

APP ist ein Typ-l Transmembranprotein, bestehend aus einer grof3en, extrazellularen N-
terminalen Ektodomane, einem  kurzen  C-terminalen Bereich und  einer
Transmembrandomane (Kang et al., 1987). Das auf Chromosom 21 lokalisierte APP-Gen
(Goldgaber et al., 1987; Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987) kodiert fir mindestens 10
verschiedene Isoformen, die durch alternatives SpleiRen entstehen (Sandbrink et al., 1994;
Tang et al., 2003). Die drei haufigsten Isoformen sind APP695, das Uberwiegend in
Neuronen exprimiert wird, und APP751 und APP770, die in Gliazellen und peripherem
Gewebe exprimiert werden (Sandbrink et al., 1994). Die Existenz von Homologen in
zahlreichen verschiedenen Spezies (Daigle and Li, 1993; Kang et al., 1987; Luo et al., 1990)
Iasst auf eine physiologische Bedeutung des APP innerhalb der Zelle schlieRen. So wurden
in der Vergangenheit zahlreiche physiologische Funktionen des APP, wie eine Beteiligung
bei der Ausbildung und Funktion von Synapsen (Dawson et al., 1999; Priller et al., 2006;
Wang et al., 2005), bei der neuronalen Differenzierung (Hung et al., 1992), der Zelladhasion
(Coulson et al., 1997; Soba et al., 2005), der Protektion von Neuronen (Masliah et al., 1997)
und dem axonalen Transport verschiedener Proteine beschrieben (Lazarov et al., 2005).
Eine weitere physiologische Funktion des APP bzw. seiner Spaltprodukte ist die
regulatorische Wirkung auf die Lipidhombostase. So werden beispielsweise die
Cholesterinbiosynthese sowie die Homoostase einiger Sphingolipide durch APP-
Prozessierungsprodukte beeinflusst (Bryleva et al., 2010; Grimm et al., 2005; Grimm et al.,
2011b; Grimm et al, 2011d; Jana and Pahan, 2004; Liu et al, 2007). Die groRte
wissenschaftliche Bedeutung erlangte das APP als Vorlauferprotein des AB-Peptids, das sich
in den senilen Plaques von Alzheimer-Patienten nachweisen lasst.

Die sequenzielle proteolytische Spaltung des APP kann auf zwei unterschiedlichen Wegen
stattfinden. Bei der nicht amyloidogenen Prozessierung wird der erste Schnitt im Bereich der
Ektodomane von einer a-Sekretase katalysiert. Dabei entstehen das sekretorische APPa
(sAPPa) und das in der Plasmamembran verbleibende a-carboxy-terminale Fragment (o-
CTF), das seiner Gréle entsprechend auch als C83 bezeichnet wird (Lammich et al., 1999).
Als Enzyme mit a-Sekretase-Aktivitdt wurden Mitglieder der ADAM-Familie (engl.: a
disintegrin and metalloproteinase), eine Gruppe von Enzymen, die zu den Metalloproteinase

gehoren, identifiziert. Bei der proteolytischen Prozessierung des APP sind hauptséachlich die
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Enzyme ADAM10 und ADAM17 beteiligt (Buxbaum et al., 1998; Lichtenthaler, 2006; Lopez-
Perez et al., 2001). Das membrangebundene a-CTF unterliegt nun der nachfolgenden
Proteolyse durch die y-Sekretase und wird dabei in das p3-Peptid und die intrazellulare APP
Domane (AICD, engl.: APP intracellular domain) gespalten.

Alternativ kann APP im ersten Schritt von der B-Sekretase gespalten werden. Dieser Schnitt
leitet die amyloidogene Prozessierung ein. Als Enzym, das diesen amyloidogenen Schnitt in
der Ektodomane des APP katalysiert, wurde BACE1 (B-site APP cleaving enzyme)
identifiziert. Das neben dem l6slichen APPB (sAPP) freigesetzte membrangebundene [3-
CTF, auch als C99 bezeichnet, wird in Analogie zur nicht amyloidogenen Prozessierung
durch die y-Sekretase in der Mitte der Membrandomane geschnitten (Grziwa et al., 2003),
wobei neben dem ins Zytosol entlassene AICD das AB-Peptid entsteht, das extrazellular
freigesetzt wird (Haass et al., 1993; Haass et al., 1992). Diese AB-Peptide variieren in ihrer
Lange und werden entsprechend der Anzahl ihrer Aminosauren benannt. Am haufigsten
kommen dabei AB38, ApP40 und das pathogene APB42 vor, das aufgrund seiner
Hydrophobizitat zur Aggregation neigt und somit als neurotoxische Form der AB-Peptide gilt.
Langere AB-Peptide entstehen durch die sogenannten ¢- und {-Schnitte, die sich um jeweils
3 AS versetzt der y-Schnittstelle befinden. Einem derzeit gangigen Modell zufolge entstehen
zunachst die langeren AB-Spezies durch Spaltung an der - und C-Schnittstelle, woraufhin
diese schrittweise zu kirzeren AB-Peptide prozessiert werden (Funamoto et al., 2004; Qi-
Takahara et al., 2005; Sastre et al., 2001; Weidemann et al., 2002; Zhao et al., 2005; Zhao
et al., 2004).

Die Abbildung 1 fasst die Vorgange der amyloidogenen und nicht amyloidogenen APP-

Prozessierung schematisch zusammen.
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Abb. 1 Schematische Darstellung der APP-Prozessierung

Bei der amyloidogenen Prozessierung wird APP zunachst durch die B-Sekretase gespalten, wobei
neben dem sAPP( das membranstidndige B-CTF entsteht. Dieses wird in der Folge durch die y-
Sekretase unter der Entstehung von AB und AICD geschnitten. Wird APP im ersten Schritt von einer
a-Sekretase gespalten, wird die Freisetzung von AB verhindert. Das membranstandige a-CTF wird
analog zur amyloidogenen Prozessierung im zweiten Schritt von der y-Sekretase gespalten, wobei
das Peptid p3 und wiederum AICD entstehen.

Da sich die vorliegende Arbeit hauptsachlich damit beschéftigt, inwieweit sich verschiedene
Lipide auf die amyloidogene APP-Prozessierung und damit auf die Produktion der ApB-
Peptide auswirken, werden im Folgenden die beiden an der amyloidogenen Prozessierung

beteiligten Sekretasen naher charakterisiert.

2.2.2 Die B-Sekretase

Die B-Sekretase BACE1 ist eine 501 AS grofRe, membrangebundene Aspartatprotease und
katalysiert den ersten Schritt der amyloidogenen APP-Prozessierung, die letztlich zur
Freisetzung von AB-Peptiden fihrt. Als Typ-1 Transmembranprotein besteht BACE1 aus
einer langen extrazellularen N-terminalen und einer kurzen zytoplasmatischen C-terminalen
Domane, verbunden von einer Transmembrandomane (Vassar et al., 1999). Die beiden
Aspartatreste D92 und D289 befinden sich in der Ektodomane und bilden das aktive Zentrum
des Enzyms (Benjannet et al., 2001).

Neben APP wurden diverse alternative Substrate identifiziert, die ebenfalls einer Spaltung
durch BACE1 unterliegen (zusammengefasst in Dislich and Lichtenthaler, 2012). Als

Substrate, deren Spaltung durch BACE1 nachweislich eine in vivo-Relevanz hat, wurden
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neben APP bisher unter anderen das Typ Ill Neuregulin 1 (Hu et al., 2006; Willem et al.,
2006), die B-Untereinheiten 2 und 4 der spannungsabhéangigen Natriumkanale (VGSCs) (Kim
et al., 2007a; Kovacs et al., 2010; Wong et al, 2005) und die B-Galaktosid a-2,6-
Sialyltransferase (Kaplan et al., 1983; Sugimoto et al., 2007) beschrieben. Eine Inhibierung
von BACE1 als therapeutischer Ansatz zur Behandlung der Alzheimer Krankheit, wie er in
der Vergangenheit verfolgt wurde, ist deshalb heute als kritisch anzusehen
(zusammengefasst in Dislich and Lichtenthaler, 2012). Neuere Ansatze zielen auf eine
Teilinhibition der bei der Alzheimer Krankheit erhéhten BACE1 Aktivitat ab (Fukumoto et al.,
2002; Li et al., 2004 Vassar et al., 2009; Yang et al., 2003).

BACE1 wird als Zymogen im Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und unterliegt
wahrend seiner Maturierung verschiedenen Modifikationen, wie N-Glykosylierung,
Palmitoylierung und Acetylierung (Benjannet et al., 2001; Costantini et al., 2007; Haniu et al.,
2000; Vetrivel et al., 2009), bevor es schlieBlich im Golgi-Apparat durch die Abspaltung
seiner Prodoméane zur aktiven Form reift (Bennett et al., 2000; Capell et al., 2000) (Abb. 2).

Lipid raft

Plasmamembran .
Phosphorylierung

)\

L
O a 9O
GN 2]

BACE1 / \
\ Ubigquitinierung

Golgi . ®
2
[ ———— ——

Endosom

-

—_ ——

Lysosom

[ ————— e

4

Zellkern

Abb. 2 Schematische Darstellung des intrazellularen Transports des BACE1-Proteins

Bace1 wird zunachst als Zymogen im ER synthetisiert und unterliegt verschiedenen
posttranslationalen Modifikationen, bevor es im Golgi-Apparat durch Abspaltung der Prodoméne in
seine aktive Form Ubergeht. Nach dem Transport zur Plasmamembran wird es internalisiert und findet
sich in der Folge in den frihen endosomalen Strukturen, von wo aus zum einen ein Recycling zur
Plasmamembran und zum anderen ein Rucktransport zum TGN stattfinden kann. Die Lokalisation in
den Lipid Rafts wurde mehrfach postuliert, gilt aber als umstritten. Durch Ubiquitinierung am C-
Terminus unterliegt es dem Abbau in den Lysosomen (He et al., 2002; He et al., 2005; He et al., 2003;
Huse et al., 2000; Kang et al., 2010; Wahle et al., 2005; Walter et al., 2001).

ER

BACE1 hat ein saures pH Optimum (Gruninger-Leitch et al., 2002; Shimizu et al., 2008;

Vassar et al., 1999) und schneidet seine Substrate deshalb hauptsachlich in den frihen
9
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endosomalen Strukturen oder dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN), wo auch die Initiierung der
amyloidogenen APP-Prozessierung bevorzugt stattfindet (Capell et al., 2000; Gruninger-
Leitch et al., 2002; Haass et al., 1993; Koo and Squazzo, 1994; Vassar et al., 1999). Obwohl
Studien in der Vergangenheit zeigten, dass auch die sekretierte Form von BACE1 bestimmte
Substrate in vitro schneiden kann, scheint die membrangebundene Form fir die Proteolyse
des APP essentiell zu sein (Gruninger-Leitch et al., 2002; Yan et al., 2001). Umstritten ist
nach wie vor die Bedeutung der Lokalisation von BACE1 in den sogenannten Lipid Rafts,
Membranmikrodoménen, reich an Cholesterin und Sphingomyelin, fur die APP-
Prozessierung. In vivo konnte sowohl fir APP als auch fir BACE1 gezeigt werden, dass
beide zum Teil in diesen Mikrodomanen lokalisiert sind, und eine Anreicherung von BACE1
in den Lipid Rafts durch das Anhangen von GPI (Glycosylphosphatidylinositol) -Ankern
verstarkte die Produktion von AR (Cordy et al., 2003; Ehehalt et al., 2003; Hattori et al., 2006;
Kawarabayashi et al., 2004; Riddell et al., 2001; Tun et al., 2002). Andere Studien konnten
jedoch keine Notwendigkeit der BACE1 Lokalisation an oder in den Lipid Rafts flr dessen
Fahigkeit APP zu schneiden, nachweisen (Motoki et al., 2012) (zusammengefasst in Dislich
and Lichtenthaler, 2012).

Mehrere Lipide, wie Sphingosin-1-Phosphat (Takasugi et al., 2011) oder Ceramid (Puglielli et
al., 2003), fur die eine Wirkung auf die BACE1-Aktivitat postuliert wurde, zusammen mit der
Tatsache, dass APP ausschlieldlich durch membranassoziiertes BACE1 prozessiert wird
(Gruninger-Leitch et al., 2002; Yan et al., 2001), sprechen in jedem Fall fir eine Abhangigkeit
der amyloidogenen APP-Prozessierung von der Lipidzusammensetzung der umgebenden

Membranen.

2.2.3 Die y-Sekretase

Der letzte Schritt bei beiden APP-Prozessierungswegen wird von der y-Sekretase vollzogen.
Die y-Sekretase ist ein Multienzymkomplex, der sich aus vier verschiedenen Untereinheiten
zusammensetzt. Zusammen mit den Signalpeptid Peptidasen (SPP), den Site-2-Proteasen
(S2P) und den Rhomboid-Proteasen bildet sie eine Enzymfamilie, die entsprechend ihrer
Fahigkeit ihre Substrate innerhalb der Membran zu schneiden I-CLiPs (engl.: intramembrane
cleaving proteases) genannt werden (Weihofen and Martoglio, 2003). Sie katalysieren einen
als RIP (engl.: regulated intramembrane proteolysis) bezeichneten Prozess (Brown et al.,
2000; Strisovsky et al., 2009), bei dem typischerweise Transmembranproteine gespalten
werden (zusammengefasst in Haapasalo and Kovacs, 2011).

Die y-Sekretase besteht aus den Komponenten Presenilin 1 oder 2 (PS1, PS2), Nicastrin,
APH1a oder APH1b (anterior pharynx defective-1) und PEN2 (Presenilin enhancer-2)

10



2 Einleitung

(Selkoe and Wolfe, 2007). PS bildet das aktive Zentrum des y-Sekretase-Komplexes mit den
beiden Aspartatresten an den Positionen D257 und D385, die in der 6. und 7.
Transmembrandomane des Proteins lokalisiert sind (Kimberly et al., 2000; Wolfe et al.,
1999). Fur Nicastrin wurden mehrere Funktionen wie die Substraterkennung und
Rekrutierung (Shah et al., 2005), die Maturierung (Chavez-Gutierrez et al., 2008) oder die
Stabilisierung des y-Sekretase-Komplexes (Zhao et al., 2010) beschrieben
(zusammengefasst in Haapasalo and Kovacs, 2011). APH1 und PEN2 scheinen sowohl fir
die Zusammensetzung des y-Sekretase-Komplexes als auch fir dessen Transport und
Aktivitdt essentiell zu sein (Serneels et al., 2009; Spasic and Annaert, 2008)
(zusammengefasst in Haapasalo and Kovacs, 2011).

Die Zusammensetzung des aktiven y-Sekretase-Komplexes scheint in einer chronologischen
Abfolge stattzufinden (St George-Hyslop and Fraser, 2012) und wird vermutlich im ER initiiert
(Capell et al., 2005; Kim et al., 2007b) (Abb. 3). Zunachst bilden APH1 und Nicastrin einen
Zwischenkomplex, der dann Uber die Transmembrandomane von Nicastrin an den C-
Terminus des PS bindet (Arawaka et al., 2002; Gu et al., 2003; Yang et al., 2002). Durch die
Bindung von PEN2 an die Transmembrandomane des PS1 wird dessen Endoproteolyse
initiiert, wodurch der aktive y-Sekretase-Komplex entsteht (Prokop et al., 2005; Prokop et al.,
2004; Steiner et al., 2002). Alternativ wurde ein Weg beschrieben, nach dem PEN2 zunachst
an PS1 bindet, wodurch erst die Bindung des APH1/Nicastrin-Komplexes an PS1 ermdéglicht
wird (Capell et al., 2005; Fraering et al., 2004; Shirotani et al., 2004).

Presenilin

Plasmamembran
v-Sekretase
(aktive Form)
i Enhancer
TGN fa]
Presenilin P —
Enhancer Golgi
Presenilin

+ Presenilin *

ER
Zellkern

Aph1 + Nicastrin Aph1 + Nicastrin

v-Sekretase
(aktive Form)

Abb. 3 Die Zusammensetzung des aktiven y-Sekretase-Komplexes
Die Zusammensetzung des y-Sekretase-Komplexes wird durch die Bildung eines Zwischenkomplexes
aus APH1 und Nicastrin im ER initiiert. Fir den weiteren Ablauf existieren zwei unterschiedliche
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Hypothesen: 1) APH1/Nicastrin bindet an PS1, woraufhin PEN2 an die Transmembrandomane des
PS1 bindet und dessen Endoproteolyse auslost. 2) PEN2 bindet an PS1, wodurch die Bindung des
APH1/Nicastrin-Komplexes ermdglicht wird (Arawaka et al., 2002; Fraering et al., 2004; Gu et al.,
2003; Prokop et al., 2005; Prokop et al., 2004; Steiner et al., 2002; Yang et al., 2002).

Bis heute wurden Uber 90 Substrate identifiziert, die durch die y-Sekretase prozessiert
werden (Hemming et al., 2008), von denen bis auf wenige Ausnahmen alle Typ-I
Transmembranproteine sind (zusammengefasst in: Haapasalo and Kovacs, 2011). Wie bei
der Prozessierung des APP scheint auch bei der Proteolyse der anderen Substrate ein
Schnitt in der Ektodomane und damit die Abspaltung des N-Terminus dem y-Sekretase
Schnitt vorauszugehen, was charakteristisch fir RIP-Prozesse ist (zusammengefasst in
Haapasalo and Kovacs, 2011).

Da sowohl die y-Sekretase selbst als auch ihre Substrate an der Membran lokalisiert sind,
kann deren Proteolyse durch die y-Sekretase von der Lipidzusammensetzung der sie
umgebenden Membran beeinflusst werden (Osenkowski et al., 2008). Da die y-Sekretase
ihre Substrate nicht nach einer spezifischen Aminosauresequenz schneidet, sondern der y-
Sekretase Schnitt in der Mitte der Membran stattzufinden scheint (Grziwa et al., 2003),
kobnnte eine Veranderung der Lipidkomposition, die mit einer Verdnderung der
Membraneigenschaften, wie beispielsweise der Membrandicke einhergeht, die Lange der

freigesetzten AB-Spezies beeinflussen.

2.3 Die Rolle von Lipiden bei der Alzheimer Krankheit

Neben der Tatsache, dass alle an der APP-Prozessierung beteiligten Sekretasen sowie das
APP selbst Transmembranproteine sind, lieferte die Entdeckung des Apolipoprotein E
(ApoE) €4 Allels als Risikofaktor der Alzheimer-Erkrankung (Corder et al., 1993) einen
Hinweis auf die Bedeutung von Lipiden bei der Alzheimer-Pathologie. Bei ApoE handelt es
sich um ein Lipidbindeprotein, das an der Aufnahme von Cholesterin aus den Astrozyten in
Neurone beteiligt ist (Mauch et al., 2001; Pitas et al., 1987). ApoE tritt beim Menschen
hauptsachlich in drei verschiedenen Isoformen auf, von denen nur das ApoE €4 Allel bei
seinen Tragern zu einem erhohten Risiko fuhrt, an der Alzheimer Krankheit zu erkranken
(Corder et al., 1993; Saunders and Roses, 1993; Saunders et al., 1993). Liegt eine
Homozygotie bezuglich des ApoE €4 Allels vor, so leiden die Betroffenen an
Hypercholesterinamie (Boer et al., 1997; Wouters et al., 2005) und neigen zu einer friheren
Manifestation der Alzheimer-Pathologie (Corder et al., 1993). Generell wird ein erhdhter
Cholesterinspiegel im mittleren Lebensalter mit einem erhdhten Alzheimer-Risiko assoziiert

(Kivipelto et al., 2001). Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden, dass Cholesterin die
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Produktion von AB erhdht (Fassbender et al., 2001; Simons et al., 1998; Wahrle et al., 2002).
So wurde die Cholesterin de novo Synthese zum Ansatzpunkt mdglicher Therapien der
Alzheimer  Krankheit.  Diese  zielten zumeist auf eine Inhibierung des
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms, der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Reduktase
(HMGCR) ab (Fassbender et al., 2001). Studien, bei denen Alzheimer-Patienten mit
Cholesterin senkenden Statinen behandelt wurden, zeigten allerdings keine einheitlichen
Ergebnisse (Jick et al., 2000; Simons et al., 2002; Sparks et al., 2005a; Sparks et al., 2005b;
Wolozin et al., 2000; Wolozin et al., 2007). Panchal et al. fanden erhdhte Level an
Cholesterin in den senilen Plaques in Gehirnen von Alzheimer-Patienten und lieferten somit
einen weiteren Hinweis auf die enge Verknlipfung von Cholesterin mit der Alzheimer-
Pathologie (Panchal et al., 2010).

Neben der Cholesterinhomdostase wurden Veranderungen weiterer Lipidklassen, zum
Beispiel Ganglioside oder Phospholipide bei Alzheimer-Patienten beschrieben. Wegen ihrer
besonderen Relevanz fir die vorliegende Arbeit soll auf drei weitere Lipidklassen, die trans-
Fettsauren, die Plasmalogene und schlieBlich auf zwei Vertreter der Sphingolipide,

Sphingomyelin und Ceramid, naher eingegangen werden.

2.3.1 Die Bedeutung von cis- und trans-Fettsauren bei der Alzheimer Krankheit

Bei trans-Fettsduren (TFA, engl.: trans fatty acid) handelt es sich um ungesattigte
Fettsduren, bei denen mindestens eine Kohlenstoff-Doppelbindung in trans-Konfiguration
vorliegt. Die trans-Konformation zeichnet sich durch das Gegenlberliegen der beiden H-
Atome der Doppelbindung aus, wahrend die H-Atome in cis-Konformation auf einer Seite der
Doppelbindung liegen (Abb. 4). Wegen der geanderten Molekilform kommt es zu
veranderten chemischen und physikalischen Eigenschaften der TFA, zum Beispiel weisen
sie verglichen mit ihren cis-lsomeren einen héheren Schmelzpunkt auf.

Naturlicherweise finden sich TFA in Milchprodukten wie Kase, Joghurt oder Butter, wo man
davon ausgeht, dass es sich bei 3-6% der Fettsduren um TFA handelt (Aro et al., 1998b; Aro
et al., 1998c). Weiterhin kommen sie im Fleisch von wiederkduenden Saugetieren vor. Dort
entstehen sie durch anaerobe Stoffwechselprozesse des Bakteriums Butyrivibrio fibrisolvens
(Lawson et al., 2001). Erhitzt man pflanzliche Ole, in denen natiirlicherweise keine TFA
vorliegen beim Braten oder Backen, so werden ab einer Temperatur von etwa 150°C die in
cis-Konfiguration vorliegenden Fettsaureester in ihre frans-Form umgewandelt (Suliman,
2013). Bei der industriellen Hartung von Pflanzendélen entstehen TFA als Nebenprodukte
durch unvollstdndige Hydrierung von cis-Doppelbindungen oder durch unerwiinschte

Isomerisierung der cis-Doppelbindung in ihre trans-Form (Lichtenstein et al., 1999). So
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liegen beispielsweise in Margarine, je nach Herstellungsverfahren zwischen 1 und 17% aller
Fettsauren als TFA-Ester vor (Aro et al., 1998c).

H H
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cis-9-Octadecenséure (Olséure) trans-9-Octadecenséure (Elaidinsaure)

Abb. 4 Strukturformeln der trans-9-Octadecensdure (Elaidinsdure) und ihrem cis-lsomer
Olsiure

Wahrend bei der cis-Form beide Wasserstoffatome auf einer Seite der Doppelbindung liegen, stehen
sie sich bei der trans-Form gegeniber, wodurch sich eine gestreckte Molekilform ergibt.

Zusammen mit der Menge an industriell hochverarbeiteten Nahrungsmitteln stieg auch der
Anteil an TFA in unserer Nahrung (Emken, 1984). Die TRANSFAIR-Studie kam zu dem
Ergebnis, dass die Aufnahme von TFA in europaischen Landern bei 1,2 - 6,7g pro Tag flr
Manner und bei 1,7 - 4,1g pro Tag fur Frauen liegt (Hulshof et al., 1999). In den USA soll die
Zahl mit 13,3g pro Tag, was etwa 4-20% der insgesamt taglich aufgenommenen Menge an
Fett entspricht, sogar noch hdher liegen (Allison et al., 1995; Enig et al, 1990). Die
Nahrungsmittel, Uber die die grolten Mengen an TFA aufgenommen werden, stellen
Backwaren, Fruhstlickscerealien, Pommes Frites, Trockenpulver-Suppen und SiRigkeiten
dar. Hier liegen die Konzentrationen an TFA bei bis zu 40% der Gesamt-Fettmenge (Aro et
al., 1998a; Becker et al., 2004; Van Erp-Baart et al., 1998).

Immer wieder wurde Uber eine mogliche Gefahrdung der Gesundheit durch den hohen
Konsum von TFA berichtet. So wurde ein Zusammenhang zwischen kardiovaskularen
Erkrankungen (Hu et al., 1997; Mozaffarian et al., 2006) und Arteriosklerose (Stender et al.,
1995) und der Aufnahme von TFA hergestellt. Dagegen waren nach Angaben der
Europaischen Behorde fir Lebensmittelsicherheit EFSA die Hinweise auf einen moglichen
Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko flr Krebs, Typ-2-Diabetes und Allergien nicht
haltbar (Becker et al., 2004). Als Konsequenz des beflirchteten gesundheitlichen Risikos
senkten wahrend der letzten Jahre bereits viele Hersteller die Anteile an TFA in ihren
Produkten (Kuhnt et al., 2011). In einer aktuellen Studie wird die durchschnittliche tagliche
Aufnahme von industriellen erzeugten TFA in der US-amerikanischen Bevdélkerung mit 1,3g
pro Person angegeben (Doell et al., 2012).

Epidemiologische Studien, die den Einfluss der Einnahme von TFA auf das Risiko
untersuchten, an Alzheimer zu erkranken, kamen zu widersprichlichen Ergebnissen.
Wahrend die Studien von Morris et al. aus den Jahren 2003 und 2004 von einem erhdhten

Alzheimer-Risiko durch den Konsum von TFA ausgehen (Morris et al., 2003; Morris et al.,
14
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2004), konnten die Gruppen um Engelhart und Naqvi keinen Zusammenhang finden
(Engelhart et al., 2002; Naqvi et al., 2011).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden TFA auf ihren Einfluss auf die APP-

Prozessierung und damit ihr Potential das Alzheimer-Risiko zu erhéhen, untersucht.

2.3.2 Die Rolle von Plasmalogenen bei der Alzheimer Krankheit

Plasmalogene gehdren zur Gruppe der Glycerophospholipide und sind durch eine
Vinyletherbindung an der sn-1 Position gekennzeichnet, die mit einer Alkenylkette von meist
16 oder 18 C-Atomen verknUpft ist. Die sn-2 Position tragt meist eine ungesattigte Omega-3
oder Omega-6 Fettsaure, verknupft Uber eine Esterbindung. Weiterhin unterscheiden sich
Plasmalogene in ihrer polaren Kopfgruppe, auf die sich die Einteilung in Phosphatidylcholin-
Plasmalogene (PC-PL) und Phosphatidyletanolamin-Plasmalogene (PE-PL) bezieht (Abb. 5).

Plasmalogen (PL)
W\/\/\/\/\/\/_\O/\(\

& R1
AW
Rz/Y

korrespondierendes Phospholipid: =
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0 'y
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0 2

0]
Il Il -

P sa P
OF ~ oder Q¥/~ +
/[ O~ £ O Sy
(0] ™~ 0 3
;c) | (PE)

R1=

R, = verschiedene Acylketten

Abb. 5 Strukturelle Darstellung der Plasmalogene und Phospholipide

Charakteristisch fir die Plasmalogene ist die Vinyletherbindung an der sn-1 Position, wahrend bei
Phospholipiden die sn-1 Position eine veresterte Fettsaure tragt. (Abbildung modifiziert nach Rothhaar
etal., 2012)

Plasmalogene werden bei Saugetieren in allen Geweben gefunden und gelten als
Hauptbestandteil neuronaler Membranen. Neben dem Herzmuskel kommen sie aufl’erdem in
hohen Konzentrationen im menschlichen Gehirn vor, wo sie ca. 20% des
Glycerophospholipid-Gehaltes stellen (Farooqui and Horrocks, 2001b; Gross, 1985;
Horrocks and Sharma, 1982). Die Vinyletherbindung ist anfallig gegentber reaktiver

Sauerstoffspezies, weshalb Plasmalogene als Antioxidantien fungieren, die die Zelle vor
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oxidativem Stress schitzen (Engelmann, 2004; Kuczynski and Reo, 2006; Zoeller et al.,
1999; Zoeller et al., 1988). Zudem sind sie an Prozessen der Membranfusion und
Vesikelbildung (Favrelere et al., 2000; Glaser and Gross, 1994), lonentransportvorgangen
(Duhm et al., 1993; Ford and Hale, 1996) und dem Cholesterin-Efflux (Mandel et al., 1998)
beteiligt. Werden Plasmalogene durch die Phospholipase A2, die selektiv Plasmalogene
hydrolysiert (Farooqui and Horrocks, 2001a), gespalten, fungieren die freigesetzten
Fettsauren wie beispielsweise die Arachidonsaure und deren Metaboliten als ,second
messenger” und regulieren verschiedene Enzyme wie die Proteinkinase A, die Proteinkinase
C, die NADPH-Oxidase oder die Na'K'-ATPase in ihrer Aktivitat (Farooqui et al., 1997b;
Yang et al., 1996).

Anderungen im Plasmalogengehalt sind fiir mehrere neurologische Erkrankungen
beschrieben worden, darunter Multiple Sklerose (Yanagihara and Cumings, 1969), Down-
Syndrom (Murphy et al., 2000), Nieman-Pick (Schedin et al., 1997) und das Zellweger-
Syndrom (Datta et al., 1984; Heymans et al, 1983). In den Gehirnen von Alzheimer-
Patienten wurden mehrfach reduzierte Plasmalogenspiegel beschrieben (Farooqui et al.,
1995; Ginsberg et al., 1995; Grimm et al., 2011a; Grimm et al., 2011d; Guan et al., 1999;
Han et al., 2001; Wells et al., 1995). Weitgehend unklar ist jedoch, ob die Veranderung der
Plasmalogene als Ursache oder Folge der Alzheimer-Pathologie anzusehen ist. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit sollte analysiert werden, ob die reduzierten Plasmalogenspiegel
einen Einfluss auf die Prozessierung des APP haben und als eine mégliche Ursache der

Alzheimer Krankheit in Betracht kommen.

2.3.4 Die Bedeutung des Sphingolipidstoffwechsels bei der Alzheimer Krankheit

Sphingolipide, vor allem Sphingomyelin, sind neben anderen Phospholipiden und
Cholesterin die am haufigsten in eukaryontischen Zellmembranen vertretenen Lipide. Die
Synthese der Sphingolipide beginnt, katalysiert von der Serinpalmitoyl-CoA-Transferase
(SPT), mit der Kondensation von Serin und Palmitoyl-CoA zu 3-Dehydrosphinganin, welches
weiter zu Dihydroceramid und schlieRlich zu Ceramid umgewandelt wird (Geeraert et al.,
1997; Hanada, 2003; Rother et al., 1992; Weiss and Stoffel, 1997). Ausgehend von Ceramid,
welches als wichtigster Vorlaufer im Sphingolipidmetabolismus angesehen wird, werden
Sphingosine, Sulfatide und Ganglioside synthetisiert (Spiegel and Merrill, 1996). Die
Synthese von Sphingomyelin findet, ebenfalls ausgehend von Ceramid, durch die Aktivitat
der Sphingomyelin-Synthase (SMS) statt (Spiegel and Merrill, 1996). Die ricklaufige
Reaktion, also der Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid, wird durch Sphingomyelinasen
(SMasen) katalysiert (Marchesini and Hannun, 2004; Marchesini et al., 2003) (Abb. 6).
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Abb. 6 Schematische Darstellung des Sphingolipidstoffwechsels

Bei der Synthese von Ceramid kondensieren im ersten Schritt Serin und Palmitoyl-CoA zu 3-
Dehydrosphinganin, woraus schlieBlich tUber mehrere Zwischenschritte Ceramid entsteht. Neben
Sphingosinen, Sulfatiden und Gangliosiden wird aus Ceramid durch die Aktivitdt der SMS auch
Sphingomyelin synthetisiert. Bei der riicklaufigen Reaktion wird Sphingomyelin katalysiert durch
SMasen zu Ceramid abgebaut.

Diese Enzymgruppe, auch als Sphingomyelin-Phosphodiesterasen (SMPD) bezeichnet, wird
entsprechend des pH-Optimums der Enzyme in die saure SMase (aSMase, engl.: acidic
aSMase), mindestens drei neutrale SMasen (nSMasen) und die alkalische SMase
untergliedert. Eine hohe medizinische Relevanz kommt dabei der aSMase zu. Durch eine
Mutation in ihrem kodierenden Gen SMPD1 kommt es zur Anreicherung von Sphingomyelin
in den Lysosomen, was zur Manifestation der Niemann-Pick-Krankheit flhrt (Ferlinz et al.,
1991; Horinouchi et al., 1995; Takahashi et al., 1992a; Takahashi et al., 1992b). Weiterhin
wurde eine erhdhte aSMase-Aktivitdt in Zusammenhang mit Depressionen gebracht
(Kornhuber et al., 2005). Zahlreiche Antidepressiva inhibieren dieses Enzym (Albouz et al.,
1986; Kolzer et al., 2004; Kornhuber et al., 2010) und eine kirzlich veréffentlichte Studie von
Gulbins et al. sieht in der Inhibierung der aSMase den hauptsachlichen Wirkmechanismus
dieser Antidepressiva (Gulbins et al., 2013).

Auch beziglich der Alzheimer Krankheit wurden verschiedene Veranderungen des
Sphingolipidmetabolismus beschrieben. So sind in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten
Sulfatide und Phospholipide reduziert (Grimm et al., 2011a; Han et al., 2002; Pettegrew et
al., 2001). Ceramide und Galaktoceramide liegen hingegen vermehrt vor (Han et al., 2002).
Zudem wurde auch in der cerebrospinalen Flussigkeit von an Alzheimer erkrankten
Personen ein erhoéhter Ceramidspiegel festgestellt (Satoi et al., 2005). In Zellen, die eine
FAD-Mutation im PS1-Gen tragen, konnten erhdhte SMase-Aktivitdten gemessen werden

(Grimm et al., 2005). Diese fuhren Uber den verstarkten Abbau von Sphingomyelin zu einer
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Akkumulation von Ceramid, das als Vermittler der AB-induzierten Apotose diskutiert wird
(Jana and Pahan, 2004; Malaplate-Armand et al., 2006; Satoi et al., 2005).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung verschiedener Antidepressiva, die
zur Gruppe der funktionellen aSMase Inhibitoren (FIASMA) gehéren, auf ihre Wirkung
bezuglich der APP-Prozessierung und damit auf einen potentiellen Einsatz bei der Therapie

der Alzheimer Krankheit getestet.

2.4 Fragestellung der Arbeit

Die Alzheimer Krankheit ist neuropathologisch unter anderem durch die Ablagerung
extrazellularer Plaques in den Gehirnen der betroffenen Patienten gekennzeichnet. Den
Hauptbestandteil dieser senilen Plaques stellen AB-Peptide in aggregierter Form dar. Diese
entstehen durch die amyloidogene proteolytische Spaltung des APP durch die B- und y-
Sekretase. Diese Enzyme, ebenso wie ihr Substrat APP sind membranassoziiert, weshalb
sie einer Beeinflussung durch die Zusammensetzung und somit durch die physikalischen
Eigenschaften der Membran unterliegen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss
verschiedener Lipide auf die APP-Prozessierung analysiert werden. Besondere
Aufmerksamkeit sollte auf die an der amyloidogenen Prozessierung beteiligten 3- und y-
Sekretasen gerichtet werden, wozu zunachst die Etablierung und Weiterentwicklung
verschiedener Methoden zur Bestimmung ihrer Aktivitaten notwendig war. Im Folgenden
wurden Veranderungen der Lipidkomposition in Zellkultur- sowie in ex vivo-Modellen
herbeigefiihrt und deren Auswirkung auf die Aktivitaten der Sekretasen analysiert.

Im ersten Teil wurde eine mogliche Beeinflussung der APP-Prozessierung durch TFA, die in
industriell verarbeiteten Lebensmitteln vorkommen, untersucht. Diese wurden bereits in der
Vergangenheit als Risikofaktoren fiir kardiovaskulare Erkrankungen erkannt. Hier sollte eine
Beeinflussung der APP-Prozessierung und damit ein potentielles Risiko fiir eine Alzheimer-
Erkrankung durch den Konsum von TFA verglichen mit der Aufnahme der natirlich
vorliegenden cis-Form analysiert werden. Wahrend die cis- und die trans-Fettsduren sich
lediglich in ihrer sterischen Konformation unterscheiden, wurden im zweiten Teil der Arbeit
zwei Lipidklassen bezlglich ihrer Wirkung auf die APP-Prozessierung miteinander
verglichen, die sich in der Bindung ihrer Fettsdureketten unterscheiden. Charakteristisch fur
Plasmalogene ist die Vinyletherbindung an der sn-1 Position, wodurch diese Lipide reaktiver
sind als ihre korrespondierenden Phospholipide, die stattdessen eine Esterbindung tragen. In
den Gehirnen von Alzheimer-Patienten wurden reduzierte Plasmalogenspiegel festgestellt,
was in der Vergangenheit als Konsequenz des oxidativen Stresses in den Gehirnen der

Betroffenen angesehen wurde. Hier sollte untersucht werden, ob eine Veradnderung der
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Plasmalogene eine Auswirkung auf die Sekretasen und damit auf die Progression der
Alzheimer Krankheit hat. Im dritten Teil dieser Arbeit sollte das Verhaltnis zweier Lipide,
Sphingomyelin und Ceramid, zueinander durch den Einsatz funktioneller Inhibitoren der
aSMase verandert und der Effekt dieser Verschiebung auf die APP-Prozessierung
untersucht werden. Hohe Ceramidspiegel wurden in der Vergangenheit in den Gehirnen von
Alzheimer-Patienten nachgewiesen, wahrend Sphingomyelin eher als protektiv angesehen
wird. Hier sollte festgestellt werden ob eine Modulierung der aSMase und die damit
verbundene Anderung des Ceramid- sowie Sphingomyelingehaltes einen Effekt auf die
Sekretasen bewirkt. Somit wurde in drei Stufen zunachst die Veranderung der sterischen
Konformation von Fettsauren, dann die Veranderung einer chemischen Bindung innerhalb
der Lipide und schliedlich die Verschiebung des Verhaltnisses zweier Lipide zueinander
hinsichtlich der Beeinflussung der Sekretasen untersucht.

Ein Teil der in dieser Arbeit aufgefihrten Ergebnisse ist Bestandteil acht verschiedener
Manuskripte, von denen sechs bereits publiziert wurden. Die Darstellung der Ergebnisse
orientiert sich in diesen Fallen an den Abbildungen der Publikationen, die im Original von Dr.

Marcus Grimm erstellt wurden.
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3 Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Tab. 1 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Material Hersteller
a-Sekretase Substrat Calbiochem
B-Mercaptoethanol Sigma
B-Sekretase Inhibitor Il Calbiochem
B-Sekretase Substrat Calbiochem
y-Sekretase InhibitorX (L-658,458) Calbiochem
y-Sekretase Substrat Calbiochem
96-Loch-Platte transparent fir OD-Messungen Falcon
96-Loch-Platten schwarz fur Fluoreszenz- Costar
Messungen

96-Loch-Zellkulturschalen Nunc
Agarose Difco
BCA-L6sung Sigma
Bromphenolblau Na-Salz Serva

BSA (fatty acid free) Sigma
CaCl, x 2H,0 Merck
Chloroform Merck

Complete Proteaseinhibitor-Tabletten

Roche Diagnostics

Complete Proteaseinhibitor-Tabletten, EDTA-free

Roche Diagnostics

Cryo Tube Vials

Nunc

CUSO4 X 5H20

J.T.Baker
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Deckglaschen Marienfeld
DMEM Sigma
DMSO Roth
ECL-Hyperfilm Amersham
ECL-L6ésung 1/2 Amersham
EDTA (Titriplex III) Merck
Entwickler Kodak
Essigsaure Fluka
Ethanol J.T.Baker
Falconrohrchen, 15ml und 50ml Sarstedt
FCS PAN
Filterpapier Whatman
Fixierer Kodak
Fotokopierfolien TypeC A4 XEROX
Glaskugelchen fir Minilys-Homogenisator, Peqlab
Durchmesser 0,1mm

Glycerin J.T.Baker
Glycin AppliChem

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems

Hygromycin B PAN
Insulinspritzen Terumo
Isopropanol J.T.Baker
Kaliumacetat Roth

Kandilen

Nr.14: 23G 1%4; 0,6mmx30mm
Nr.17: 24G 1; 0,55mmx25mm
Nr.20: 27G %; 0,4mmx19mm

Becton Dickinson
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U-100 Insulinspritze; 0,33mmx12,7mm

Becton Dickinson

KCI Merck
KH,PO, x 3H,0 Merck
L-Glutamin Sigma
MEM non essential Aminosaure Losung Sigma
Methanol p.A. J.T.Baker
Milchpulver blotting grade Merck
Multitip Aufsatze fir Multistep-Pipette, Eppendorf
verschiedene Grofien

Na,HPO, x 2 H,O J.T.Baker
NacCl AppliChem
NaOH Roth

Nitrozellulose PROTRAN 0,45um Porengrofie

Schleicher & Schuell

Nonidet P40 Substitute Fluka
Novex Pre-Cast gels 10-20% Tricine 1,0mm x 10 Invitrogen
well, 12 well & 15 well

Pasteurpipetten VWR
Penicillin-Streptomycin Sigma
Poly-L-Lysin Sigma
Polyvinylalkohol Merck
Protein-A-Sepharose Sigma
Protein-G-Sepharose Sigma
Protein Rainbow-Marker full-range Amersham
Protein Rainbow-Marker low-range Amersham
Reaktionsgefalte 1,5ml Eppendorf
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RNaseA New England-Biolabs
SDS Sigma
Saccharose Sigma
TACE Substrat Calbiochem
Tricine Biomol
Tris/HCI Sigma
Triton X-100 Merck
Trizma Base Sigma
Trizol Invitrogen
Trypsin-EDTA-solution (1x) Sigma
Wheaton-Rdhrchen Wheaton
Zellkultur 6-Loch-Platte Falcon
Zellkulturplatte 245 x 245 x 25mm Nunc
Zellkulturschale 100 x 20mm Sarstedt
3.2 Gerate

Tab. 2 Geridte

Gerat Hersteller

-80°C Gefrierschrank

Thermo Electron

80°C Warmeschrank Memmert
8-Kanal-Multipette Eppendorf
Analysenwaage Sartorius
Autosampler und Kiahlmodul 1200er Serie Agilent
Blotkammer Trans-Blot Cell BioRad
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Brutschrank 37°C Heraeus
Capillary Pump 1200er Serie Agilent
Degasser 1200er Serie Agilent

ESI-MS 4000QTrap Absciex
Fluorometer M1000Pro Tecan
Fluorometer Safire’ Tecan
Gelkammer Xcell SureLock Novex Mini-Cell Invitrogen
Hamilton Pipette Hamilton
Harvard Syringe Pump Harvard Apparatus
Lichtmikroskop Leica
Magnetheizrihrer Heidolph
Mikrowelle Micromat AEG

Minilys Homogenisator Peqlab
Multipette plus Eppendorf
Multi-Reax Heidolph
N,-Abdampfvorrichtung VLH

N>-Tank GT 140 Air Liquide

OD Lesegerat fur 96-Loch-Platten Thermo Fischer
PCR cycler Peqlab
pH-Meter 766 Calimatic Knick
Pipetten-Set Research Eppendorf
Pipettierhilfe Integra
Potter-Réhrchen B. Braun
PotterS B. Braun
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Power-Supply fir Tank-Blot LKB Bromma
Power-Supply Model 200 / 2.0 fur Gelelektrophorese | Biorad

Rotor SW-41 flr Ultrazentrifuge Beckman

Rotor TLA-100 fir Ultrazentrifuge Beckman
RT-PCR cycler 7500 Fast Life Technologies
Speedvac Savant DNA110 Thermo
Sterilbank Heraeus
Teflonhomogenisator B. Braun
Teflonschaber neolab
Thermomixer comfort Eppendorf
Transferkammer Biorad
Uberkopftaumler Reax2 Heidolph
Ultrazentrifuge Beckman

Vortex Genie2 Bender & Hobein
Wheatonschittler Multi-Reax Heidolph
Zentrifuge 5415D Eppendorf

3.3 Verwendetes in vivo Material

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen post mortem Gehirne wurden von BrainNet in
Minchen bezogen. Es wurden 58 verschiedene Proben von 37 Alzheimer-Patienten und von
21 nicht an Alzheimer erkrankter Personen verwendet. Zur Bestimmung der
Plasmalogenspiegel wurden Proben des frontalen Cortex aller in Tabelle 3 aufgeflihrten
Gehirne verwendet, zur Bestimmung der SMPD-Genexpression wurden Proben des
frontalen und temporalen Cortex sowie des Cerebellums der Gehirne verwendet, die mit *

gekennzeichnet sind.
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Tab. 3 In vivo Material

# Alter Geschlecht Diagnose Braak & Braak CERAD
Con #01 69 n.d. Kontrolle n.d. n.d.
Con #02 * 77 w Kontrolle Il A
Con #03 * 61 M Kontrolle 0 0
Con #04 * 85 w Kontrolle I 0
Con #05 * 80 w Kontrolle -1V 0
Con #06 * 75 M Kontrolle Il 0
Con #07 * 71 M Kontrolle O-I 0
Con #08 79 n.d. Kontrolle n.d. n.d.
Con #09 62 n.d. Kontrolle n.d. n.d.
Con#10~ 88 w Kontrolle [-11 B
Con #11 64 n.d. Kontrolle n.d. n.d.
Con #12 69 n.d. Kontrolle n.d. n.d.
Con#13~* 83 w Kontrolle Il 0
Con #14 74 n.d. Kontrolle n.d. n.d.
Con#15~* 85 M Kontrolle -1V B
Con#16 * 76 w Kontrolle -1V C
Con#17* 87 M Kontrolle -1l 0
Con#18~ 71 n.d. Kontrolle n.d. n.d.
Con#19~ 75 w Kontrolle -1V B
Con #20 * 77 w Kontrolle Il C
Con#21~* 63 M Kontrolle I 0
AD #01 * 83 M Alzheimer VI C
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AD #02 * 78 W Alzheimer \ C
AD #03 * 76 M Alzheimer V B
AD #04 * 88 w Alzheimer VI C
AD #05 * 67 W Alzheimer V-VI C
AD #06 * 82 w Alzheimer V C
AD #07 * 80 M Alzheimer V C
AD #08 * 75 M Alzheimer \ C
AD #09 * 74 M Alzheimer V-VI C
AD #10 * 83 M Alzheimer \ C
AD #11 * 80 M Alzheimer V C
AD #12 * 88 w Alzheimer \Y, C
AD #13 * 73 M Alzheimer V-VI C
AD #14 * 62 M Alzheimer \ C
AD #15 * 70 M Alzheimer \ C
AD #16 81 n.d. Alzheimer n.d. n.d.
AD #17 * 75 W Alzheimer \ C
AD #18 73 n.d. Alzheimer n.d. n.d.
AD #19 * 78 W Alzheimer V-VI C
AD #20 79 n.d. Alzheimer >V C
AD #21 86 n.d. Alzheimer >V C
AD #22 * 85 W Alzheimer v C
AD #23 75 n.d. Alzheimer VI C
AD #24 * 80 w Alzheimer \Y, C
AD #25 * 73 W Alzheimer V-VI C
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AD #26 * 85 W Alzheimer 1 C
AD #27 80 n.d. Alzheimer >V C
AD #28 * 78 w Alzheimer VI C
AD #29 * 87 M Alzheimer \Y C
AD #30 * 65 w Alzheimer V-VI C
AD #31 * 82 W Alzheimer V-VI C
AD #32 * 76 W Alzheimer V-VI C
AD #33 * 79 w Alzheimer \Y C
AD #34 * 87 M Alzheimer V C
AD #35 * 68 w Alzheimer VI C
AD #36 85 n.d. Alzheimer n.d. n.d.
AD #37 * 83 M Alzheimer \Y C

Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten humanen post mortem Gehirnproben. Verwendete
Abkulrzungen: AD: Alzheimer, Con: Kontrolle, M: mannlich, W: weiblich, CERAD: engl.: Consortium to
establish a registry for AD, *: verwendet zur Analyse der SMPD-Expression.

Die AD-Stadien laut CERAD A, B, C, 0 sind unter http://cerad.mc.duke.edu nachzulesen), die
Einteilung in Stadien nach Braak & Braak erfolgte nach Braak and Braak, 1991.

Die Mausegehirne zur Herstellung postnuklearer Fraktionen wurden aus C57BI6/N Wildtyp-
Mausen prapariert. Zur Gewinnung kortikaler Neurone wurden E14 Embryos von C57BI6/N
Wildtyp-Mausen verwendet, die vom Tierstall von Frau Dr. Petra Weiligerber (Institut fir

Pharmakologie und Toxikologie der Universitat des Saarlandes) bezogen wurden.

Fir die Fitterung mit Stigmasterol und DHA wurden mannliche Mause des Stamms
C57BI/6J verwendet. Die Futterung wurde unter der Leitung von Dr. Laus Broersen von
Danone Research (Nutricia Advanced Medical Nutrition, Danone Research, Centre of

Specialised Nutrition, Wageningen, Niederlande) durchgefiihrt.
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3.4 Verwendete Zelllinien

Tab. 4 Zelllinien

Zelltyp

Beschreibung

SH-SY5Y-Wildtyp
SH-SY5Y-SPA4CT-DA
(C99)
SH-SY5Y-APP695

Kortikale Neurone

Humane Wildtyp-Neuroblastoma-Zelllinie

Wildtypzellen, stabil transfiziert mit pCEP4/SPA4CT-DA von Dr.
Heike Grimm; Hygromycin resistent

Wildtypzellen, stabil transfiziert mit humanem pCEP4/APP695
von Dr. Heike Grimm; Hygromycin resistent

Kortikale Neurone aus Hirnen von E14 Mausembryonen,

prapariert von Inge Tomic

3.5 Zellkultur

3.5.1 Kultivierung und Passagieren eukaryotischer Zellen

Verwendete Puffer:

1x PBS: 137mM NaCl

2,7mM KCI

8,1mM N82P04X 2H20
1,5mM KH2P04

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt, die Lésung anschlielRend autoklaviert und bei RT

gelagert.

Verwendete Zellkulturmedien:

Tab. 5 Zellkulturmedien

Zelltyp

Medienzusammensetzung

SH-SY5Y-Wildtyp (wt)
SH-SY5Y-SPA4CT-DA
SH-SY5Y-APP695

Kortikale Neurone

DMEM, AS-Mix (1:100), 10% FCS

DMEM, AS-Mix (1:100), 10% FCS, 400ug/ml Hygromycin B
DMEM, AS-Mix (1:100), 10% FCS, 400ug/ml Hygromycin B

MEM 500ml, 20mlI NaHCO; (5,5%), 15ml Glukose (20%), 5mi
Natriumpyruvat, 5ml Glutamin, 5ml N2-Supplement, 10ml B27-
Supplement, 0,1% Ovalbumin
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Alle verwendeten Zellkulturmedien, Puffer und Lésungen waren steril und wurden vor der

Benutzung auf 37°C im Wasserbad erwarmt.

Alle SH-SY5Y-Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit in beschichteten
10cm?  Zellkulturschalen kultiviert und das Wachstum regelméRig kontrolliert. Ein
Mediumwechsel wurde alle 3-4 Tage durchgefiihrt. Um einen Befall mit Mykoplasmen
auszuschlieBen, wurde regelmafRig ein Mykoplasmentest der Firma Roche Diagnostik
(Mannheim) von Inge Tomic durchgeflihrt. Bei Erreichen 95 bis 100%iger Konfluenz wurden
die Zellen passagiert. Dazu wurde das Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und mit je 2ml Trypsin/EDTA pro Schale abgeldst. Das Ablésen der Zellen wurde
unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Es wurden 8ml frisches Zellkulturmedium zugegeben
und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Nun wurden die Zellen auf neue
Zellkulturschalen Uberfuhrt und das Medium wurde auf 10ml aufgefillt. Sollten die Zellen
anschlieend inkubiert werden, wurde immer im Verhaltnis 1:5 passagiert, d.h. die Zellen

von einer 10cm? Zellkulturschale wurden auf 5 neue 10cm? Schalen aufgeteilt.

Die kortikalen Neurone wurden von Inge Tomic aus den Gehirnen von E14 Mausembryonen
prapariert und bei 37°C und 7% CO, auf Poly-L-Lysin-beschichteten Zellkulturschalen
kultiviert. Im Gegensatz zu den SH-SY5Y-Zellen konnten diese Zellen nicht passagiert
werden. Sie wurden daher frisch prapariert und 7 Tage kultiviert, bevor sie fir Inkubationen

zur Verfigung standen.

3.5.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

(nach einem Protokoll aus der Dissertation von Dr. Marcus Grimm)

Verwendete Losungen

Lésung A: DMEM mit 30% FCS
Lésung B: DMEM mit 30% FCS und 20% DMSO

Zur langfristigen Lagerung der SH-SY5Y-Zelllinien, sowie um eine einheitliche Passagenzahl
zu gewahrleisten, wurden Gefrierkulturen angelegt und diese im flissigen Stickstoff
aufbewahrt. Hierflir wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 80% kultiviert, danach
wie oben beschrieben, gewaschen und abgelést. Nach Zugabe von 5ml Zellkulturmedium
und Vereinzeln durch Auf- und Abpipettieren wurde die Zellsuspension in ein 15ml
Falconréhrchen Gberflihrt und flr 5min mit 1500g bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die pelletierten Zellen in 1,5ml Lésung A resuspendiert.

Nach Zufligen von 1,5ml Lésung B wurde die Zellsuspension auf 2 Kryordhrchen aufgeteilt.
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Diese wurden in einem Einfrierbehalter, der mit Isopropanol gefiillt war im -80°C Schrank
gelagert, wobei die Gefrierkulturen langsam um je 1°C pro min bis auf -80°C heruntergekuhlt
wurden. AnschlieBend wurden die Gefrierkulturen in der Dampfphase des fllissigen

Stickstoffs gelagert.

Zum Auftauen kryokonservierter Zelllinien wurden die Gefrierkulturen im 37°C Wasserbad
aufgetaut und mit 5ml Zellkulturmedium gemischt. Die Zellsuspension wurde in ein
Falconréhrchen tberfihrt und fir 5min mit 15009 bei RT zentrifugiert. Nach Abnehmen des
Uberstandes wurden die Zellen in 5ml Zellkulturmedium resuspendiert und auf eine
Zellkulturschale mit 5ml vorgelegtem Medium gegeben. Die Zellen wurden dann, wie oben
beschrieben, kultiviert. Frisch aufgetaute Zellen wurden mindestens zweimal passagiert

bevor sie flr Inkubationen benutzt wurden.

3.5.3 Inkubation von cis- und trans-Fettsauren

Die hier verwendeten Fettsduren wurden von Cayman Chemical (Ann Arbor, USA) bezogen.

Tab. 6 Fettsduren

Fettsaure Formaler Name Konformation
Olsaure 9Z-Octadecensaure cis
Elaidinsaure 9E-Octadecensaure trans
Linolsaure 97,12Z-Octadecadiensaure cis, cis
Konjugierte Linolsaure (CLA) 9E,11E-Octadecadiensaure trans, trans

Alle verwendeten Fettsduren wurden in einer Konzentration von 100mM in Ethanol geldst.
Um ein Oxidieren der Fettsduren zu vermeiden, wurde das Ethanol zuvor fiir 20min im
Ultraschallbad entgast und dann bei -20°C gekuhlt, bevor es zum Ansetzen der Fettsauren
verwendet wurde. Die angesetzten Fettsauren wurden in Glasgefalle aufgeteilt und bis zu
ihrer Verwendung im flissigen Stickstoff gelagert.

Fir die Inkubation wurde Zellkulturmedium mit einem reduzierten FCS-Gehalt von 1%
verwendet. Dieses wurde bereits 12Std. vor Beginn der Inkubation zum Kultivieren der Zellen
verwendet. Die Fettsauren wurden dem Inkubationsmedium in einer finalen Konzentration
von 50uM zugegeben, das Kontrollmedium enthielt die entsprechende Menge des
Lésungsmittels Ethanol (0,5%o0 (v/v)). Das Medium wurde fir 5min sonifiziert, bevor es auf die
Zellen gegeben wurde. Die Inkubationsdauer betrug 5 Tage, wobei alle 12Std. das Medium

von den Zellen abgenommen und frisches Medium mit den Fettsauren zugegeben wurde.
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3.5.4 Inkubation von Plasmalogenen und Phospholipiden

Die hier verwendeten Lipide wurden von Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) bezogen.

Tab. 7 Plasmalogen und Phospholipide

Plasmalogen/
Formaler Name

Phospholipid

PC-PL 18:0/18:1 1-(1Z-octadecenyl)-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

PC-PL 18:0/20:4 1-(1Z-octadecenyl)-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

PC-PL 18:0/22:6 1-(1Z-octadecenyl)-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin

PE-PL 18:0/22:6 1-(1Z-octadecenyl)-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin

PC 18:0/18:1 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

PC 18:0/20:4 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

PC 18:0/22:6 1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

PE 18:0/22:6 1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin

Alle verwendeten Phospholipide und Plasmalogene wurden in einer Konzentration von
50mM in entgastem Ethanol geldst. Die angesetzten Phospholipide und Plasmalogene
wurden in Glasgefalie aufgeteilt und im flissigen Stickstoff gelagert.

12Std. vor der Inkubation wurden die Zellen in Zellkulturmedium mit einem reduzierten FCS-
Gehalt von 0,1% kultiviert. Die Plasmalogene wurden dem Inkubationsmedium mit 0,1% FCS
in einer finalen Konzentration von 100uM zugegeben, wobei die Konzentration des
Losungsmittels Ethanol bei 2%, (v/v) lag. Als Kontrolle wurden Zellen mit den
korrespondierenden Phospholipiden in der gleichen Weise inkubiert. Die Inkubationsdauer
betrug 24Std. wobei nach 12Std. das Medium von den Zellen abgenommen und durch

frisches Medium mit den zugesetzten Lipiden ersetzt wurde.
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3.5.5 Inkubation von Sphingomyelinase-Inhibitoren

Die hier verwendeten Inhibitoren wurden von Sigma Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

Tab. 8 SMase-Inhibitoren

Inkubierte Lésungs-
Inhibitor Target

Konzentration mittel
Amitriptylin aSMase 30uM ddH,O
Desipramin aSMase 10uM ddH,O
Maprotilin aSMase 10uM ddH,O
Fluoxetin aSMase 10uM ddH,O
GW4869 nSMase 2uM DMSO

Die Inkubation von Inhibitoren der aSMase und nSMase erfolgte in Inkubationsmedium mit
einem reduzierten FCS-Gehalt von 1% FCS. Die zu inkubierenden Zellen wurden bereits
12Std. vor Beginn der Inkubation in Medium mit 1% FCS kultiviert. Die Inhibitoren wurden
dem Inkubationsmedium in den in Tab. 8 angegebenen Konzentrationen zugegeben. Als
Kontrollen dienten Zellen, die mit den entsprechenden Mengen des jeweiligen
Lésungsmittels inkubiert wurden. Die Inkubationsdauer betrug 24Std., wobei nach 12Std.

das Inkubationsmedium erneuert wurde.

3.5.6 Inkubation von rekombinantem aSMase-Enzym

Die Inkubation von rekombinantem aSMase-Enzym erfolgte auf konfluenten SH-SY5Y wt
Zellen in 96-Loch Zellkulturschalen. Das Enzym, das als Standard (K-3201) im aSMase-
Aktivitats-Assay Kit der Firma Echelon (K-3200) enthalten war, wurde mit 150ul OptiMEM pro
Aliquot (Stockkonzentration: 10U/ml) frisch angesetzt und bis zur Verwendung auf Eis
gelagert. Die Zellen wurden einmal mit vorgewarmtem OptiMEM gewaschen und das
rekombinante Enzym wurde in sterilen Gefalden in einer finalen Konzentration von 1U/ml in
OptiMEM verdinnt. Pro Vertiefung der 96-Loch Zellkulturplatte wurden 50ul dieser
Verdlinnung mit einer Multistep-Pipette mit sterilem 1ml-Aufsatz zu den Zellen gegeben.
Dies entsprach einer Menge von 0,05U aSMase-Enzym pro Vertiefung. Die Inkubation
erfolgte flr 5Std., danach wurden die Zellen flr die Messung der Sekretase-Aktivitaten wie

unter Kapitel 3.8 beschrieben, verwendet.
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3.5.7 Inkubation von Sphingomyelin und Ceramid

Sphingomyelin und Ceramid wurden Uber Avanti Polar Lipids bezogen und in einer
Stockkonzentration von 50mM fur Sphingomyelin und 10mM fir Ceramid in eiskaltem,
entgastem Ethanol gel6ést. Die Lipide wurden in Glasgefale aufgeteilt und bis zu ihrer

Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert.

Die zu inkubierenden Zellen wurden vor der Inkubation fur 12Std. in Medium mit 1% FCS
kultiviert. Vor dem Zugeben der Lipide wurden diese in finalen Konzentrationen von 50uM fir
Sphingomyelin und 10uM fir Ceramid in Medium mit 1% FCS verdunnt, wobei die
Konzentration des Lésungsmittels EtOH 1%o (v/v) betrug. Hierzu musste das Medium auf
40°C im Wasserbad erwarmt werden. Die Lipide wurden fiir 5min im 37°C Heizschrank unter
Schitteln aufgetaut und dem Medium unter Rihren zugegeben. Das Medium mit den Lipiden
wurde auf etwa 37°C abgeklhlt und zu den Zellen gegeben. Die Inkubationsdauer betrug
24Std., wobei ein Mediumwechsel nach 12Std. stattfand.

3.5.8 Bestimmung der Zytotoxizitat

Nach Inkubationen in der Zellkultur musste eine Zytotoxizitat der inkubierten Substanz auf
die inkubierte Zelllinie ausgeschlossen werden. Dafur wurde das ,Cytotoxicity Detection Kit
Plus“ der Firma Roche verwendet. Diese Methode beruht auf der Messung der
Enzymaktivitdt der Laktatdehydrogenase (LDH), die bei Stérungen der Zellintegritat ins
Zellkulturmedium sezerniert wird, wahrend sie bei intakten Zellen zytosolisch vorliegt. Die ins
Medium abgegebene Menge der LDH ist also proportional zur Zytotoxizitat, die eine

inkubierte Substanz auf eine Zelllinie hat.

Zur Bestimmung der LDH-Aktivitadt wurde ein photometrischer Nachweis verwendet: Durch
die LDH vermittelte Oxidation von Laktat zu Pyruvat wird NAD" zu NADH+H" reduziert.
Dieses dient in der Folge der Diaphorase zur Reduktion des Tetrazoliumsalzes (INT) zu

Formazan, dessen Entstehung photometrisch verfolgt werden kann.

Die Bestimmung der Zytotoxizitat erfolgte nach einem modifizierten Protokoll des Herstellers
wie in der Dissertation von Frau Dr. Johanna Kuchenbecker beschrieben. Fir jede inkubierte
Substanz wurde die LDH-Bestimmung von mindestens drei unabhangigen Inkubationen

durchgefinhrt.
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3.5.9 Transienter aSMase Knockdown

Zur Herstellung von aSMase Knockdown Zellen wurden SH-SY5Y wt Zellen mit aSMase
siRNS (h) (Santa Cruz Biotechnology) transfiziert. Hierzu wurden die Zellen bis zu einer
Konfluenz von 80-90% kultiviert. In zwei sterilen Eppendorfgefallen wurden
Transfektionsansatz A, der 1ug siRNA in 100ul OptiMEM GlutaMAX (Gibco) enthielt, und
Transfektionsansatz B, bestehend aus 8ul des Transfektionsreagenzes Lipofectamine ™2000
(Invitrogen) in  100pl OptiMEM GlutaMAX fir 5min  bei RT inkubiert. Beide
Transfektionsansatze wurden vereinigt, erneut 20min bei RT inkubiert und dann auf 1ml mit
auf 37°C vorgewarmtem OptiMEM aufgefullt. Die zu transfizierenden Zellen wurden einmal
mit OptiMEM gewaschen und der Transfektionsansatz zugegeben. Dabei wurde 1ml fir je
eine Vertiefung einer 6-Loch Zellkulturschale oder 50ul flr eine Vertiefung einer 96-Loch
Zellkulturschale verwendet. Nach 5Std. wurde das Medium mit der siRNS von den Zellen
abgenommen und die Zellen wurden fir weitere 24Std. in Kultivierungsmedium mit 10% FCS

inkubiert, bevor sie analysiert wurden.

3.6 RNS-analytische Arbeiten

3.6.1 Isolierung der Gesamt-RNS

(in Zusammenarbeit mit Sven Grésgen)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Gesamt-RNS aus inkubierten Zellen mit Trizol isoliert.
Hierzu wurden die Zellen in 1ml Trizol pro 10cm?-Zellkulturschale mit einem Gummischaber
abgeschabt und in 1,5ml Reaktionsgefalte Uberflihrt. Nach einer 5minutigen Inkubation bei
RT wurden den Proben 200ul Chloroform zugegeben und fir 15sek gevortext. Nach weiteren
3min bei RT wurden die Proben bei 12000rpm fir 15min zentrifugiert, wobei sich 3 Phasen
ausbilden: Die obere Phase enthalt die RNS, die mittlere enthalt Proteine und die untere
Phase enthalt die DNS. Die obere Phase wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal}
Uberfuhrt und mit 500ul Isopropanol versetzt. Nach 10mindtiger Inkubation bei RT wurden
die Proben erneut fir 10min bei 12000rpm und 4°C zentrifugiert, wobei die isolierte RNS
pelletiert wird. Diese wurde mit 1ml 75%igem Ethanol gewaschen, erneut bei 7500rpm fur
5min abzentrifugiert und fir etwa 5min getrocknet. Die RNS wurde in 100ul RNase freiem

H,O aufgenommen und im Wasserbad bei 55°C fir 10min inkubiert.

Zur Bestimmung der Konzentration der isolierten RNS wurde diese in RNase-freiem H,O

verdinnt und die Absorption bei einer Wellenlange von 260nm gemessen. Da eine Extinktion
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von 1 bei reiner RNS der Konzentration 40ug/ml entspricht, lasst sich die Konzentration mit

der Formel
c[ug/ml] = ODygonm * Verdinnungsfaktor = 40ug/ml

bestimmen. Zusatzlich wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 280nm gemessen,
bei der das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt. So konnte Uber das Verhaltnis von
ODog0 zu ODyg die Reinheit der RNS ermittelt werden. Bei reiner RNS liegt der Wert bei 2,2.
Fir weitere Analysen wurden nur RNA-Praparationen verwendet, bei denen der Wert
zwischen 2,0 und 2,2 lag. Die isolierte RNS konnte nun bis zu ihrer Verwendung bei -80°C

gelagert werden.

3.6.2 Synthese von cDNS

(in Zusammenarbeit mit Sven Grésgen)

Zur reversen Transkription der isolierten RNS in cDNS wurde das ,High Capacity cDNA RT
Kit“ (Life Technologies) verwendet. Die isolierte RNS wurde nach den Angaben des
Herstellers, wie in der Dissertation von Frau Dr. Johanna Kuchenbecker beschrieben, in

cDNS umgeschrieben.

Die gewonnene cDNS wurde 1:10 in Nuklease-freiem H,O verdinnt und bis zu ihrer

Verwendung bei -80°C gelagert.

3.6.3 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

(in Zusammenarbeit mit Sven Grésgen)

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRTPCR: engl.: ,quantitative
Real Time Polymerase chain reaction®) wurde die zu einem bestimmten Zeitpunkt
vorliegende Menge an mMRNS verschiedener Gene und damit ihr Expressionsniveau
bestimmt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die SYBR-Green Methode verwendet.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tab. 9 zusammengefasst.

Tab. 9 Sequenzen aller verwendeten Primer

Gen forward reverse
B-Actin 5°-CTT CCT GGG CAT GGA GTC-3° 5'-AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG-3°
ADAM10 5-GCA AAC TGA AAC CTG GGA AA-3’ 5"-TTC CTT CCC TTG CAC AGT CT-3°
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ADAM17

APH1a

APH1b

BACE1

NCSTN

PS1

PS2

PEN2

SMPD1

SMPD2

SMPD3

SMPD3a

SMPD3b

SMPD4

5-CTG TGT GCC CTATGT CGA TG-3°

5-CAG CCATTATCC TGC TCC AT-3’

5-GTG TCA GCC CAG ACC TTC AT-3°

5-AAT ACC TGC GGT GGA AGA TG-3’

5-CTG TAC GGA ACC AGG TGG AG-3’

5-CTC AAT TCT GAA TGC TGC CA-3’

5’-GAT CAG CGT CAT CGT GGT TA-3’

5-CAT CTT CTG GTT CTT CCG AGA G-3°

5’-CCG AAT TGT AGC CAG GTATGA-3’

5-CTG CTG GTG CTC CAT CTA AGT-3’

5-CCT CTG ACG ACA AGC TGG A-3°

5-CCT GCG CTG GGT AAT CAT-3’

5-CCC TCATCAACT CCT CCATC-3’

5-CTC ATG CCA AGG AGT CGT TC-3’

5'-CAG CTG GTC AAT GAA ATC CC-3’

5-GGAATG TCAGTC CCG ATG TC-3’

5-CAG GCA GAG TTT CAG GCT TC-3’

5-GCC CTC CAT GAT AAC AGC TC-3’

5-GAG AGG CTG GGA CTG ATT TG-3’

5-GGC ATG GAT GAC CTT ATA GCA-3’

5-GGA ACA GCA GCA TCA GTG AA-3’

5’-AGA AGA GGA AGC CCA CAG C-3°

5-GCC GGC TCAGAG TCT CTT C-3°

5-GCC ACA CGA TGT GCT AGG TA-3’

5-CGT TCG TGT CCA GCA GAG TA-3’

5-CTA GCC ATG GTT TCC AGA GGT-3’

5-CAG TTT CTC ATC GGG CAC A-3’

5-CTC TGG CTT CAG GCT GTT G-3°

Die Bestimmung der Gen-Expression erfolgte in 96-Loch-Platten, wobei flr jede Vertiefung

folgender Ansatz pipettiert wurde:

0,5ul
0,5ul

Primer forward

Primer reverse

4ul Nuklease-freies H,O

10ul

SYBR Green Master Mix

5ul  cDNS

Die Messung der Expression erfolgte in einem 7500 Fast Real Time PCR System Gerat (Life

Technologies) mit der Software SDS unter Verwendung der folgenden Einstellungen:

Tab. 10 Einstellungen des PCR-Gerits

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
1 95°C 20sek 1
2 95°C 3sek
40
3 60°C 30sek
4 Schmelzkurvenanalyse 1
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Die Analyse der Schmelzkurven diente zur Uberpriifung der spezifischen Primerbindung. Die
Ergebnisse wurden mit Hilfe der A/AC-Methode nach Livak und Schmittgen (Livak and
Schmittgen, 2001) ausgewertet, wobei (B-Aktin als nicht reguliertes ,Housekeeping-Gen*
genutzt und die Expression der zu analysierenden Gene als relative Veranderung zur Aktin-

Expression berechnet wurde.

3.7 Proteinanalytische Arbeiten

3.7.1 Chemischer Zellaufschluss

Verwendete Puffer:

Lysepuffer 10x Protease-Inhibitor

150mM NacCl 1 Tablette Complete Protease-Inhibitor
50mM Tris/HCI, pH7,4 - gelést in 5ml ddH,O

2mM EDTA - bei -20°C gelagert

0,1% NP-40

0,1% Triton X-100

Vor der Verwendung wird 1:10 Protease-Inhibitor frisch dazugegeben.

Zur Durchfihrung proteinanalytischer Nachweise wurden die zuvor inkubierten Zellen
chemisch aufgeschlossen. Der komplette Zellaufschluss wurde auf Eis durchgefuhrt. Das
Zellkulturmedium wurde von den Zellen abgenommen und die Reste durch zweimaliges
Waschen mit 4°C kaltem 1xPBS entfernt. Pro 10cm?Zellkulturschale wurden 400yl
Lysepuffer zu den Zellen gegeben. Diese wurden mit einem Zellschaber abgeschabt, in ein
1,5ml Reaktionsgefal® Uberfihrt und fir 30min auf Eis inkubiert. Fir den Nachweis der
Proteine ADAM17, BACE1 und PS1 wurden die Proben zuséatzlich dreimal durch eine
27Gx3/4 Nr.20 0,4mmx19mm-Kanlle gezogen. Die lysierten Zellen wurden zur Entfernung
des Zelldepris bei 13000rpm fir 5min zentrifugiert und der Uberstand je nach

Verwendungszweck sofort zur weiteren Analyse eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

3.7.2 Mechanischer Zellaufschluss

Diese Aufschlussmethode wurde zum Homogenisieren von Gehirnen oder Zellen verwendet.

Zellen wurden vor dem Homogenisieren dreimal mit 4°C kaltem 1xPBS gewaschen und je
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nach Anwendung im entsprechenden Puffer mit einem Gummischaber abgeschabt. Die
Zellen wurden in spezielle Glasréhrchen Uberfihrt und durch Auf- und Abbewegen des
TeflonstolRels des Potters homogenisiert. Dabei waren die Umdrehungszahl des Potters
sowie die Anzahl der ausgefuhrten Auf- und Abbewegungen variabel und wurden je nach
nachfolgender Analysemethode gewahlt. Gehirne wurden ebenfalls mit kaltem 1xPBS
gespllt und in der gleichen Weise homogenisiert. Tab. 11 fasst die verschiedenen

Homogenisierungsbedingungen zusammen.

Tab. 11 Homogenisierungsbedingungen in Abhangigkeit der nachfolgenden Anwendung

Anwendung Umdrehungszahl [rpm] Anzahl StoRe
Membranpraparation aus Zellen 1000 25
Membranpraparation aus Gehirnen 1000 50
Massenspektrometrische Analyse 1500 50
Isolation von Lipid Rafts 1500 10
Isolation von Endosomen 1000 20

3.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsaure-Methode

(nach einem Protokoll von Smith et al., 1985)

Zur Ermittlung des Proteingehaltes eines Zellhomogenats oder -lysates wurde die
Bicinchoninsaure-Methode (BCA) verwendet. Dazu wurde eine BCA-Arbeitslésung
angesetzt, die 4% Kupfersultfatibsung und Bicinchoninsdure im Verhaltnis 1:39 enthielt.
Proteine reduzieren im alkalischen Milieu Cu(ll) zu Cu(l), welches mit der Bicinchoninsaure
einen violetten Komplex bildet, dessen Entstehung photometrisch bei einer Absorption von
560nm bestimmt werden kann. Die Absorption ist dabei direkt proportional zur

Proteinmenge.

Fir den BCA-Test wurden die Proben als Dreifachbestimmung in die Vertiefungen einer 96-
Loch-Platte gegeben. Dabei wurde die eingesetzte Menge entsprechend der zu erwartenden
Proteinkonzentration gewahlt und die Proben gegebenenfalls verdlinnt. Zusatzlich wurde
eine Standardreihe aus Verdinnungen des Proteins Rinderserumalbumin in 12
verschiedenen Konzentrationen von 0-1,1mg/ml bendtigt, die spater als Referenz zur
Berechnung der Proteinkonzentrationen der zu analysierenden Proben dient. Von jeder
Verdinnung der Standardreihe wurden 20ul auf die 96-Loch-Platte pipettiert. Zu den Proben
und den Standards wurden 200ul der BCA-Arbeitsldsung gegeben und die Platte flr 15min
bei 37°C und darauf folgend fur weitere 15min bei RT unter leichtem Schitteln inkubiert. Die

Absorption bei 560nm wurde in einem Platten-Photometer ausgelesen und mit Hilfe der
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Geradengleichung der Standardreihe konnte die Proteinkonzentration der zu analysierenden

Proben berechnet werden.

3.7.4 Immunoprazipitation
(nach Celis, 1998)

Verwendete Puffer:

Waschpuffer A Waschpuffer B Waschpuffer C
10mM Tris/HCI pH 7,5 10mM Tris/HCI pH 7,5 10mM Tris/HCI pH7,5
150mM NaCl 500mM NacCl

0,1% (v/v) NP-40 0,1% (v/v) NP-40

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

2mM EDTA 2mM EDTA

Die Immunoprazipitation dient zur Anreicherung der zu untersuchenden Proteine aus
Zelllysaten oder Zellkulturmedium. Hierzu wurden zu je 1ml Zelllysat bzw. Medium 20pl
Protein-A- oder Protein-G-Sepharose und je nach Protein der entsprechende Antikdrper (AK)
gegeben. Tab. 12 fasst die in dieser Arbeit zur Immunoprazipitation verwendeten AK

Zusammen.

Tab. 12 AK fiir die Inmunoprazipitation

Antigen Lokalisation AK Konzentration @ Sepharose

AB Medium W02 10ug/ml Protein-G-Sepharose
a-CTF Zelllysat 2214 Sug/ml Protein-A-Sepharose
B-CTF Zelllysat W02 10pg/mli Protein-G-Sepharose

Vor jeder Immunoprazipitation wurde der Proteingehalt der Proben mittels BCA-Methode
bestimmt, und die Proben wurden auf die maximal mdgliche Proteinkonzentration eingestellt.
Nach Zugabe des entsprechenden AKs und der Sepharose wurden die Proben Uber Nacht
bei 4°C auf dem Uberkopftaumler inkubiert. Danach wurde das Prézipitat fir 1min bei
13000rpm abzentrifugiert und nacheinander mit je 1ml Waschpuffer A, B und C gewaschen.
Die Prazipitate wurden mit 3x Protein-Probenpuffer versetzt und wie unten beschrieben

weiter verarbeitet.
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3.7.5 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

(nach Schagger and von Jagow, 1987)

Verwendete Puffer:

3x Protein-Probenpuffer Kathodenpuffer
187,5mM Tris/HCI, pH 6,8 100mM Tris

6% (w/v) SDS 100mM Tricine
30% (v/v) Glycerin 0,1% (w/v) SDS

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

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte entweder direkt aus dem Zelllysat
oder nach vorheriger Anreicherung des gewilnschten Proteins mittels Immunoprazipitation.
Wurden Lysate benutzt, wurden die Proben zunachst auf gleiche Proteinkonzentrationen
eingestellt und mit 3x Protein-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden fiur 5min bei 98°C
aufgekocht, mit Ausnahme der Proben aus denen die Proteine PS1, BACE1 und ADAM17
detektiert werden sollten. Nach vorheriger Immunoprazipitation wurde das komplette
Prazipitat eingesetzt und mit 20ul Proteinprobenpuffer ebenfalls fir 5min bei 98°C
aufgekocht. Kondensierte Probe an den Wanden und den Deckeln der Reaktionsgefalle
wurde kurz abzentrifugiert und die Proben durch Vortexen gemischt. Die Proben wurden
dann in die Taschen von kommerziell erhaltlichen Tris/Tricin-Gelen mit einem Gradienten
von 10-20% pipettiert. Je nachdem welches Protein detektiert werden sollte, wurden 10-50ug
Protein pro Tasche aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in mit
Kathodenpuffer gefiillten Gelkammern bei 120V fir ca. 1,5Std.

3.7.6 Proteintransfer mittels Western Blotting
(nach Celis, 1998)

Verwendete Puffer:

Transferpuffer Transferpuffer mit Methanol und SDS
25mM Trizma Base Transferpuffer (siehe links)
157mM Glycin + 20% (v/v) Methanol

+0,025% SDS

Das Tris/Tricin-Gel mit den elektrophoretisch aufgetrennten Proben wurde auf eine

Nitrozellulose-Membran (PROTRAN, 0,45 pm PorengroRe) gelegt, die zuvor mit
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Transferpuffer befeuchtet wurde. Die Membran mit dem Gel wurde zwischen je 3 Lagen
ebenfalls mit Transferpuffer befeuchteten Whatman-Papier gelegt und zusammen mit in
Transferpuffer eingeweichten Schwammen auf beiden Seiten in einem Transfer-Sandwich
fixiert. Dieses wurde in eine Transferkammer gefillt mit Transferpuffer mit Methanol und
SDS eingehangt. Die im Gel nach Grofie aufgetrennten Proteine wurden bei einer Spannung
von 380mA bei 4°C auf die Nitrozellulose-Membran transferiert. Je nach GrofRRe des zu

detektierenden Proteins betrug die Transferdauer zwischen 1 und 3Std.

3.7.7 Proteindetektion mit der ,,enhanced chemoluminescence‘ (ECL)-Methode

(nach einem Protokoll des Amersham ECL-Detection Kits)

Verwendete Puffer:

1x PBS 1x TBST

137mM NaCl 10 mM Tris/HCI pH8
2,7mM KClI 150 mM NaCl

8,1mM Na,PO, x 2H,0 0,05 % (w/v) Tween-20

1,5mM KH,PO,

Bei allen Nachweisen, die mit dem AK W02 erfolgten, wurde die Nitrozellulose-Membran
nach dem Transfer fur 10min in PBS aufgekocht, fir alle anderen AK entfiel dieser Schritt.
Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran zunachst mit 10% (w/v)
Magermilchpulver (MP) in PBS oder TBST flr 1Std. bei RT bzw. tUber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach 3 Waschschritten, bei denen die Membran fir je 5min in PBS oder TBST
geschwenkt wurde, erfolgte die Inkubation des Primar-AKs. Nach weiterem dreimaligem
Waschen in PBS oder TBST wurde die Membran mit dem entsprechenden Sekundar-AK, an
den das Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt war, fir 1Std. bei RT inkubiert. Die
Inkubationszeiten, Konzentrationen, sowie die verwendeten Puffer der einzelnen AK sind in
Tab. 13 zusammengefasst. Nach abgeschlossener Inkubation des Sekundar-AKs wurde die
Membran dreimal fir je 10min in PBS oder TBST gewaschen, um ungebundenen AK zu

entfernen.
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Tab. 13 Primar- und Sekundar-AK zum Proteinnachweis

3 Material und Methoden

Antigen Primar-AK Konzen- Inkuba- Sekundar- Konzen-
tration/ tionsdauer AK tration/
Puffer Puffer
AB W02 1ug/ml/ 1,5Std./ Anti-mouse 1:5000/
APP 1% MP (w/v) | RT (Dako) PBS
sAPPa in PBS
B-CTF
sAPP 3 Anti-sAPP B | 1:200/ Uber Nacht/ | Anti-rabbit 1:10000/
MyBio 5% MP (w/v) | 4°C (Promega) 5% MP (w/v)/
Source in PBS in PBS
ao-CTF 2214 1:5000 Uber Nacht/ | Anti-rabbit 1:10000/
in PBS 4°C (Promega) 5% MP (w/v)/
in PBS
Adam10 422751 1:2000/ Uber Nacht/ | Anti-rabbit 1:10000/
Merck 5% MP (w/v) | 4°C (Promega) 5% MP (w/v)
in PBS in PBS
Adam17 Ab39162 1:5000/ 1,5Std./ Anti-rabbit 1:10000/
abcam 5% MP (w/v) | RT (Promega) 5% MP (w/v)
in PBS in PBS
AGPS Ab90642 1:500/ 1,5Std./ Anti-rabbit 1:5000/
Abcam 5% BSA, 1% | RT (Promega) 5% BSA, 1%
MP (w/v) MP (w/v)
in TBST in TBST
Bace1 B0806 1:1000/ 1,5Std./ Anti-rabbit 1:10000/
Sigma 5% MP (w/v) | RT (Promega) 5% MP (w/v)
in PBS in PBS
Cadherin Ab6528 1:1000/ 1,5Std./ Anti-rabbit 1:10000/
Abcam 5% MP (w/v) | RT (Promega) 5% MP (w/v)
in PBS in PBS
EEA1 Ab2900 1:1000/ 1,5Std./ Anti-rabbit 1:10000/
Abcam 5% MP (w/v) | RT (Promega) 5% MP (w/v)
in PBS in PBS
Flotillin 610821 BD 1:250/ 1,5Std./ Anti-mouse 1:5000/
5% MP (w/v) | RT (Dako) PBS

in PBS
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PS1 sc-7860 1:500/ Uber Nacht/ | Anti-rabbit 1:10000/
Santa 5% MP (w/v) | 4°C (Promega) 5% MP (w/v)
Cruz in PBS in PBS
Nicastrin N1660 1:500/ Uber Nacht/ | Anti-rabbit 1:10000/
Sigma 5% MP (w/v) | 4°C (Promega) 5% MP (w/v)
in TBST in PBS

Der entstandene Komplex aus dem nachzuweisenden Protein, dem Primar- und dem
Sekundar-AK wurde mit der ECL-Methode nachgewiesen. Die Membran wurde mit
Whatman-Papier getrocknet und flr 1min mit ECL-L&sung, bestehend aus ECL1 und ECL2
im Verhaltnis 1:1 inkubiert. Die Membran wurde zwischen 2 Folien gelegt und das
Uberschissige ECL ausgestrichen. Durch die Meerrettichperoxidase-katalysierte Reduktion
des in der ECL-LAsung enthaltenen Luminols entstand eine Chemolumineszenz, die durch

Auflegen eines Réntgenfilms detektiert wurde.

3.7.8 Bestimmung der AB-Degradation

(in Zusammenarbeit mit Janine Mett)

Zur Bestimmung der Degradation von AB-Peptiden wurde nach der Inkubation das
Zellkulturmedium abgenommen und zur Entfernung toter Zellen fir 5min bei 13000rpm
zentrifugiert. In 1ml des Mediums wurden 0,25ug synthetisches AB40 gegeben und dieser
Ansatz fir 24Std. bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Um die spezifische
Degradation Uber das Enzym IDE (engl.: insulin degrading enzyme) zu ermitteln, wurde von
jeder Probe ein zweiter Ansatz angefertigt, der zusatzlich mit 1mM des IDE-Inhibitors NEM
(N-Ethylmaleimid) versetzt wurde. Nach der Inkubation wurden 12ul jeder Probe mit 3x
Protein-Probenpuffer versetzt und die Proteine wie oben beschrieben Uber ein 10-20% Tris-
Tricin-Gel aufgetrennt. Die Detektion des verbliebenen ABs erfolgte wie beschrieben mit dem
AK W02.
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3.7.9 Bestimmung der APP-Lokalisation an der Zelloberflache mittels FACS

(in Zusammenarbeit mit Benjamin Hundsdorfer)

Verwendete Puffer:

PBS-EDTA FACS-Puffer FACS-Fix

5mM EDTA 2% BSA (w/v) 8,5g/I NaCl

in 1XxPBS in 1XxPBS 109/l PFA
in 1XxPBS

Die selektive Detektion von APP an der Zelloberflache wurde mit Hilfe der FACS-Analyse
(FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting) durchgefihrt. Hierfir wurden SH-SY5Y wt
Zellen nach Beendigung der Inkubation mit 1xPBS gewaschen und fir 10min in PBS-EDTA
inkubiert, wobei sich die Zellen von der Zellkulturschale ablésen. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von FACS-Puffer gestoppt, und die Zellsuspension wurde in ein FACS-R6hrchen
dberfihrt. Durch Auf- und Abziehen mit der Pipette wurden die Zellen vereinzelt und danach
fir 4min bei 1400rpm und 4°C abzentrifugiert. Auf das Zellpellet wurde der Primar-AK anti-
APP (A8967, Sigma Aldrich) 1:200 verdiinnt in FACS-Puffer gegeben und fir 1Std. auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert und einmal gewaschen, bevor der Sekundar-AK
anti-rabbit-FITC (ab6717, Abcam) in einer Verdinnung von 1:200 in FACS-Puffer flr eine
weitere Std. inkubiert wurde. Nach der Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert, gewaschen
und in einer Mischung aus 150ul FACS-Fix und 250yl FACS-Puffer resuspendiert. Die
Proben wurden in einem FACSCantoll Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson

(Heidelberg) unter Verwendung der FACSDiva 6.1 Software analysiert.

3.7.10 Die Bestimmung des Oberflachenanteils von Proteinen mittels Biotinylierung

Zur Bestimmung des Anteils von BACE1 und APP an der Zelloberflaiche wurden selektiv die
Oberflachenproteine durch die kovalente Bindung von Biotin markiert. Hierzu wurden die
Zellen dreimal mit kaltem 1xPBS/ 1mM MgCl,/ 0,1mM CaCl, (PBS-Mg-Ca) gewaschen, in
1ml PBS-Mg-Ca abgeschabt und in Eppendorfgefal3e Uberflihrt. Pro Ansatz wurden 0,5mg
EZ-Link-Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) zugegeben und die Proben wurden fir 30min bei 4°C
auf dem Uberkopftaumler inkubiert. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS-Mg-Ca
gewaschen und die Biotinylierungsreaktion wurde durch die Zugabe von 100mM Glyzin/PBS
gestoppt. Nicht gebundenes Biotin wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS-Mg-Ca
entfernt und die Zellen wurden lysiert (siehe Kapitel 3.7.1). Nach Zentrifugation der Proben
bei 14.500rpm fir 15min bei 4°C wurde die Proteinkonzentration mittels BCA-Methode
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bestimmt und die Proben wurden auf die gréRtmdgliche einheitliche Proteinkonzentration
eingestellt. Die biotinylierten Proteine wurden mittels Immunoprazipitation mit je 100yl
50%iger Streptavidin-Agarose (Pierce) Uber Nacht bei 4°C auf dem Uberkopftaumler
angereichert. Die Prazipitate wurden dreimal mit Lysepuffer gewaschen, bevor sie in 3x
Protein-Probenpuffer fir 5min bei 98°C aufgekocht wurden. Der Nachweis von BACE1 und

APP erfolgte im Western Blot Verfahren mittles spezifischer AK wie oben beschrieben.

3.8 Analyse von Enzymaktivitaten

3.8.1 Bestimmung der Aktivitdt der a-, B- und y-Sekretase
(Protokoll verandert und erweitert nach der Dissertation von Frau Dr. Eva Zinser; die

Messung der a-Sekretase-Aktivitat erfolgte in Kooperation mit Viola Haupenthal)

Die Messung der Enzymaktivitat der a-, B- bzw. y-Sekretase erfolgte mittels Fluoreszenz-
basierter Nachweise. Dabei wurden intern gequenchte fluorogene Substrate verwendet, die
spezifische Schnittstellen der jeweiligen Sekretasen tragen. Die nach der Spaltung emittierte
Fluoreszenz ist dabei proportional zur Aktivitat der Sekretasen. Das Originalprotokoll aus der
Dissertation von Frau Dr. Eva Zinser zur Bestimmung der Sekretase-Aktivitat aus isolierten
Plasmamembranen inkubierter Zellen wurde beziglich der Resuspensation der Membranen
weiterentwickelt und basierend auf diesem Protokoll die Methode zusatzlich fir die Messung
der Sekretase-Aktivitdt aus isolierten Plasmamembranen humaner oder muriner Gehirne
etabliert, woflr eine Anpassung des Gewebeaufschlusses und der einzusetzenden
Proteinmenge nétig war. Dartberhinaus wurde ein Verfahren zur Messung der Sekretase-
Aktivitaten direkt aus lebenden SH-SY5Y wt Zellen entwickelt.

3.8.1.1 Bestimmung der Sekretase-Aktivitat aus isolierten Plasmamembranen

Herstellung postnuklearer Fraktionen

Verwendete Puffer:

a-Saccharose-Puffer B- ly-Saccharose-Puffer

200mM Saccharose 200mM Saccharose

10mM Tris/HCI pH 7,4 10mM Tris/HCI pH 7,4
1mM EDTA
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Die Herstellung postnuklearer Fraktionen (PNFs) erfolgte zum einen aus bereits inkubierten
SH-SY5Y-Zellen, zum anderen wurden PNFs aus unbehandelten Zellen, Gehirnen von WT-
Mausen und aus post mortem Gehirnmaterial von AD-Patienten gewonnen. Diese standen
dann fur in vitro Inkubationen zur Verfigung. Zur Herstellung von PNFs aus SH-SY5Y wt
Zellen wurden diese zweimal mit 4°C kaltem 1xPBS gewaschen, in Saccharose-Puffer
abgeschabt und mechanisch mit einem Potter homogenisiert. Wurden PNFs aus Gehirnen
hergestellt, so wurden die Gehirne mehrmals mit 4°C kaltem 1xPBS gespdilt und ebenfalls in
Saccharose-Puffer homogenisiert. Der Proteingehalt wurde mittels Bicinchonsaure-Methode
bestimmt. Die Proben fiir die Messung der a-Sekretase wurden auf 1mg Protein pro ml, die
fur die Messung der 3- oder y-Sekretase auf 2mg/ml fir SH-SY5Y wt Zellen bzw. 4mg/ml fir
PNFs aus Gehirnen eingestellt. Zellkerne und Debris wurden mit 900g flr 10min bei 4°C
abzentrifugiert und der Uberstand, der der postnuklearen Fraktion entspricht, bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

In vitro-Inkubation von PNFs

Zur Bestimmung des direkten Effektes einer Substanz auf die Aktivitat der a-, B- bzw. y-
Sekretase wurden PNFs in vitro mit den jeweiligen Substanzen inkubiert. Hierzu wurden
PNFs wie oben beschrieben aus SH-SY5Y wt Zellen gewonnen, die zuvor fir 24Std. mit
reduziertem FCS-Gehalt von 0,1% Kkultiviert wurden. Die PNFs wurden zu je 1ml in
Glasgefale aliquotiert. Um ein Ausfallen der zu inkubierenden Lipide zu vermeiden, wurden
die PNFs fir 5min bei 37°C im Wasserbad erwarmt und die Lipide unter Vortexen

zugegeben. Die Inkubation erfolgte flir 15min unter leichtem Schitteln bei 37°C.

Membranpraparation

Verwendete Puffer:

a-Assay-Puffer B- ly-Assay-Puffer
a-Saccharose-Puffer Entspricht B- /y-Saccharose-Puffer
+ 5 uM CaCl2

+ 5 uM ZnCI2

Frisch vor Gebrauch zugesetzt:
1,46uM Pepstatin A

1uM R-Sekretase Inhibitor Il
Proteaseinhibitor Complete EDTA-frei
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Zur lIsolation von Plasmamembranen wurden die PNFs flr 75min mit 55000rpm bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die pelletierten Membranen wurden dann im
Assay-Puffer fur die jeweilige Sekretase aufgenommen. Durch wiederholtes Aufziehen (10x)
in Kanidlen mit kleiner werdendem Durchmesser wurden die Membranen solubilisiert.

Folgende Kanilen wurden verwendet:

23Gx1%4, 0,6mm x 30mm
27Gx%, 0,4mm x 19mm

U-100 Insulinspritze, 0,33mm x 12,7mm

Spater wurde dieses Verfahren zur Resuspendierung der Membranpellets durch die
Aufarbeitung mit dem Minilys-Gerat der Firma Peqlab (Erlangen) ersetzt. Hierzu wurden die
Membranpellets nach der Ultrazentrifugation in Saccharose-Puffer mit der Pipette von der
Gefallwand abgespllt, dann wurden ca. 2mg Glaskigelchen mit einem Durchmesser von
0,2mm zugegeben, und die Membranen wurden durch 10-sekindiges Schutteln mit mittlerer

Geschwindigkeit im Minilys-Gerat solubilisiert.

Messung der Sekretase-Aktivitaten

Fir die Bestimmung der Aktivitdten der a-, - bzw. y-Sekretase wurden die solubilisierten
Membranpraparationen als Dreifachbestimmung auf schwarze 96-Loch-Platten pipettiert. Pro
Vertiefung wurden dabei 100ul eingesetzt, was den in Tab. 14 angegebenen Proteinmengen
entsprach. Bei der Bestimmung der B-Sekretase-Aktivitat wurden die Proben 1:1 mit 1x PBS
mit einem pH-Wert von 4,5 verdinnt. Folgende Substrat- und Proteinmengen wurden

verwendet:

Tab. 14 Verwendete Sekretase-Substrate zur Messung aus isolierten Membranen

Substrat Konzentration Proteinmenge
a-Sekretase Substrat |l 3uM e 100pug flr SH-SY5Y Membranen

. M
(Calbiochem No. 565767) e 50ug fir Membranen aus Gehirnen
B-Sekretase Substrat IV 20uM o 125ug fir SH-SY5Y Membranen
(Calbiochem No. 565758) e 250ug fir Membranen aus Gehirnen
\-Sekretase Substrat 6.25.M e 250ug flr SH-SY5Y Membranen
(Calbiochem No. 565764) e 500ug fir Membranen aus Gehirnen
TACE Substrat 4uM e 100ug

(Calbiochem No. 616403)
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Nach Zugabe des jeweiligen Substrates wurde die Umsetzung kontinuierlich in einem
Fluorometer unter Lichtausschluss aufgezeichnet. Die Emissions- und
Extinktionswellenlangen sowie die aufgezeichnete Anzahl an Zyklen sind in Tabelle 15
zusammengefasst. Die Emissionsspektren des - und y-Sekretase Substrats, anhand derer
die Wellenlangen und die Bandbreite fur die Messungen festgelegt wurden, sind im

Ergebnisteil aufgefihrt.

Tab. 15 Messparameter der Sekretase-Assays aus isolierten Membranen

Sekretase Extinktions- Emissions- Zyklenanzahl &
wellenldnge wellenldnge Intervall
a-Sekretase 340 £ 10nm 490 £ 10nm 120, 120sec
B-Sekretase 345 + 5nm 500 + 2,5nm 180, 60sec
y-Sekretase 355 + 10nm 440 £ 10nm 50, 180sec
TACE 340 + 10nm 490 £ 10nm 120, 120sec

Um die Spezifitdt der Aktivitdtsmessungen zu uUberprifen, wurden die Aktivitdten in
Anwesenheit von Inhibitoren der jeweiligen Sekretasen gemessen. Fir die Inhibierung der o-
Sekretase wurde 10mM EDTA/EGTA verwendet, flr die B-Sekretase 2uM des B-Sekretase
Inhibitors und fir die y-Sekretase 50uM des y-Sekretase Inhibitors. Als Kontrolle dienten
Ansatze, die statt der Inhibitoren das entsprechende Losungsmittel enthielten. Die Inhibitoren
wurden 15min bei 37°C unter Lichtausschluss vorinkubiert, danach erfolgte die Zugabe des
jeweiligen Substrates. Die Messung der Aktivitat erfolgte wie oben beschrieben. Die
Umsetzung der Substrate in Anwesenheit der Inhibitoren wurde mit der der Kontrollansatze

ohne Inhibitor verglichen.

3.8.1.2 Bestimmung der a-, B- und y-Sekretase-Aktivitat aus lebenden Zellen

Verwendete Puffer:

,»Cell Imaging Solution“
140mM NaCl

2,5mM KCI

1,8mM CaCl,

1mM MgCl,

20mM Hepes, pH 7,4

Neben der Messung der Enzymaktivitdten der a-, B- und y-Sekretase aus isolierten
Plasmamembranen wurde eine Methode entwickelt, bei der die Umsetzung der spezifischen

Substrate direkt von lebenden Zellen gemessen wurde. Damit war es mdglich auch
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Aktivitatseffekte zu erfassen, die durch unterschiedliche subzellulare Lokalisation der
Sekretasen, sowie durch Expressions- oder Proteinstabilititseffekte zustande kommen.
Hierfir wurden SH-SY5Ywt-Zellen auf 96-Loch-Zellkulturschalen ausgesat und bis zur
Konfluenz kultiviert. Die Inkubation erfolgte wie bereits beschrieben. Danach wurde das
Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit bei 37°C vorgewarmter
,Cell-lmaging-Solution“ gewaschen. Fir die Messung wurden die gleichen Substrate wie in
Tab. 14 beschrieben, mit den gleichen Extinktions- und Emissionswellenlangen wie in Tab.
15 aufgefiihrt, verwendet. Diese wurden in ,Cell-lmaging-Solution“ angesetzt und pro
Vertiefung wurden 50ul verdiinntes Substrat gegeben. Die Spaltung der Substrate durch die
Sekretasen wurde in einem Infinite M1000 Fluorometer (Tecan) aufgezeichnet. Dabei wurde
die Z-Position, die die Ebene angibt, in der die emittierte Fluoreszenz abgelesen wird, analog
zur zelluldren Lokalisation der jeweiligen Sekretase gewahlt. Tab. 16 fasst die eingesetzte

Substratkonzentration sowie die gewahlten Einstellungen am Fluorometer zusammen.

Tab. 16 Sekretase-Substrate fiir die Messung in lebenden Zellen

Sekretase Substrat- Zyklenanzahl & Z-Position
konzentration Intervall

B-Sekretase 30uM 140, 60sec 18600um

y-Sekretase 12,5uM 140, 60sec 18000um

TACE 10uM 180, 60sec 18000um

Zur Uberprifung der Spezifitat der B-Sekretase-Aktivitatsbestimmung wurden die Zellen vor
der Messung fur 3Std. mit 1uM B-Sekretase-Inhibitor Il inkubiert und danach wie oben
beschrieben gewaschen. Zeitgleich mit der Zugabe des Substrats erfolgte eine erneute
Zugabe von 1uM B-Sekretase-Inhibitor, so dass die eigentliche Messung in Anwesenheit des
Inhibitors stattfand. Die Umsetzung des B-Sekretase Substrats der inkubierten Zellen wurde
wie oben beschrieben durchgeflihrt und mit der von Zellen verglichen, die statt des Inhibitors
die entsprechende Menge des Losungsmittels DMSO als Kontrolle enthielten. Die Spezifitat
der vy-Sekretase-Aktivitdtsbestimmung wurde analog dazu mittels Inkubation des

spezifischen y-Sekretase-Inhibitor X (2uM) ermittelt.

3.8.1.3 Bestimmung der TACE-Aktivitat des aufgereinigten Enzyms

(in Kooperation mit Viola Haupenthal)

Um den Einfluss von Amitriptylin auf die TACE-Aktivitdt zu analysieren, wurde 100ng
aufgereinigtes TACE-Enzym (R&D Systems) mit 30uM Amitriptylin in 100ul a-Assay-Puffer

inkubiert. Um die natirliche Lipidumgebung des TACE-Enzyms zu simulieren, wurden
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zusatzlich 5ug eines Lipidextraktes, das mittels Lipidextraktion nach Bligh & Dyer
(beschrieben in (Grimm et al., 2013)) aus humanen post mortem Gehirnen gewonnen wurde
(hergestellt von Benjamin Hundsdorfer), zugegeben. Der Inkubationsansatz wurde zunachst
fur 1Std. bei 4°C unter Schutteln inkubiert und danach 15min im Ultraschallbad gefullt mit
Eiswasser sonifiziert. Die Proben wurden als Dreifachbestimmung auf eine schwarze 96-
Loch Platte pipettiert und nach Zugabe von 4uM TACE-Substrat wurde die Umsetzung im

Tecan Fluorometer wie oben beschrieben gemessen.

3.8.1.4 Bestimmung der ADAM10-Aktivitat des aufgereinigten Enzyms

Um den Einfluss verschiedener Phospholipide auf die a-Sekretase-Aktivitat zu analysieren,
wurde analog zur in Kapitel 3.8.1.3 fur TACE beschriebenen Methode mit aufgereinigtem
ADAM10-Enzym (Sigma) durchgefuhrt. Zur Bestimmung der Aktivitdt wurde das o-

Sekretase-Substrat Il in der in Tab. 14 angegebenen Konzentration benutzt.

3.8.2 Bestimmung der aSMase-Aktivitat
(nach einem modifizierten Protokoll des aSMase-Aktivitats-Kits von Echelon; in Kooperation

mit Janine Mett)

Zur Bestimmung der aSMase-Aktivitat wurde das aSMase-Aktivitats-Assay Kit K-3200 der
Firma Echelon verwendet. Im Vergleich zum Originalprotokoll wurde das Verfahren zum
Zellaufschluss an die von uns verwendete Ultraschallsonde angepasst und die
einzusetzende Proteinmenge ermittelt, die im Originalprotokoll nicht angegeben wird. Die zu
analysierenden Zellen wurden mit kaltem 1xPBS gewaschen, in ddH,O abgeschabt und flr
30sek bei schwachster Stufe mit der Ultraschallsonde sonifiziert. Der Proteingehalt wurde
mittels BCA-Test bestimmt und die Proben auf 1,25mg Protein pro ml H,O eingestellt. 20pl
der eingestellten Proben wurden in weille 96-Loch-Platten pipettiert, was einer Proteinmenge
von 25ug pro Vertiefung entsprach. Zusatzlich wurden eine aSMase Standard-Reihe von 0-
10 Units aSMase-Enzym pro ml durch Verdliinnung des im Kit enthaltenen rekombinanten
aSMase-Enzyms mit H,O angesetzt. Je 20ul jedes Standards wurden ebenfalls auf die
weille 96-Loch-Platte gegeben. Nun wurden pro Vertiefung 30ul des mitgelieferten Substrat-
Puffers zugegeben und die Platte fir 5min bei RT auf dem Plattenschiittler inkubiert. Das
aSMase-Substrat wurde wahrenddessen aufgetaut und im Verhaltnis 1:40 (v/v) in Substrat-
Puffer unter Vortexen verdinnt. Pro Vertiefung wurden 50ul dieser Substrat-Losung
zugegeben, die Platte mit einer Folie verschlossen und fir 3Std. bei 37°C unter Schitteln

inkubiert. Danach wurden 50ul der Stopp-Ldsung pro Vertiefung zugegeben und nach einer
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weiteren 10mindtigen Inkubation bei RT wurde die Aktivitdt der aSMase im Safire-
Fluorometer bei einer Extinktionswellenlange von 360nm und einer Emissionswellenlange

von 460nm aufgezeichnet.

3.8.3 Bestimmung der nSMase-Aktivitat
(nach einem modifizierten Protokoll des Amplex Red Sphingomyelinase Assay Kits,

beschrieben in der Dissertation von Herrn Dr. Marcus Grimm)

Fir die Bestimmung der nSMase-Aktivitat wurde das Amplex Red Sphingomyelinase Assay

Kit der Firma Invitrogen verwendet. Die bendtigten Lésungen wurden wie folgt angesetzt:

Tab. 17 Herstellung der Lésungen fiir die Bestimmung der nSMase-Aktivitat

Gebrauchslésung Anzusetzen aus
1x Reaktionspuffer 5x Stock 1:5 (v/v) in H,0, bei RT gelagert
10mM Amplex Red 1 Amplex Red-Aliquot in 100yl DMSO, unter

Lichtausschluss bei -20°C gelagert

HRP-LAsung 200 Units HRP in 1ml 1xReaktionspuffer, bei
-20°C gelagert
Choline-Oxidase-Lésung 12 Units Choline-Oxidase in 600yl

1xReaktionspuffer, bei -20°C gelagert

Alkalische Phosphatase-LOsung 500 Units Alkalische Phosphatase in 1,25ml
1xReaktionspuffer, bei -20°C gelagert

2% Triton X-100 (v/v) 130pul  20% Triton X-100 in  1,17ml

1xReaktionspuffer, frisch angesetzt

0,5mM Sphingomyelin 60ul Sphingomyelin-Stocklésung in 1,14ml
2% Triton X-100, frisch angesetzt

Startpuffer 8,5ml 1x Reaktionspuffer
100l HRP STOCK
100ul Cholin-Oxidase STOCK
200ul Alkalische Phosphatase STOCK
1ml Sphingomyelin STOCK
100ul Amplex Red® STOCK
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Die Startlésung wurde vor jeder Messung frisch angesetzt und bis zu ihrer Verwendung

dunkel gelagert.

Das Protokoll des Herstellers wurde um die Methode des Zellaufschlusses und der
einzusetzenden Proteinmenge weiterentwickelt, Uber die dort keine Angaben gemacht
werden. Die zu analysierenden Zellen wurden zunachst mit kaltem 1xPBS gewaschen und in
1xReaktionspuffer —mittels Teflonhomogenisator mechanisch aufgeschlossen. Der
Proteingehalt wurde iber den BCA-Test bestimmt und die Proben wurden auf 300ug Protein
pro ml in 1xReaktionspuffer eingestellt. 100ul der eingestellten Proben wurden in die
Vertiefungen einer schwarzen 96-Loch-Platte als Dreifachbestimmung pipettiert, was einer
Proteinmenge von 30ug pro Vertiefung entsprach. Nach der Zugabe von 100ul Startpuffer
pro Vertiefung wurde die Platte fir 30min unter Lichtausschluss inkubiert. Die Aktivitat der
nSMase wurde im Safire-Fluorometer mit einer Extinktionswellenlange von 530nm und einer

Emissionswellenlange von 590nm kontinuierlich aufgezeichnet.

3.9 Isolation von Lipid Rafts

(nach einer Methode aus der Dissertation von Herrn Dr. Marcus Grimm; in Kooperation mit

Viola Haupenthal)
Verwendete Puffer:

MBST

25mM MES, pH 6,5
150mM NacCl

0,1% Triton X-100

90%, 35% und 5% (w/v) Saccharose-Lésungen wurden durch Lésen der entsprechenden

Menge Saccharose in MBST hergestellt.

Fiir die Isolation der Lipid Rafts wurden pro Ansatz drei inkubierte 10cm? Zellkulturschalen
bendtigt. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem MBST gewaschen, in MBST abgeschabt und
mit Hilfe des Teflonhomogenisators mechanisch homogenisiert. Zusatzlich wurden die
Proben je funfmal durch eine 24G-Kanule gezogen. Der Proteingehalt wurde mittels BCA-
Test bestimmt und die Proben auf 5mg Protein pro ml eingestellt. In einem
Ultrazentrifugationsrohrchen wurden 1,2ml der eingestellten Probe mit 1,2ml der 90%igen
Saccharose-L6sung gemischt. Darlber wurden vorsichtig 4ml der 35%igen Saccharose-
Lésung und dann 4,5ml der 5%igen Saccharose-Losung geschichtet. Die

Dichtegradientenzentrifugation erfolgte fir 18Std. bei 35000rpm und 4°C in einer Beckman
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Ultrazentrifuge unter Verwendung des SW 41 Rotors. Danach wurden von oben 16 einzelne
Fraktionen von je 680ul von jedem Gradienten abgenommen, diese wurden dann mittels
Western Blot Analyse auf die Markerproteine Flotillin und Cadherin untersucht. Dafiir wurden
je 10yl jeder Fraktion mit 5yl 3xProtein-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und die Proteine
wurden wie unter 3.7.5 — 3.7.7 beschrieben aufgetrennt und detektiert. Die Fraktionen, in
denen der Lipid Raft-Marker Flotillin detektiert wurde (in der Regel Fraktion 7-9), wurden
vereinigt und zur weiteren Analyse verwendet. Als Non-Raft Fraktionen wurden die

Cadherin-positiven Fraktionen (11-16) vereinigt.

Zur Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitdt wurden je 100ul der vereinigten Lipid Raft und
Non-Raft Fraktionen als Dreifachbestimmung auf eine schwarze 96-Loch Safire-Platte
pipettiert und die Sekretase-Aktivitat wie unter 3.8.1 beschrieben fluorometrisch bestimmt.
Alternativ wurden die isolierten Lipid Raft Fraktionen zur Analyse der Sphingomyelin- und
Ceramidspiegel wie unter 3.10 beschrieben eingesetzt. Zur Bestimmung von Proteinspiegeln
wurden die vereinigten Lipid Raft Fraktionen wie unter 3.7.5 — 3.7.7 beschrieben per Western

Blot Verfahren analysiert.

3.10 Isolation von Endosomen
(Protokoll entwickelt in Anlehnung an die Optiprep-Anwendungshinweise von Axis-Shield)
Benotigte Losungen:

Homogenierungspuffer Verdiinnungspuffer Optiprep-

Gradientenmedium

250mM Saccharose 250mM Saccharose 60% lodixanol
140mM NaCl 140mM NacCl

1mM EDTA 3mm EDTA

20mM Tris/HCI, pH 8 60mM Tris/HCI, pH 8

Die lIsolation von Endosomen erfolgte durch Dichtegradienten-Zentrifugation Uber einen
lodixanol-Gradienten.

SH-SY5Y wt Zellen wurden nach der Inkubation dreimal mit kaltem 1xPBS gewaschen, in
400ul Homogenisierungspuffer pro Schale abgeschabt und durch 20maliges Pottern bei
1000rpm homogenisiert. Die Proben wurden auf 5mg Protein pro ml eingestellt und bei 700g
fur 10min bei 4°C zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die Gradientenmedien mit 40%,
30%, 20% und 10% lodixanol durch Verdinnen des Optiprep-Gradientenmediums mit

Verdinnungspuffer angesetzt. Zunachst wurden diskontinuierliche Gradienten durch
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Uberschichten der Gradientenmedien zu je 2,5ml in 13,2ml Ultrazentrifugenréhrchen
hergestellt. Die Roéhrchen wurden mit Parafiim verschlossen und in eine waagerechte
Position gebracht. Durch die waagerechte Lagerung fur 1Std. bei RT bildet sich ein
kontinuierlicher Gradient aus. Die Rohrchen wurden vorsichtig aufgerichtet und der
Uberstand der zentrifugierten Proben wird darauf geladen. Nach Ultrazentrifugation fir
18Std. bei 48.000g und 4°C in einem Swing-out-Rotor (Beckman, SW41) wurden von jedem
Gradienten 20 Fraktionen zu je 550ul von oben abgenommen. Mittels spezifischem AK
gegen den Endosomen-Marker EEA1 (,early endosomal antigen 1) wurden im Western Blot
die Fraktionen identifiziert, in denen die Endosomen enthalten waren. Diese wurden vereinigt

und fur die Analyse der B-Sekretase-Aktivitat oder fir Western Blots weiterverwendet.

3.11 Lipidanalytische Arbeiten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Lipidklassen aus humanen post mortem
Gehirnen und aus inkubierten Zellen massenspektrometrisch analysiert. Hierflir wurde ein
4000 QTrap ESI-MS (ABsciex, Darmstadt) verwendet. Abhangig von der zu untersuchenden
Lipidspezies kamen dabei verschiedene Methoden zur Aufreinigung und Anreicherung zum

Einsatz.

3.11.1 Analyse der Sphingomyeline, PC- und PE-Plasmalogene

(in Kooperation mit Sven Grdsgen)

Verwendete Ldsungen:

PITC-L6sung Laufpuffer A
Ethanol/ H,O/ Pyridine (1:1:1; viviv) H,O/ Methanol (3:97; v/iv)
+ Phosphoisothiocyanat (PITC) 1:20 + 5mM Ammoniumacetat

Zur massenspektrometrischen Analyse der Sphingomyeline und der PC- und PE-
Plasmalogene (PC-PL, PE-PL) wurden die inkubierten Zellen sowie die humanen
Gehirnproben in ddH,O mechanisch homogenisiert und der Proteingehalt mittels BCA-
Analyse bestimmt. Die Proben wurden auf 6mg Protein pro ml fir Zellen und auf 10mg/ml fur
Gehirnproben eingestellt. In die Vertiefungen einer 96-Loch-Sterilfilterplatte, die auf einer 96-
Loch-Sammelplatte klebt, wurden kreisférmig ausgestanzte Whatman-Papiere mit einem
Durchmesser von 5mm gelegt. In jede Vertiefung wurden 10ul der eingestellten Proben

gegeben und diese unter Stickstoffstrom flr 30min bei RT getrocknet. Auf die getrockneten
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Proben wurden 20ul PITC-Lésung pipettiert und nach einer Inkubation bei RT flir 20min
wurden die Proben wiederum fir 30min unter Stickstoffstrom getrocknet. Den Proben
wurden dann 300pl 5mM Ammoniumacetat in Methanol zugegeben, und nach einer
30minutigen Inkubation bei RT unter Schitteln wurde die Platte fir 2min bei 500g
zentrifugiert, wobei die Proben durch die Sterilfilterplatte liefen und in der Sammelplatte
aufgefangen wurden. Nach Zugabe von 600pul Laufpuffer A pro Vertiefung wurde die Platte
fur 2min auf dem Plattenschittler inkubiert und mit einer Silikonmatte verschlossen. Die
Platte wurde in den auf 10°C vorgeklhlten Autosampler gestellt und die Messung wurde
gestartet. Die Proben wurden mit folgendem Gradienten aus Laufpuffer A injiziert: 0-2,4min:
30ul; 2,4-3min: 200pl; 3min: 30pl.

Folgende MRM (multi reaction monitoring) Paarungen wurden zur Detektion verwendet:

Tab. 18 MRM Paarungen zur massenspektrometrischen Detektion der SM-Spezies

Metabolit Q1[m/z] Q3 [m/z] | Metabolit Q1[m/z] Q3 [m/z]
SM (18:1/14:1 OH) 689,6 184 SM (18:1/22:2 OH) 799,7 184
SM (18:1/16:0) 703,6 184 SM (18:1/22:3) 781,6 184
SM (18:1/16:1) 701,6 184 SM (18:1/24:0) 815,7 184
SM (18:1/16:1 OH) 717,6 184 SM (18:1/24:1 813,7 184
SM (18:1/18:0) 731,6 184 SM (18:1/24:1 OH) 829,7 184
SM (18:1/18:1) 729,6 184 SM (18:1/26:0) 843,7 184
SM (18:1/20:2) 755,6 184 SM (18:1/26:1) 841,7 184
SM (18:1/22:1 OH) 801,7 184

Tab. 19 MRM Paarungen zur massenspektrometrischen Detektion der PC-PL

Metabolit Q1[m/z] Q3[m/z] | Metabolit Q1[m/z] Q3 [m/z]
PCae C34:1 746,6 184 PCae C38:6 792,6 184
PCae C36:4 768,6 184 PCae C38:5 794,6 184
PCae C36:2 772,6 184 PCae C38:4 796,6 184
PCae C36:1 774,6 184 PCae C40:6 820,6 184

56



3 Material und Methoden

Zur Detektion der PE-Plasmalogene wurde ein ,Precursor lon Scan® mit einer Masse von
141 m/z verwendet und die PE-PL Spezies wurden anhand ihres Molekulargewichtes

identifiziert.

Tab. 20 Molekulargewichte zur massenspektrometrischen Detektion der PE-PL

Metabolit [m/z] Precursor | Metabolit Q1 [m/z] Precursor
[m/z] [m/z]
PEae C36:4 728,8 141 PEae C38:5 754,8 141
PEae C36:2 732,8 141 PEae C38:4 756,8 141
PEae C38:6 752,8 141 PEae C40:6 780,8 141

3.11.2 Analyse der Ceramide

(nach einem modifizierten Protokoll von Gu et al.)

Verwendete Losungen:

CH;OH/ HCI-L6ésung CHCI3/ CH3;0H-L6sung
Methanol Chloroform

ddH,O Methanol

1M HCI im Verhaltnis 95:5 (v/v)

im Verhaltnis 95:5:0,5 (v/v/v)

Zur Analyse der Ceramide wurde zunachst eine Lipidextraktion nach Gu et al. (Gu et al.,
1997) durchgeflihrt. Hierzu wurden die Zellen in ddH,O mechanisch aufgeschlossen und der
Proteingehalt mittels BCA-Analyse bestimmt. Die auf 6mg Protein pro ml eingestellten
Proben wurden 1:10 mit CH3;0H/ HCI-Lésung verdinnt und flr 1min bei 4°C sonifiziert. Nach
10mindtiger Inkubation bei RT unter Schitteln wurden den Proben 300ul H,O und 500ul
CHCI; zugegeben, gefolgt von einer weiteren Inkubation flr 10min unter Schitteln. Durch
eine Zentrifugation fir 10min bei 5000rpm bildeten sich 3 Phasen aus: die obere, wassrige
Phase enthalt Zucker, wahrend die Interphase die Proteine beinhaltet. Die untere Phase, die
die Lipide enthéalt, wurde isoliert. Die obere Phase wurde ein weiteres Mal nach Zugabe von
700ul CHCI3 unter Schitteln fr 10min inkubiert und bei 5000rpm fir 10min zentrifugiert.
Wiederum wurde die untere Lipidphase isoliert und mit der Lipidphase aus der ersten
Extraktion vereinigt. Nach dem Abdampfen der Losungsmittel in einer Speedvac wurden die
extrahierten Lipide in 300pl CHCIy/ CH30H-L6sung aufgenommen. Nach der Zugabe von
600ul Ammoniumacetat-Losung (5mM Ammoniumacetat in Methanol) wurden die Proben

10min bei RT unter Schutteln inkubiert, bevor sie in eine 96-Loch-Platte Gberfihrt und dann
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mittels Massenspektrometrie analysiert wurden. Als Abweichung vom Originalprotokoll wurde
hierfir ein 4000 QTrap ESI-MS (ABsciex, Darmstadt) verwendet.

Zur Detektion der Ceramide wurde ein “Precursor lon Scan” mit der Masse von 500-700 m/z

verwendet und die Ceramid Spezies wurden anhand ihres Molekulargewichtes identifiziert:

Tab. 21 Molekulargewichte zur massenspektrometrischen Detektion der Ceramide

Ceramid m/z (Da) Ceramid m/z (Da)
C18:1/C14:0 510,7 C18:2/C22:0 620,7
C18:1/C16:0 538,7 C18:2/C23:0 634,7
C18:1/C18:1 564,7 C18:1/C24:1 648,7
C18:1/C18:0 566,7 C18:1/C26:1 676,7
C18:1/C20:0 594,7

3.12 Methoden zur Bestimmung der AB-Aggregation

3.12.1 Aufarbeitung der AB-Peptide

(in Kooperation mit Benjamin Hundsdorfer)

Fir alle Methoden zur Bestimmung der AB-Aggregation wurden die verwendeten AB-Peptide
zunachst so vorbehandelt, dass ausgeschlossen werden konnte, dass diese bereits in
Aggregaten vorlagen. Dazu wurde das pulverférmige AR in 10uM NH,OH geldst und fur
30min im Ultraschallbad sonifiziert. Danach wurde das geldste A mittels Zentrifugation bei
13000rpm fir 10min bei 4°C durch einen 0,22um Ultrafree Durapore PVDF-Filter (Millipore)
und darauffolgend fir 90min durch einen 30k- Amicon Ultra-Filter (Millipore) aufgereinigt, so
dass nur noch monomere AB-Peptide in der Losung vorlagen. Die Konzentration der AB-

Peptide in der L6sung wurde mittels BCA-Test bestimmt.

3.12.2 Thioflavin T-Assay

(in Kooperation mit Benjamin Hundsdorfer bzw. Lukas Schwarz)

Bei dieser Methode zur Bestimmung des Aggregationsverhaltens von AB-Peptiden macht
man sich die Eigenschaft des Benzothiazol-Farbstoffs Thioflavin T (ThT) zu Nutze, an B-
Faltblattreiche Strukturen, wie sie in AB-Aggregaten vorliegen, zu binden. Diese Bindung

verursacht eine Verschiebung des typischen ThT-Emissionsspektrums (LeVine, 1993, 1997).
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Um den Einfluss von Lipiden auf die AB-Aggregation zu untersuchen, wurden diese in einer
finalen Konzentration von 10uM mit 50uM AB und 20uM ThT in einem Endvolumen von
100ul in 1xPBS in den Vertiefungen einer 96-Loch-Quarzplatte inkubiert. Die Aggregation
wurde als Kinetik in einem Safire-Fluorometer mit einer Extinktionswellenlange von 450nm +
5nm und einer Emissionswellenlange von 482nm * 10nm unter Lichtausschluss
kontinuierlich aufgezeichnet. Im Verlaufe dieser Arbeit wurde das Protokoll weiterentwickelt

und fortan 18uM synthetisches AB42 und 19,6ug/ml ThT fur die Messung eingesetzt.

3.12.3 Dot-Blot-Analyse von AB-Aggregaten

(in Kooperation mit Benjamin Hundsdorfer bzw. Lukas Schwarz)

Zur Analyse von AB-Aggregaten mittels Dot-Blot-Verfahren wurden 18uM AB42, das zuvor
wie oben beschrieben aufbereitet wurde, mit 10uM der zu analysierenden Lipide in 1xPBS
fur 24Std. bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert. 10ul dieses Inkubationsansatzes
wurden unter Verwendung eines 96-well Dot-Blotters der Firma Scie-Plas (Cambridge, UK)
auf eine Nitrozellulose Membran (Whatman, Dassel) mit einer Porengréf3e von 0,2uM
aufgetragen. Fur die Detektion von AB-Fibrillen wurde der OC-Antikorper (AB2286, Millipore,
Billerica, USA) in einer Verdinnung von 1:1000 mit dem korrespondierenden Sekundar-AK
Anti-rabbit (A10547) der Firma Invitrogen verwendet. AB-Oligomere wurden mit dem A11-AK
(AHB0052, Invitrogen) in einer Konzentration von 1ug/ml und dem Sekundar-AK Anti-rabbit
W401B (Promega, Mannheim) detektiert.

3.12.4 Rasterkraft-Mikroskopie
(in Zusammenarbeit mit Benjamin Hundsdorfer im Rahmen einer Kooperation mit der AG

Prof. E. Wanker am Max-Dellbriick-Centrum fur Molekulare Medizin in Berlin-Buch)

Fir die Analyse von AB-Aggregaten mit dem Rasterkraft-Mikroskop (AFM, engl.: atomic force
microscope) wurde der gleiche Inkubationsansatz, wie oben fir die Dot-Blot-Analyse
beschrieben, verwendet. Zunachst wurde ein ca. 5x5 mm groBes Glimmer-Stuck
(Nanoworld, Neuchatel, Schweiz) mit 2-Komponenten-Kleber auf einem Objekttrager
befestigt. Die oberste Schicht dieses Glimmers wurde vor dem Auftragen der Proben mit
einem Klebestreifen abgezogen, um Staub zu entfernen. Danach wurden 15ul der Proben
auf den Glimmer aufgetragen und fur 5min inkubiert, bevor die restliche Flissigkeit mit einem
Tuch entfernt wurde. Zum Entfernen von Salzen wurde der Glimmer mehrmals mit jeweils
20ul ddH,O gewaschen und dann fir 24Std. getrocknet. Die Aufnahmen von 10x10um mit
512x512 Pixeln wurden mit dem AFM NanoWizard Il (JPK Instruments, Berlin), montiert auf
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einem Zeiss Axiovert 200 Mikroskop mit der Kamera HAL 100 und mit einer Messfrequenz

von 1 Hz im Intermitted Contact (Air)-Mode angefertigt.

3.12.5 Transmissionselektronenmikroskopie

(in Kooperation mit Benjamin Hundsdérfer)

Fir die Aufnahmen von AB-Aggregaten im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) wurde
synthetisches AB42 in einer finalen Konzentration von 10uM mit 100uM der zu
untersuchenden Fettsduren fir 24Std. bei 37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. 7pl dieses
Ansatzes wurden auf einen Kupfer-Grid (G220T7, Agar Scientific Limited) aufgetragen. Nach
einer Smindtigen Inkubation wurde der Kupfer-Grid zweimal mit ddH,O und einmal mit 1%
Uranylacetat gewaschen. Nachdem der Grid vollstandig getrocknet war, konnten die

Aufnahmen mit einem Tecnai Biotwin 120 TEM angefertigt werden.

3.13 Bestimmung des oxidativen Stresses

3.13.1 Bestimmung mittels Aminophenylfluorescein (APF)

Mit APF werden verschiedene reaktive Sauerstoffspezies wie Hypochlorit (OCI-), Hydroxyl-
Radikale und Peroxynitrit nachgewiesen, indem diese das Fluoreszenzspekrum des APF
verandern.

Die Gehirnproben wurden zunachst mit 4°C kaltem PBS gewaschen und mittels Pottern
homogenisiert. Die Proben wurden auf einen Proteingehalt von 75ug/100ul in PBS eingestellt
und mit 1,15ul APF/100ul fir 15min unter Lichtausschlul? in einer schwarzen 96-Loch-Platte
inkubiert. Die Fluoreszenz wird bei 37°C mit einer Extinktionswellenlange von 490nm und

einer Emissionswellenlange von 515nm im Safire-Fluorometer aufgezeichnet.

3.13.2 Bestimmung mittels Amplex Red

(nach einem modifizierten Protokoll von Molecular Probes)

Da die APF-Methode nur begrenzt Wasserstoffperoxid detektiert, wurde als weiterer
Nachweis das Amplex Red-H,O.-Assay Kit verwendet. In Anwesenheit von H,O, reagiert
HRP zu Resorufin. Verglichen mit dem Originalprotokoll des Herstellers wurde die Methode
um die Art des Gewebeaufschlusses sowie die einzusetzende Proteinmenge erweitert, Gber

die das Protokoll keine Angaben macht.
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Bendtigte Puffer und Lésungen:

Tab. 22 Herstellung der Losungen fiir die Bestimmung von H,0,

Gebrauchslésung Anzusetzen aus
1x Reaktionspuffer 5x Stock 1:5 (v/v) in H,0, bei RT gelagert
10mM Amplex Red 1 Amplex Red-Aliquot in 200yl DMSO, unter

Lichtausschluss bei -20°C gelagert

HRP-LOsung 200 Units HRP in 1ml 1xReaktionspuffer, bei
-20°C gelagert

Waschpuffer 0,1M Tris/HCI pH 7,5

Startpuffer 8,5ml Waschpuffer

100ul HRP-Lésung
100ul Amplex Red® Lésung

Die Gehirnproben wurden analog Kapitel 3.13.1 homogenisiert und auf eine
Proteinkonzentration von 150ug/100ul in Waschpuffer eingestellt. Die Proben wurden zu je
50ul in die Vertiefungen einer schwarzen 96-Loch-Platte gegeben und nach Zugabe von 50yl
der Startldsung wurde die Platte 15min bei 37°C unter Lichtausschluss inkubiert. Die
Entstehung des Resorufins als Nachweis fir H,O, wurde bei einer Extinktionswellenlange
von 530nm und einer Emissionswellenlange von 590nm im Safire-Fluorometer

aufgezeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Weiterentwicklung und Validierung von Methoden zur Messung

der Sekretase-Aktivitaten

4.1.1 Messung der Sekretase-Aktivitat aus isolierten Plasmamembranen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Lipide auf die APP-
Prozessierung untersucht. Neben der Analyse der APP-Spaltprodukte sollten auch die
Aktivitaten der beteiligten Sekretasen, dabei besonders der am amyloidogenen
Prozessierungsweg beteiligten B- und y-Sekretase, untersucht werden. Dazu wurden bereits
etablierte Methoden modifiziert und verschiedene Varianten zur direkten Messung der
Sekretase-Aktivitaten etabliert.

Generell beruhen die Methoden zur Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten auf einem FRET
(Forster-Resonanzenergietransfer) basierten System. Spezifische Substrate der B- und y-
Sekretase, bestehend aus einem Fluorophor und einem Quencher, verbunden Uber eine
Aminosaure-Sequenz, die eine Schnittstelle fiir die jeweilige Sekretase tragt, werden dabei
durch die Sekretasen geschnitten und so der Quencher vom Fluorophor abgespalten.
Dadurch wird der Energietransfer der fluoreszierenden Donorgruppe zur quenchenden
Akzeptorgruppe unterbrochen, wodurch es nach Anregung durch Licht einer bestimmten

Wellenlange zur Freisetzung von Fluoreszenz durch den Fluorophor kommt (Férster, 1948).

Als B-Sekretase-Substrat wurde ein Ausschnitt der APPg,.qisn-Sequenz mit der Schnittstelle
fur die B-Sekretase verwendet, als Fluorophor tragt das Substrat EDANS (5-((2-
Aminoethyl)amino)naphthalene-1-sulfonsaure), welches von Dabcyl (4-(4-

Dimethylaminophenyl)-Diazenylbenzoesaure) intern gequencht wird:

H-Arg-Glu(EDANS)Glu-Val-Asn-Leu-Asp-Ala-Glu-Phe-Lys(DABCYL)Arg-OH

Das Substrat, das flr die Messung der y-Sekretase-Aktivitat verwendet wurde, tragt N-
Methylanthraniloylamide (NMA) als Fluorophor und 2,4-Dinitrophenyl (DNP) als Quencher.
Diese sind verbunden Uber eine Sequenz des B-CTFs, das die y-Sekretase-Schnittstelle

tragt:

Lo

NMA-Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala-Thr-Val-Lys(DNP)-D-Arg-D-Arg-D-Arg-NH2
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Zur Ermittlung der optimalen Messparameter wurden zunachst Extinktionsspektren der
beiden Substrate aufgenommen. Hierfir wurden isolierte Membranen aus SH-SY5Y wt
Zellen wie unter Kapitel 3.8 beschrieben mit den Substraten fir 30min bei 37°C unter
Lichtausschluss inkubiert und danach im Fluorometer die entsprechenden Scans
durchgefuhrt (Abb. 7).
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Abb. 7 Extinktionsscan der Substrate

A) B-Sekretase-Substrat, B) y-Sekretase-Substrat, C) Hintergrundkontrolle

Membranen aus SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 30min mit den Substraten inkubiert und danach im
Fluorometer ein Scan durchgeflhrt, bei dem die Extinktionswellenlange in 2nm Schritten verandert
wurde. Als Hintergrundkontrolle dienten isolierte SH-SY5Y Membranen, die statt dem Substrat die
entsprechende Menge des Losungsmittels DMSO enthielten.

Die Extinktionswellenlange wurde entsprechend der Extinktionsmaxima daraufhin auf 345nm
fur das B-Sekretase-Substrat und auf 355nm fir die Messung der y-Sekretase festgelegt.

Mit diesen fixierten Extinktionswellenldngen wurden Emissionsspektren beider Substrate
ermittelt und anhand dieser die optimalen Einstellungen fir die Messung der Sekretase-
Aktivitaten festgelegt (Abb. 8). Fir die Messung der [(-Sekretase wurde die
Emissionswellenlange auf 500nm = 5nm fixiert, fir das y-Sekretase-Substrat auf 440 *

10nm.
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Abb. 8 Emissionsscan der Substrate

A) B-Sekretase-Substrat, B) y-Sekretase-Substrat, C) Hintergrundkontrolle 345nm D) Hinter-
grundkontrolle 355nm

Membranen aus SH-SY5Y wt Zellen wurden fur 30min mit den Substraten inkubiert und danach im
Fluorometer ein Emissionsscan durchgefuhrt. Es wurde bei fixierten Extinktionswellenldngen von
345nm fir das [(-Sekretase-Substrat und 355nm fir das y-Sekretase-Substrat die
Emissionswellenlange in 2nm Schritten verandert. Als Hintergrundkontrollen dienten SH-SY5Y
Membranen, die statt der Substrate die entsprechende Menge des Lésungsmittels DMSO enthielten.

Um zu ermitteln, ob die eingesetzte Menge an Substrat ab einer bestimmten Proteinmenge
limitierend ist, wurden Messungen mit verschiedenen Proteinkonzentrationen durchgefihrt,
wahrend die Konzentration des Substrates fixiert war. Die Abb. 9 zeigt verschiedene

Proteinmengen, aufgetragen gegen die jeweilige Steigung der Fluoreszenz Uber die Zeit.
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Abb. 9 Linearitidt des B-Sekretase- (A) und y-Sekretase-Assays (B)

Isolierte Membranen aus SH-SY5Y wt Zellen wurden mit Substraten der (3- bzw. y-Sekretase inkubiert
und die emitierte Fluoreszenz kontinuierlich aufgezeichnet. Es wurde die Steigung der Fluoreszenz
Uber die Zeit ermittelt und gegen die eingesetzte Proteinmenge aufgetragen.

Die einzusetzende Proteinmenge wurde fir die Messung der B-Sekretase auf 125ug, fur die
der y-Sekretase auf 250ug pro Ansatz festgelegt.

Um die Spezifitat der Aktivitatsmessung zu erhdéhen, wurden die Sekretasen zunachst durch
die Isolation von Membranen aus den Zellen oder dem zu untersuchenden Gewebe, wie in
Kapitel 3.8.1 beschrieben, durch Ultrazentrifugation angereichert. Die eingesetzten
Proteinmengen wurden dabei so angepasst, dass in der Folge aus einer aufgearbeiteten
Probe die Messung der B- und der y-Sekretase parallel erfolgen konnte, wodurch die
Aktivitaten beider Sekretasen direkt miteinander vergleichbar waren. Um die pelletierten
Membranen im Saccharose-Puffer zu solubilisieren, wurden die Proben je zehnmal durch
drei verschiedene Kantulen mit immer kleiner werdendem Durchmesser gezogen. Im Verlaufe
dieser Arbeit wurde das wiederholte Ziehen durch Kantlen durch eine Methode ersetzt, bei
der die pelletierten Membranen mit Hilfe von Glaskligelchen mit einem Durchmesser von
0,2mm durch starkes Schitteln in einem Minilys-Gerat der Firma Peglab solubilisiert wurden.
Dies bedeutete zum einen eine Mdglichkeit mehrere Proben parallel zu bearbeiten, zum
anderen reduzierte das standardisierte Ldésen der Membranpellets unter festgelegten
Parametern die Varianz verglichen mit dem manuellen Ziehen durch die Kantlen. Die
gemessene Steigung des y-Sekretase-Assays war nach der Aufarbeitung mittels Minilys 12%
héher, verglichen mit der Aufarbeitung nach dem vorhergehenden Protokoll, was vermutlich
aus der kurzeren Zeit resultiert, die die Proben bis zur Messung auf Eis stehen. Die
Standardabweichung des Mittelwertes war bei drei unabhangig aufgearbeiteten Proben mit
dem Minilys-Verfahren mit 1,16% nur etwa halb so hoch wie nach Aufarbeitung mit dem
Standardverfahren (StabwM% = 2,26%) (Abb. 10).
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Abb. 10 Aktivitat der y-Sekretase in Abhangigkeit der verwendeten Methode zur Solubilisierung
der Membranpellets

Die aus SH-SY5Y wt Zellen gewonnenen Membranpellets wurden zum einen durch wiederholtes
Ziehen durch Kanulen verschiedener Durchmesser und zum anderen durch starkes Schitteln im
Minilys-Gerat mit Hilfe von Glaskigelchen resuspendiert. Die Aktivitdt der y-Sekretase wurde unter
Verwendung eines spezifischen fluorogenen Substrats im Infinite-Fluorometer gemessen. Die
Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von 3 unabhangig aufgearbeiteten Proben dar.

Um die unspezifische Umsetzung der Substrate durch andere Proteasen zu minimieren
wurde dem Puffer EDTA zugefiigt. Entsprechend dem sauren pH-Optimum der 3-Sekretase
wurden die Proben vor der Messung 1:1 mit PBS pH 4,5 verdinnt, die Messung der y-
Sekretase erfolgte in Saccharose-Puffer mit einem neutralen pH-Wert von 7,4. Zur
Uberpriifung der Spezifitit der Aktivitaitsmessungen wurden die Assays in Anwesenheit
spezifischer Inhibitoren der Sekretasen durchgefihrt (Abb. 11).
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Abb. 11 Spezifitat des (A) B- und (B) y-Sekretase-Assays aus isolierten Membranen

Hierzu wurden Membranenpraparationen aus SH-SY5Y wt Zellen hergestellt und diese fiir 15min bei
37°C mit spezifischen Inhibitoren der Sekretasen unter Lichtausschluss inkubiert, die Kontrollen
enthielten die entsprechende Menge DMSO. Nach Zugabe der Substrate wurde die Aktivitat
kontinuierlich im Infinite-Fluorometer aufgezeichnet. Die eingetragenen Fehlerbalken stellen die
mittlere Standardabweichung von je 3 unabhangigen Proben dar.
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Wertete man die Steigung des linearen Bereichs Uber die Zeit aus, so ergab sich bei der
Messung der B-Sekretase-Aktivitat in Anwesenheit des [-Sekretase Inhibitors eine
Restaktivitat von 11,0% (+/- 2,1%, p= 7,01x10%), was bedeutet, das 89,0% des Substrates
unter den gewahlten Konditionen spezifisch von der 3-Sekretase umgesetzt werden. Bei der
Messung der y-Sekretase betrug die spezifische Umsetzung des Substrats 76,2% (+/-5,9%,
p=0,0005).

4.1.2 Messung der Sekretase-Aktivitidt aus lebenden Zellen

Man geht davon aus, dass die Aktivitdt der Sekretasen neben der Expression und der
Proteinstabilitdat auch von ihrer subzellularen Lokalisation abhangt, was beim oben
beschriebenen Verfahren, bei dem die Membranen isoliert und dann solubilisiert werden,
durch den Aufschluss der Organellen und Membranstrukturen nicht bertcksichtigt wird.
Beispielsweise hat die B-Sekretase wegen ihres sauren pH-Optimums ihre héchste Aktivitat
in den Zellkompartimenten mit saurem pH-Wert, wie z.B. den Endosomen (Gruninger-Leitch
et al., 2002; Shimizu et al., 2008; Vassar et al, 1999). Sie ist aber auch an der
Plasmamembran lokalisiert, wo sie aber vermutlich eine geringere Aktivitat aufweist. Ebenso
wurde fir die y-Sekretase beschrieben, sie weise in den Lipid Rafts eine hdhere Aktivitat als
aulRerhalb dieser Domanen auf (Hur et al., 2008; Urano et al., 2005). Werden diese
Strukturen aber wahrend des Aufschlussverfahrens der Zellen vor der Messung zerstort,
werden Lokalisations-bedingte Aktivitatsunterschiede nivelliert. Aus diesem Grund wurde
eine Methode etabliert, bei der die Umsetzung der Substrate von intakten lebenden Zellen
gemessen werden kann. Dies bietet den Vorteil, dass alle Membranstrukturen wie zum
Beispiel Lipid Rafts erhalten bleiben und die Organellen noch intakt sind. Hierfir wurden SH-
SY5Y wt Zellen auf 96-Loch-Zellkulturschalen transferiert. Entscheidend dabei war, dass
jede Vertiefung der Platte gleich viele Zellen enthielt. Nach Inkubation der zu
untersuchenden Substanz wurden die Zellen mit einer farblosen HEPES-gepufferten Lésung
gewaschen, da der rote Farbstoff des DMEMs die nachfolgende Fluoreszenzmessung storte.
Die Verwendung von HEPES garantiert einen stabilen pH-Wert auferhalb des CO,-
Inkubators. Die Zugabe der Substrate erfolgte, verdiinnt in der HEPES-gepufferten Lésung,
direkt zu den Zellen. Um die Umsetzung auf lebenden Zellen zu messen, mussten héhere
Substrat-Konzentrationen eingesetzt werden, als bei den Messungen aus isolierten
Plasmamembranen. Es wurden zunachst verschiedene Konzentrationen getestet und in der
Folge diejenige verwendet, bei der eine Steigung der Fluoreszenz detektiert werden konnte.
Um die Ebene zu bestimmen, in der die Messung der Emission erfolgen sollte (Z-Position),

musste zunachst die genaue Position der Zellen in der Platte bestimmt werden. Dazu
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wurden die Zellen mit Dapi angefarbt und Uber die Einstellung ,optimal Z-position® am
Fluorometer die Position gesucht, wo die héchste Fluoreszenz messbar war. Der ermittelte
Wert wurde mit 18600um angegeben. Dieser Wert wurde in der Folge fur die Messung der $3-
Sekretase-Aktivitat beibehalten, da die Umsetzung des B-Sekretase-Substrats intrazellular
erfolgt. Fur die Messung der y-Sekretase-Aktivitat konnte dagegen in die Losung fokusiert
werden, da das von der y-Sekretase gespaltene Substrat sezerniert wird. Hierfur wurde die
Einstellung 18000um gewahlt, was laut der Positionsbestimmung per Dapi-Farbung leicht
oberhalb der Zellen ist.

Fir die folgenden Messungen war es essentiell, dass das Transferieren der Zellen auf die
96-Loch-Zellkulturschale, sowie das anschlieBende Kultivieren und Inkubieren unter streng
standardisierten Bedingungen stattfand, da sonst die Konfluenz der Zellen und somit die
ermittelte Z-Position nicht konstant gewesen ware.

Analog zur Messung der Sekretase-Aktivitaten aus isolierten Membranen wurde auch hier
die Spezifitat der Methode mittels spezifischer Inhibitoren ermittelt (Abb. 12).
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Abb. 12 Spezifitat des (A) B- und (B) y-Sekretase-Assay in lebenden SH-SY5Y wt Zellen
SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 3Std. in Anwesenheit von 1uM B-Sekretase Inhibitor Il bzw. 2uM y-
Sekretase Inhibitor X inkubiert. Die Zellen wurden mit HEPES-Puffer gewaschen und mit der Zugabe
der Substrate wurden erneut die Inhibitoren zugesetzt. Die Kontrollen enthielten die entsprechende
Menge des Loésungsmittels DMSO. Die Aktivitat der Sekretasen wurde kontinuierlich in einem Infinite-
Fluorometer aufgezeichnet. Die Fehlerbalken stellen die mittlere Standardabweichung von 6
unabhangigen Proben dar.

Die unspezifische Umsetzung in Anwesenheit des Inhibitors betrug fir die Messung der (-
Sekretase 27,7% (+/- 3,0%, p=7,67x10""), womit sie etwas hoher lag als bei der Messung
aus aufgereinigten Membranen. Bei der Messung der y-Sekretase wurden 43% (+/- 0,8%,
p=1,03x10"°) des Substrats in Anwesenheit des y-Sekretase Inhibitors umgesetzt. Es ist
allerdings davon auszugehen, dass die Spezifitdt der Methode hdher liegt, als es dieses
Ergebnis vermuten lasst. Der y-Sekretase-Inhibitor konnte in der Zellkultur mit einer
maximalen Konzentration von 2uM eingesetzt werden, da sonst die Konzentration des
Lésungsmittels DMSO im toxischen Bereich gewesen ware. Bei der Messung der
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Unspezifitdt aus isolierten Membranen, bei der wesentlich hohere Konzentrationen des
Losungsmittels toleriert werden, musste der Inhibitor 50uM eingesetzt werden, um eine
Restumsetzung des Substrats von 24% zu erhalten.

Um eine spezifische Messung zu gewahrleisten, wurden die Aktivitdten der B- und y-
Sekretase nach den Inkubation zur Kontrolle unter Verwendung der jeweiligen Inhibitoren

bestimmt.
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4.2 Der Einfluss von trans-Fettsauren auf die APP-Prozessierung

Die Ergebnisse in diesem Kapitel wurden bereits verdffentlicht in:

Grimm M.O.*, Rothhaar T.L.*, Grosgen S., Burg V.K., Hundsdorfer B., Haupenthal V.J., Friess P., Kins
S., Grimm H.S., Hartmann T. (2012). Trans fatty acids enhance amyloidogenic processing of the
Alzheimer amyloid precursor protein (APP). J Nutr Biochem, 23(10):1214-23. (*equally contributed)

In der Vergangenheit wurde mehrfach gezeigt, dass die Lipid-Zusammensetzung zellularer
Membranen die Prozessierung des APP und damit die Produktion des in hohen
Konzentrationen neurotoxischen ApR-Peptids beeinflusst (Fassbender et al., 2001; Frears et
al., 1999; Grimm et al., 2005; Grimm et al., 2008; Kovacs et al., 1996; Osenkowski et al.,
2008; Simons et al., 1998; Wolozin, 2004).

TFA kommen heute in grolRen Mengen in unserer Nahrung vor (Emken, 1984). Sie machen
etwa 4-12% des aufgenommen Fettes in der amerikanischen Bevolkerung aus, was taglich
etwa 13,3g TFA pro Person entspricht (Allison et al., 1995; Enig et al., 1990). Diese
Fettsauren kénnen in Phospholipide eingebaut werden und so als Bestandteil zellularer
Membranen deren Eigenschaften wie z.B. die Membranfluiditdt verandern, was letztlich
biochemische Vorgange in der Membran beeinflusst (Alam et al., 1989; Engelhard et al.,
1976; Ghafoorunissa, 2001; Larque et al., 2003; Morgado et al., 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb ein mdglicher Einfluss der TFA im Vergleich zu den
korrespondierenden cis-Fettsduren auf die APP-Prozessierung und damit auf die

Progression der Alzheimer Krankheit untersucht werden.

4.2.1 Der Einfluss von TFA auf die Spaltprodukte des APPs

Um einen mdglichen Einfluss von TFA auf die proteolytische Spaltung des APPs zu
untersuchen, wurden vier Fettsduren ausgewahlt, die typischerweise in unserer Nahrung
vorkommen: die einfach ungesattigte TFA Elaidinsaure (18:1) und das korrespondierende
cis-lsomer, die Olséure, sowie die zweifach ungeséttigte konjugierte Linolsaure (CLA, engl.:
conjugated linoleic acid) und ihr cis-lsomer Linolsaure. Im Unterschied zu anderen Studien,
die den Einfluss von TFA untersuchten, wurden hier TFA gezielt mit ihren jeweiligen cis-
Isomeren verglichen.

Die TFA und ihre cis-lsomere wurden in SH-SY5Y Zellen, die entweder mit APP695, die
hauptsachlich in neuronalen Zellen exprimierte APP-Isoform (Rohan de Silva et al., 1997),
oder dem verkurzten APP Konstrukt C99 stabil transfiziert waren, Uber 5 Tage inkubiert. Die
ermittelte Zytotoxizitdt nach der Inkubation betrug fir Olsdure 0,83% (+/- 0,26%), fir
Elaidinsaure 0,60% (+/- 0,04%), fur Linolsdure 0,98% (+/- 0,16%) und fir CLA 1,29%
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(+/- 0,12%). Die Mengen der APP Spaltprodukte wurde mittels Western Blot Analyse
bestimmt. Wahrend in APP695 transfizierten Zellen die Aktivitat der B- und der y-Sekretase
fur die Freisetzung des AB-Peptids notwendig ist, bendtigen C99 transfizierte Zellen lediglich

die Aktivitat der y-Sekretase, um AB-Peptide zu sekretieren (Grimm et al., 2003).
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Abb. 13 Der Effekt von Elaidinsdure auf die APP-Prozessierungsprodukte

SH-SY5Y Zellen, die entweder APP695 oder das verkirzte C99 Uberexprimierten, wurden fir 5 Tage
in Anwesenheit von 50uM Elaidinsaure kultiviert. Die Kontrollen enthielten die entsprechende Menge
des cis-lsomers Olsaure. Die APP-Fragmente AB und B-CTF wurden mittels Immunoprézipitation mit
dem AK W02 aus dem Inkubationsmedium (sekretiertes AB) bzw. dem Zelllysat (intrazellulares A und
B-CTF) angereichert und per Western Blot Analyse nachgewiesen. Die Detektion des a-CTF fand
nach Immunoprazipitation aus dem Zelllysat per Western Blot Analyse mit dem AK 2214 statt. sAPPa
wurde direkt aus dem Inkubationsmedium per Western Blot mit dem AK WO02 detektiert. Das
Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten.
Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
Rechts sind reprasentative Ausschnitte der Western Blots dargestellt.

Nach der Inkubation mit Elaidinsdure war die Menge an sekretiertem AB-Peptid im
Zellkulturmedium der inkubierten Zellen verglichen mit Zellen, die das cis-lsomer Olséure
erhielten, sowohl bei den APP695 transfizierten, als auch bei den C99 exprimierenden Zellen
signifikant erhdht (APP695: 123,2% +/- 3,01%, p=0,0001; C99: 118,9% +/- 4,98%, p=0,023).
Die Effektstarke der APP695 transfizierten Zellen unterschied sich dabei nicht signifikant von
der der C99 exprimierenden Zellen (p=0,719). Auch die Menge an intrazellularen AB-
Peptiden in den Zelllysaten der inkubierten Zellen war nach Inkubation der trans-Fettsaure
erhéht auf 114,1% (+/- 0,89%, p=0,0007). Die Produkte der a-Sekretase vermittelten nicht
amyloidogenen Prozessierung des APPs, sAPPa und a-CTF, waren in SH-SY5Y APP695
Zellen in Anwesenheit der trans-Fettsaure Elaidinsaure, signifikant auf 93,9% (+/- 1,31%,
p=0,0027) bzw. 92,0% (+/- 1,38%, p=0,011) reduziert. Das auf dem amyloidogenen Weg
entstehende B-CTF war nicht signifikant auf 91,6% (+/- 7,97, p=0,411) geandert (Abb. 13).
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Abb. 14 Der Effekt von CLA auf die APP-Prozessierungsprodukte

SH-SY5Y Zellen, die entweder APP695 oder das verkurzte C99 uUberexprimierten, wurden fur 5 Tage
in Anwesenheit von 50uM CLA kultiviert. Die Kontrollen enthielten die entsprechende Menge des cis-
Isomers Linolsdure. Die Analyse der APP-Fragmente sowie statistische Auswertung erfolgte wie fir
Abb. 13 beschrieben.

Inkubierte man die zweifach ungesattigte CLA auf SH-SY5Y APP695 bzw. SH-SY5Y C99,
war die Menge an sekretierten AB-Peptiden ebenfalls signifikant erhdht. Der Effekt war hier
mit 135,8% (+/- 8,50%, p=0,041) bzw. 128,9% (+/- 2,98%, p=4,0x10'5) verglichen mit dem
der einfach ungesattigten Elaidinsdure starker ausgepragt, die Effektstarken unterscheiden
sich aber nicht signifikant voneinander (siehe Tab. 23). Weiterhin ergab sich keine
Signifikanz zwischen der Effektstarke der ApR-Level der SH-SY5Y APP695 und der der C99
transfizierten Zellen (p=0,732). Die Bestimmung des intrazellular vorliegenden AB ergab
ebenfalls erhdhte Werte von 127,7% (+/- 4,39%, p=0,003) bei Zellen, die mit der TFA
inkubiert wurden, verglichen mit denen der Zellen, die das cis-lsomer, die Linolsaure
erhielten. Die a-Sekretase Produkte a-CTF und sAPPa waren, wie nach der Inkubation mit
Elaidinsdure, auch nach einer Behandlung mit CLA signifikant auf 87,6% (+/- 2,06%,
p=0,005) bzw. 82,4% (+/- 5,88%, p=0,018) reduziert. Im Gegensatz zur Inkubation mit
Elaidinsaure, war nach der mit CLA verglichen mit der korrespondierenden cis-Fettsaure, das
B-Sekretase Produkt B-CTF signifikant auf 72,5% (+/- 1,62%, p=3,0x10°) verringert (Abb.
14).

Beide TFA fihrten also, inkubierte man sie Uber 5 Tage auf SH-SY5Y Zellen, zu einer
Erhéhung der AB-Produktion, also mdglicherweise zu einer Verschiebung der APP-
Prozessierung vom nicht amyloidogenen hin zum amyloidogenen Weg. Die Effektstarken der
zweifach ungesattigten CLA waren tendenziell groRer, als die der einfach ungesattigten
Elaidinsaure, jedoch ergab sich lediglich fur das B-CTF ein signifikanter Unterschied von
p=0,046 (siehe Tab. 23).
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Tab. 23 Vergleich der Effektstirken der APP-Prozessierungsprodukte nach Inkubation mit
Elaidinsdure bzw. CLA

Elaidinsaure CLA t-test
AB aus SH-SY5Y APP 122,15 135,76 0,546
AB aus SH-SY5Y C99 118,90 128,86 0,411
intrazellulares AR 114,05 127,71 0,312
a-CTF 92,02 87,61 0,376
B-CTF 91,55 72,45 0,046
sAPPa 93,87 82,37 0,373

Die Effektstarken von Elaidinsdure und CLA wurden miteinander verglichen und die Signifikanz wurde
mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt

4.2.2 Der Einfluss von TFA auf die Aktivitidt der B-Sekretase

Um zu uUberprifen, ob die verstarkte Produktion von AR durch eine Aktivierung der
amyloidogenen APP-Prozessierung bedingt ist, wurde zunachst die Aktivitat der B-Sekretase
nach der Inkubation der TFA in einem fluoreszenz-basierten Assay unter Verwendung eines
spezifischen [(-Sekretase-Substrats untersucht. Es wurden hierbei unterschiedliche
Inkubationsansatze verfolgt. Der direkte Effekt auf die Aktivitat der B-Sekretase konnte zum
einen nach der in vitro Inkubation der Fettsauren in isolierten Membranen aus SH-SY5Y wt
Zellen und zum anderen nach der ex vivo Inkubation in Membranen, die aus den Gehirnen
von Mausen isoliert wurden, bestimmt werden. Bei diesen Inkubationsansatzen wurden
Effekte auf die Sekretase-Aktivitat die durch Gen-Expression, Proteinstabilitat oder
subzellulare Lokalisation der Sekretase bedingt sind, nicht erfasst, da die Inkubation auf
PNFs erfolgte.

Nach der Inkubation mit Elaidinsaure wurde eine signifikant erhdhte Aktivitat der -
Sekretase, verglichen mit den entsprechenden Kontrollen, sowohl in den Membranen der
SH-SY5Y wt Zellen (115,5% +/- 0,40%, p=0,0001), als auch in denen der Mausegehirne
(110,8% +/- 0,93%, p=0,049) gemessen (Abb. 15).
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Abb. 15 Der Einfluss von Elaidinsaure auf die Aktivitat der B-Sekretase in isolierten Membranen
Postnukledre Fraktionen aus SH-SY5Y wt Zellen bzw. aus Mausegehirnen wurden fir 15min mit
Elaidinsdure bzw. dem entsprechenden cis-lsomer Olsdure inkubiert. Nach der Isolation der
Membranen wurden diese mit einem spezifischen fluorogenen Substrat der B-Sekretase versetzt und
die Umsetzung des Substrates wurde im Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitat der -
Sekretase entspricht der Steigung der Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. Das
Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 4 unabhangigen Experimenten, die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

In einem weiteren Ansatz wurden lebende SH-SY5Y wt Zellen Uber 5 Tage in Anwesenheit
der Fettsauren kultiviert und die Bestimmung der [(-Sekretase-Aktivitdt fand nach der

Inkubation aus isolierten Membranen statt.
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Abb. 16 Der Einfluss von Elaidinsdure auf die Aktivitit der B-Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen
und kortikalen Neuronen

SH-SYSY wt Zellen bzw. aus E14 Mausembryonen gewonnene kortikale Neurone wurden in der
Zellkultur mit Elaidinsdure bzw. dem entsprechenden cis-lsomer Olsaure inkubiert. Die Membranen
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wurden isoliert und mit einem spezifischen fluorogenen Substrat der p-Sekretase versetzt und die
Umsetzung des Substrates wurde im Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Auswertung und
Statistik erfolgte wie fiir Abb. 15 beschrieben. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung
von mindestens 6 unabhangigen Experimenten.

Hierbei wurde eine Erhdhung der (B-Sekretase-Aktivitat auf 111,5% (+/- 1,68%, p=0,003)
nach der Inkubation mit Elaidinsdure im Vergleich zur Inkubation mit Olséure festgestellt.
Kultivierte man kortikale Neuronen, die aus Mauseembryonen isoliert wurden mit
Elaidinsiure bzw. dem cis-Isomer Olsdure, war die Aktivitiat der B-Sekretase in den Zellen,
die mit Elaidinsdure behandelt wurden, ebenfalls um 132,2% (+/- 11,42%) erhdht, die Werte
erreichten aber nicht die festgelegte statistische Signifikanzgrenze von 0,05 (p=0,0597) (Abb.
16).

Die zweifach ungesattigte trans-Fettsdure CLA flihrte ebenfalls in allen untersuchten
Systemen zu einer signifikanten Erhdhung der B-Sekretase-Aktivitat. So war in den in vitro
inkubierten Membranen aus SH-SY5Y wt Zellen die Aktivitat der B-Sekretase auf 119,1%
(+/- 1,32%, p=5,88x10'6), in denen aus Mausegehirnen auf 119,0% (+/- 1,53%, p=0,0002)
erhoht (Abb. 17).
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Abb. 17 Der Einfluss von CLA auf die Aktivitat der B-Sekretase in isolierten Membranen
Postnukledre Fraktionen aus SH-SY5Y wt Zellen bzw. aus Mausegehirnen wurden fir 15min mit CLA
bzw. dem entsprechenden cis-Isomer Linolsaure inkubiert. Nach der Isolation der Membranen wurden
diese mit einem spezifischen fluorogenen Substrat der B-Sekretase versetzt und die Umsetzung des
Substrates wurde im Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Auswertung und Statistik erfolgte
wie fur Abb. 15 beschrieben. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 5
unabhangigen Experimenten.

Wurde CLA in der Zellkultur auf lebenden Zellen inkubiert und die Membranen nach der
Inkubation isoliert, zeigten diese sowohl bei SH-SY5Y wt Zellen als auch bei kortikalen

Neuronen aus Mauseembryonen eine erhdhte Aktivitat der [-Sekretase von 110,3%
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(+/- 1,52%, p=0,003) bzw. 153,8% (+/- 12,63%, p=0,026), verglichen mit Zellen, die

stattdessen Linolsaure erhielten (Abb. 18).
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Abb. 18 Der Einfluss von CLA auf die Aktivitat der B-Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen und
kortikalen Neuronen

SH-SY5Y wt Zellen bzw. aus E14 Mausembryonen gewonnene kortikale Neurone wurden in der
Zellkultur mit CLA bzw. dem entsprechenden cis-Isomer Linolsdure inkubiert. Die Membranen wurden
isoliert und mit einem spezifischen fluorogenen Substrat der B-Sekretase versetzt und die Umsetzung
des Substrates wurde im Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Auswertung und Statistik
erfolgte wie fur Abb. 15 beschrieben. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von
mindestens 6 unabhangigen Experimenten.

Beide TFA fihrten also in allen verwendeten Systemen zu einer Erhéhung der B-Sekretase-
Aktivitat und damit zu einer verstarkten Prozessierung des APP auf dem amyloidogenen
Weg. Wie schon bei den APP-Prozessierungsprodukten, wurden auch bei der Bestimmung
der B-Sekretase-Aktivitdt, mit Ausnahme der Aktivitdt aus lebenden SH-SY5Y wt Zellen,
durch CLA grofliere Effektstarken als durch Elaidinsaure erreicht, diese erreichten aber nicht

die festgelegte Signifikanzgrenze (Tab. 24).

Tab. 24 Vergleich der Effekstarken der B-Sekretase-Aktivitidt nach Inkubation mit Elaidinsaure
bzw. CLA

Verwendetes System Elaidinsdure CLA t-test
Membranen SH-SY5Y wt 115,46 119,12 0,062
Membranen Mausegehirne 110,75 119,02 0,113
lebende SH-SY5Y wt 111,46 110,25 0,804
kortikale Neurone 132,20 153,732 0,340

Die Effektstarken der Inkubationen von Elaidinsdure und CLA auf die B-Sekretase-Aktivitat wurden
miteinander verglichen und die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt
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4.2.3 Der Einfluss von TFA auf die Aktivitidt der y-Sekretase

Die Erhéhung der AB-Sekretion in SH-SY5Y C99 Zellen nach der Inkubation mit TFA deutet
auf einen zusatzlichen Einfluss dieser Fettsduren auf die Aktivtitat der y-Sekretase hin, da in
dieser Zelllinie die Produktion von AB-Peptiden lediglich vom Schnitt der y-Sekretase, nicht
aber von dem der 3-Sekretase abhangt. Im Folgenden wurde also ein mdglicher Einfluss von
Elaidinsaure und CLA auf die Aktivitat der y-Sekretase untersucht. Es wurden hierbei die
gleichen Systeme verwendet, wie sie schon fiir die Untersuchung der B-Sekretase-Aktivtiat

beschrieben wurden.
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Abb. 19 Der Einfluss von Elaidinsdure auf die Aktivitat der y-Sekretase in isolierten Membranen
Postnukledre Fraktionen aus SH-SYSY wt Zellen bzw. aus Mausegehirnen wurden fir 15min mit
Elaidinsdure bzw. dem entsprechenden cis-lIsomer Olséure inkubiert. Nach der Isolation der
Membranen wurden diese mit einem spezifischen fluorogenen Substrat der y-Sekretase versetzt und
die Umsetzung des Substrates wurde im Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitat der y-
Sekretase entspricht der Steigung der Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. Das
Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 4 unabhangigen Experimenten, die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die in vitro Inkubation von Elaidinsdure ergab verglichen mit der von Olséure eine auf
113,0% (+/- 1,60%, p=0,005) erhdhte Aktivitat der y-Sekretase in den Membranen von SH-
SY5Y wt Zellen. Ein ahnlicher Anstieg auf 110,6% (+/- 0,77%, p=0,008) war auch nach der
ex vivo Inkubation von Elaidinsaure auf den Membranen aus Mausegehirnen zu verzeichnen
(Abb. 19). Inkubierte man Elaidinsdure auf lebenden Zellen, so war wie schon die Aktivitat
der B-Sekretase, auch die der y-Sekretase signifikant erhéht, sowohl bei SH-SY5Y wt Zellen
(114,1% +/- 3,15%, p=0,027), als auch in kortikalen Primarneuronen aus Mausembryonen
(116,7% +/- 1,91%, p=0,005) (Abb. 20).
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Abb. 20 Der Einfluss von Elaidinsaure auf die Aktivitat der y-Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen
und kortikalen Neuronen

SH-SY5Y wt Zellen bzw. aus E14 Mausembryonen gewonnene kortikale Neurone wurden in der
Zellkultur mit Elaidinsdure bzw. dem entsprechenden cis-lsomer Olséure inkubiert. Die Membranen
wurden nach der Inkubation isoliert und mit einem spezifischen fluorogenen Substrat der y-Sekretase
versetzt. Die Messung und Auswertung erfolgte wie flr Abb. 19 beschrieben. Das Balkendiagramm
zeigt die statistische Auswertung von mindestens 4 unabhangigen Experimenten.

Flhrte man die gleichen Inkubationen mit der zweifach ungesattigten CLA durch, ergaben
sich erhdhte y-Sekretase-Aktivitaten in allen vier verwendeten Modellen.

So war die Aktivitat der y-Sekretase nach der in vitro Inkubation von CLA in Membranen aus
SH-SY5Y wt Zellen auf 128,4% (+/- 2,43%, p=6,17x10'6), in den aus Mausegehirnen auf
125,2% (+/- 1,93%, p=0,0002) erhoht (Abb. 21).
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Abb. 21 Der Einfluss von CLA auf die Aktivitat der y-Sekretase in isolierten Membranen

78



4 Ergebnisse

Postnukledre Fraktionen aus SH-SYS5Y wt Zellen bzw. aus Mausegehirnen wurden fir 15min mit CLA
bzw. dem entsprechenden cis-Isomer Linolsdure inkubiert. Die Messung und Auswertung erfolgte wie
fur Abb. 19 beschrieben. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 4
unabhangigen Experimenten.

Nach der Inkubation Uber 5 Tage in der Zellkultur ergab sich eine Erhéhung der y-Sekretase-
Aktivitat auf 139,6% (+/- 2,36%, p=0,0001) in SH-SY5Y wt Zellen bzw. auf 149,5% (+/- 3,79,
p=0,009) in kortikalen Primarneuronen (Abb. 22).

Auffallig war hier die durchgehend gréfere Effektstarke der CLA verglichen mit den Effekten,
die nach der Inkubation der Elaidinsaure beobachtet wurden. In allen verwendeten Systemen

unterschieden sich diese signifikant voneinander (Tab. 25).
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Abb. 22 Der Einfluss von CLA auf die Aktivitidt der y-Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen und
kortikalen Neuronen.

SH-SY5Y wt Zellen bzw. aus E14 Mausembryonen gewonnene kortikale Neurone wurden in der
Zellkultur mit CLA bzw. dem entsprechenden cis-Isomer Linolsaure inkubiert. Die Membranen wurden
isoliert und mit einem spezifischen fluorogenen Substrat der y-Sekretase versetzt. Die Messung und
Auswertung erfolgte wie fur Abb. 19 beschrieben. Das Balkendiagramm zeigt die statistische
Auswertung von mindestens 4 unabhangigen Experimenten.

Tab. 25 Vergleich der Effekstiarken der y-Sekretase-Aktivitidt nach Inkubation mit Elaidinséure
bzw. CLA

Verwendetes System Elaidinsaure CLA t-test
Membranen SH-SY5Y wt 112,99 128,38 0,012
Membranen Mausegehirne 110,62 125,23 0,014
lebende SH-SY5Y wt 114,08 139,64 0,005
kortikale Neurone 116,73 149,52 0,005

Die Effektstarken der Inkubationen von Elaidinsdure und CLA auf die Aktivitat der y-Sekretase wurden
miteinander verglichen und die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt.
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Vergleicht man die Effektstarken, die bei der Inkubation von TFA auf isolierten Membranen
aus SH-SY5Y wt Zellen und Mausegehirnen beobachtet wurden mit denen, die durch die
Inkubation der TFA auf lebenden Zellen erreicht wurde, so fallt auf, dass die Effekte auf den
lebenden Zellen tendenziell groRer waren, als die gemessenen in vitro Effekte, wenn auch
nur im Falle des y-Sekretase-Effektes durch CLA die festgelegte Signifikanzgrenze erreicht
wurde (Tab. 26).

Tab. 26 Vergleich der Effektstidrken der Sekretasen durch die Inkubation von TFA auf isolierten
Membranen und auf lebenden Zellen

Sekretase TFA Membranen Zellkultur t-test
B-Sekretase Elaidinsaure 113,11 121,83 0,303
CLA 119,07 131,99 0,526
y-Sekretase Elaidinsaure 111,80 115,40 0,263
CLA 115,40 144,58 0,004

Die Effektstarken durch die Inkubation mit TFA auf lebenden SH-SY5Y wt Zellen und Primarneurone
wurden gemittelt und mit den gemittelten Effekien verglichen, die durch die in vitro Inkubation auf
isolierten Membranen erreicht wurden. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt.

4.2.4 Der Einfluss von TFA auf die Gen-Expression der Sekretasen

Die erhéhten Aktivitdten der (- und y-Sekretase nach der in vitro Inkubation von TFA
sprechen fir einen direkten Effekt dieser Lipide auf die Sekretase-Aktivitat. Die tendenziell
héheren Effekte, die durch die Inkubation auf lebenden Zellen erreicht wurden (vgl. Tab 26),
sprechen darlber hinaus fir einen weiteren Mechanismus, der zu gesteigerten Sekretase-
Aktivitaten nach der Inkubation mit TFA fiihrt. Deshalb wurde die Gen-Expression von der a-
Sekretase ADAM10, der B-Sekretase BACE1 und den Komponenten des y-Sekretase
Komplexes PS1, PS2, APH1a, APH1b, PEN2 und Nicastrin ermittelt. Hierfir wurden SH-
SY5Y wt Zellen mit den TFA und zur Kontrolle mit ihren korrespondierenden cis-lsomeren
inkubiert und die Gen-Expression der Sekretasen mittels RT-PCR bestimmt.

Die mRNS-Level der y-Sekretase-Komponenten PS1, PS2, APH1a, APH1b sowie Nicastrin
waren nach der Inkubation mit Elaidinsaure signifikant auf 152,4% fur PS1 (+/- 19,23%,
p=0,009), 165,3% fiir PS2 (+/- 20,30%, p=0,004), 123,8% fiir APH1a (+/- 2,61%, p=2,9x10®),
132,5% fiir APH1b (+/- 14,37%, p=0,047) und 162,5% fiir Nicastrin (+/- 9,75%, p=3,96x10")
erhdht. Der y-Sekretase-Bestandteil PEN2 lag ebenfalls, wenn auch nicht signifikant auf
110,1% (+/- 15,53%, p=0,406) erhdht vor. Auch die mRNS der B-Sekretase BACE1 lag in

den Zellen, die mit Elaidinsaure inkubiert wurden, mit 159,2% (+/- 13,45%, p=0,0005) der
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Kontrolle erhéht vor, wahrend die Expression der a-Sekretase ADAM10 auf 85% (+/- 4,63%,
p=0,009) reduziert war (Abb. 23). Diese Ergebnisse entsprechen den beobachteten Effekten
der Elaidinsaure auf die APP-Prozessierungsprodukte, bei denen die a-Sekretase Produkte
sAPPa und a-CTF reduziert waren.
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Abb. 23 Der Einfluss von Elaidinsaure auf die Gen-Expression der Sekretasen

SH-SY5Y wt Zellen wurden Uber 5 Tage in Anwesenheit der TFA Elaidinsaure kultiviert. Die Kontrollen
enthielten die entsprechende Menge des cis-lsomers Olsdure. Per RT-PCR Analyse wurde unter
Verwendung spezifischer Primer die Gen-Expression der a-Sekretase ADAM10, der [(-Sekretase
BACE1 sowie aller Komponenten des y-Sekretase-Komplexes bestimmt. Gezeigt ist die statistische
Auswertung von 6 unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

Die Inkubation der zweifach ungesattigten trans-Fettsdure CLA erhdhte alle Komponenten
des y-Sekretase Komplexes signifikant auf 135,6% fur PS1 (+/- 11,17%, p=0,004), 182,5%
fur PS2 (+/- 17,71%, p=0,0004), 138,4% fur APH1a (+/-9,89%, p=0,0012), 135,9% fur APH1b
(+/- 14,99%, p=0,018), 233,3% fiir PEN2 (+/- 23,57%, p=9,65x10") bzw. auf 144,7% fiir
Nicastrin (+/- 23,53%, p=0,043). Wie schon fur die Inkubation mit Elaidinsdure beschrieben,
war auch mit CLA die Gen-Expression von BACE1 signifikant auf 135,6% (+/- 10,85,
p=0,003) erhoht, wahrend die von ADAM10 auf 76% (+/- 7,26%, p=0,007) reduziert war
(Abb. 24).
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Abb. 24 Der Einfluss von CLA auf die Gen-Expression der Sekretasen

SH-SY5Y wt Zellen wurden Uber 5 Tage in Anwesenheit der TFA CLA kultiviert. Die Kontrollen
enthielten die entsprechende Menge des cis-Isomers Linolsaure. Die RT-PCR Analyse und Statistik
erfolgte wie fur Abb. 23 beschrieben. Gezeigt ist die statistische Auswertung von 6 unabhangigen
Experimenten.

Zusammenfassend bewirkten also beide verwendeten TFA verglichen mit ihren cis-lsomeren
eine verstarkte Transkription der Gene, die an der amyloidogenen APP-Prozessierung
beteiligt sind, reduzierten aber die von ADAM10, eine der dominanten a-Sekretasen in SH-
SY5Y Zellen (Lichtenthaler, 2011), verantwortlich fir die nicht amyloidogene Prozessierung.
Dies verstarkt neben der direkten Wirkung auf die Aktivitdten der B- und y-Sekretase das
amyloidogene Potential der TFA.

Im Gegensatz zu den Effekten auf die Sekretase-Aktivitdten waren die Effekte durch die
Inkubation mit der zweifach ungesattigten CLA auf die Gen-Expression nicht groRer,
verglichen mit den Effekten durch die Inkubation mit der einfach ungesattigten Elaidinsaure
(Tab. 27).

Tab. 27 Vergleich der Effektstirken der Gen-Expression nach Inkubation mit Elaidinsdure bzw.
CLA

Elaidinsaure CLA t-test
ADAM10 85,04 75,71 0,304
PS1 152,37 135,56 0,478
PS2 165,26 182,48 0,546
APH1a 123,84 138,41 0,204
APH1b 132,54 134,96 0,910
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PEN2 110,78 233,32 0,005
Nicastrin 162,48 144,68 0,511
BACE1 159,21 135,59 0,221

Die Effektstarken der Inkubationen mit Elaidinsdure und CLA auf die Gen-Expression der Sekretasen
wurden miteinander verglichen und die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student's t-test
ermittelt.

Durch die Inkubation der TFA ergaben sich grofRere Effektstarken auf die Gen-Expression
verglichen mit den Effekten auf die Aktivitdten der entsprechenden Sekretasen (Tab. 28). Im
Falle der Inkubation mit Elaidinsaure unterschieden sich die Effektstarken mit p=0,048 fir die

B-Sekretase und p=0,034 fir die y-Sekretase signifikant.

Tab. 28 Vergleich der Effektstirken der Gen-Expression mit den Aktivitaten der Sekretasen

Sekretase TFA Aktivitat Genexpression t-test
B-Sekretase Elaidinsaure 121,82 159,20 0,048
CLA 131,99 135,59 0,456
y-Sekretase Elaidinsaure 115,40 141,21 0,034
CLA 144,58 161,56 0,329

Die Effektstarken der Inkubationen mit TFA auf die Gen-Expression der Sekretasen wurden mit den
Effekten auf die Sekretase-Aktivitdten verglichen. Die Gen-Expression der y-Sekretase-Komponenten
wurde dabei gemittelt. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt.

4.2.5 Der Einfluss von TFA auf die Proteine ADAM10, BACE1 und Nicastrin

Da die Aktivitaten der Sekretasen durch die Inkubation mit TFA weniger stark geandert
waren, als die mRNA-Level, wurden per Western Blot Analyse die Proteinlevel von ADAM10,
BACE1 und Nicastrin, das stellvertretend fir die Komponenten der y-Sekretase ausgewahlt
wurde, bestimmt. Hierfur wurden SH-SY5Y wt Zellen Gber 5 Tage mit Elaidinsdure und CLA
und zur Kontrolle mit den entsprechenden cis-Isomeren Olséure und Linolséure inkubiert.

Der Proteinlevel von ADAM10 war nach der Inkubation mit Elaidinsaure signifikant auf 84,6%
(+/- 5,15%, p=0,001) verringert, wahrend die y-Sekretase Komponente Nicastrin mit 111,5%
(+/- 3,54%, p=0,04) der Kontrolle erhdht vorlag. Der Proteinlevel der 3-Sekretase BACE1 war
ebenfalls, wenn auch nicht signifikant auf 108,0% (+/- 6,12%, p=0,314) erhéht, verglich man

die Elaidinsaure-inkubierten Zellen mit den entsprechenden Kontrollen (Abb. 25).
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Abb. 25 Der Einfluss von Elaidinsdure auf die Proteinlevel der Sekretasen

SH-SY5Y wt Zellen wurden lber 5 Tage in Anwesenheit von Elaidinsdure kultiviert, die Kontrollen
enthielten die entsprechende Menge Olsaure. Die Proteine wurden unter Verwendung spezifischer AK
mittels Western Blot Analyse aus dem Zelllysat detektiert. Fir die Detektion von ADAM10 wurde der
AK ab47993, fur Nicastrin N1660 und fir BACE1 B0806 verwendet. Das Balkendiagramm zeigt die
statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts sind reprasentative Ausschnitte der Western Blots
dargestellt.

Annliche Ergebnisse erbrachte die Western Blot Analyse nach der Inkubation der zweifach

ungesattigten CLA und ihrer korrespondierenden Kontrolle.
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Abb. 26 Der Einfluss von CLA auf die Proteinlevel der Sekretasen

SH-SY5Y wt Zellen wurden Uber 5 Tage in Anwesenheit von CLA kultiviert, die Kontrollen enthielten
die entsprechende Menge Linolsaure. Die Western Blot Analyse und Statistik erfolgte wie fiir Abb. 25
beschrieben. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen
Experimenten.
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Wie schon nach der Inkubation mit Elaidinsdure war der ADAM10-Proteinlevel signifikant auf
72,1% (+/- 4,30%, p=0,001) reduziert, wahrend der Nicastrin-Proteinlevel auf 111,9% (+/-
0,83%, p=6,76x10"°) erhdht war. Der Proteinlevel von BACE1 war nach der Inkubation mit
CLA deutlich auf 133,6% (+/- 5,61%, p=0,0001) erh6ht (Abb. 26).

Dem signifikanten Unterschied zwischen Gen-Expression und den Aktivitaten der B- und y-
Sekretase nach Inkubation mit Elaidinsdure entsprechend, unterschieden sich die
Proteinlevel von Nicastrin und BACE1 ebenfalls siginfikant von ihren mRNA-Leveln (Tab. 29).
Es scheinen hier weitere Mechanismen wie beispielsweise Effekte auf die Translation oder
die Stabilitdt der Proteine eine Rolle zu spielen. Dagegen unterschieden sich die Proteinlevel
von ADAM10 nach der Inkubation beider TFA nicht von von ihren mRNA-Leveln.

Tab. 29 Vergleich der Effektstarken der Gen-Expression mit den Proteinleveln der Sekretasen

TFA Sekretase Gen-Expression  Proteinlevel t-test
Elaidinsaure ADAM10 85,04 84,61 0,956
Nicastrin 162,48 111,52 0,005
BACE1 159,21 108,03 0,007
CLA ADAM10 75,71 72,13 0,912
Nicastrin 144,68 111,92 0,258
BACE1 135,59 133,60 0,891

Die Effektstarken der Inkubationen mit TFA auf die Gen-Expression der Sekretasen wurden mit den
Effekten auf die entprechenden Proteinlevel verglichen. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem
Student’s t-test ermittelt.

4.2.6 Der Einfluss von TFA auf den subzelluldaren Transport des APPs

Ein weiterer Faktor, der die amyloidogene oder nicht amyloidogene Prozessierung des APPs
bestimmt, ist die Menge und die subzellulare Lokalisation des Substrates selbst. Ist das APP
an der Plasmamembran lokalisiert, so wird der Abbau auf dem nicht amyloidogenen Weg
durch die a-Sekretase bevorzugt. Wird das APP aber internalisiert und ist dann in den
Endosomen zu finden, wird es eher auf dem amyloidogenen Prozessierungsweg gespalten.

Zunachst wurde mittels Western Blot Analyse der APP-Proteinlevel im Zelllysat Elaidinsaure-
bzw. CLA-behandelter SH-SY5Y wt Zellen analysiert. Wie in Abb. 27 zu sehen, ist nach der
Inkubation mit beiden TFA die Menge an intrazellular vorliegendem APP deutlich auf 137,4%
(+/- 3,0%, p=0,0009) nach Elaidinsaure-Inkubation und auf 169,8% (+/- 1,3%, p=2,70x10‘6)
nach der Inkubation mit CLA erhoht. Der Effekt durch die Inkubation mit CLA war dabei mit

p=0,015 siginifikant groRer als der durch Elaidinsaure.
85



4 Ergebnisse

[%]

@
.’00
a 200 @ &5’
o & &
< *kk o\ Q}
3
:“E o —
53 150 i . intrazelluldres
g E & APP
N ©
© O
sSX
=l
E.c 100 @ ‘.o@,
fi} E-\Q’ \90 . \Q’D
£ \(\o o(‘\:\(\o
2 VNN
S 50
. intrazelluldres
porg APP
) ) )
S 0 S
) .09 2 N
(&) S O )
\) W N
A Vv A%
ki N
o
Y,

Abb. 27 Der Einfluss von TFA auf die Menge des intrazelluliren APP

SH-SY5Y wt Zellen wurden tber 5 Tage in Anwesenheit der TFA Elaidinsdure bzw. CLA kultiviert. Die
Kontrollen enthielten die entsprechenden cis-lsomere Olsdure bzw. Linolsdure. APP wurde unter
Verwendung des AKs W02 aus dem Zelllysat der inkubierten Zellen mittels Western Blot Analyse
detektiert. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung 5 unabhangiger Experimente, die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts sind reprasentative
Ausschnitte der Western Blots dargestellt.

Ein mdglicher Grund fir eine Erhéhung des intrazellularen APPs ist zum einen eine erhdhte
Gen-Expression und zum anderen eine Beeinflussung seines Transports zur
Plasmamembran. Tatsachlich zeigte die RT-PCR Analyse eine Steigerung der Gen-
Expression des APP auf 159,3% (+/- 17,20%, p=0,002) nach der Inkubation mit Elaidinsaure
und 216% (+/- 32,92, p=0,002) nach der Inkubation mit CLA (Abb. 28). Wiederum war der
Effekt durch CLA-Inkubation groRer, als der Elaidinsdure bedingte Effekt, die Differenz der

Effektstarken erreichte mit p=0,177 jedoch nicht die festgelegte Signifikanzgrenze.
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Abb. 28 Der Einfluss von TFA auf die Gen-Expression des APP

SH-SY5Y wt Zellen wurden Uber 5 Tage in Anwesenheit von Elaidinsdure bzw. CLA kultiviert. Die
Kontrollzellen enthielten die entsprechende Menge Olsédure bzw. Linolsdure. Per RT-PCR Analyse
wurde unter Verwendung spezifischer Primer die Gen-Expression von APP bestimmt. Gezeigt ist die
statistische  Auswertung 6 unabhangiger Experimente, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Menge an APP an der Zelloberflache wurde mittels FACS Analyse bestimmt. Bei dieser
Methode wird selektiv das APP detektiert, das sich an der Zelloberflache befindet. Die Abb.

29 zeigt eine reprasentative FACS Analyse.

] — Olsaure
/\\ ---- Elaidinsaure
J Linolsdure
konj. Linolséure

relative Zellzahl

— T T T -{ e

4
10° 0
extrazelluldres APP

Abb. 29 Der Einfluss von TFA auf die APP-Lokalisation an der Zelloberflache

SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 5 Tage in Anwesenheit der TFA Elaidinsdure bzw. CLA kultiviert,
wahrend die Kontrollzellen die korrespondierenden cis-lsomere Olsdure und Linolséure enthielten. Per
FACS Analyse wurde selektiv das an der Zelloberflache lokalisierte APP unter Verwendung des AKs
AB8967 detektiert. Als Sekundar-AK diente der FITC-gekoppelte anti-rabbit-AK ab6717. Gezeigt ist eine
reprasentative FACS Analyse, bei der die Intensitat des FITC-Signals, welches der APP-Menge an der
Zelloberflache entspricht, gegen die relative Zellzahl aufgetragen ist.

87



4 Ergebnisse

Es zeigte sich, dass das APP-Signal an der Zelloberflaiche nach der Inkubation mit
Elaidinsaure oder CLA deutlich niedriger war, als das Signal der Zellen, die stattdessen die
cis-Fettsduren Olsdure und Linolsdure erhielten. Dies I&sst vermuten, dass der Transport des
APP auf dem sekretorischen Weg zur Plasmamembran durch die Inkubation mit TFA in SH-
SY5Y wt Zellen inhibiert wird. Weiterhin ist eine verstarkte Endozytose und damit eine

Akkumulation des APP im endozytotischen Transportweg eine mdgliche Ursache.

4.2.7 Der Einfluss von TFA auf AB-Aggregation

Die Ergebnisse des Kapitels 4.2.7 wurden eingestandig von Benjamin Hundsdorfer im Rahmen einer
Kooperation generiert. Wegen ihrer Bedeutung fir das Projekt sollen sie an dieser Stelle
ausnahmsweise kurz zitiert werden.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen ein amyloidogenes Potential von TFA verglichen mit ihren
cis-lsomeren. Die Inkubation der TFA fihrte zu einer verstarkten Produktion von Ap-
Peptiden. Bei Patienten, die an der Alzheimer Krankheit leiden, finden sich Ablagerungen
solcher AB-Peptide in aggregierter Form in den sogenannten senilen Plaques. Es sollte
deshalb untersucht werden, ob TFA neben ihrer Wirkung auf die AB Produktion auch die
Aggregation dieser Peptide beeinflussen.

Hierfur wurde synthetisches AB40 in vitro fur 24Std. in Anwesenheit der cis- und trans-
Fettsauren inkubiert. Im Elektronenmikroskop wurden dann Aufnahmen der AB-Aggregate

angefertigt.

A B

Olsaure (cis 18:1) Elaidins&ure (trans 18:1) Linolsaure (cis 18:2) konj. Linolsédure (trans 18:2)

Abb. 30 TEM-Aufnahmen der AB-Aggregate in Abhdngigkeit von TFA

Synthetisches AB40 wurde flr 24Std. mit den TFA Elaidinsaure (A) und CLA (B) inkubiert. Als Kontrolle
dienten Proben, die mit den cis-lsomeren Olséure oder Linolséure inkubiert wurden. Nach Ablauf der
Inkubationsdauer wurden die Proben auf Kupfer-Grids aufgetragen und im TEM analysiert. Die
Abbildung zeigt exemplarische TEM-Abbildungen.

Wie in Abb. 30 zu sehen, war die Dichte an aggregiertem AB in den Proben, die mit TFA
inkubiert wurden, deutlich héher als in den mit den korrespondierenden cis-lsomeren. Um
eine quantitative Aussage bezuglich der Aggregation der Ap-Peptide treffen zu kdnnen,

wurden die Ergebnisse dieser Aufnahmen zusatzlich mittels ThT Assay Uberpruft.
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Abb. 31 ThT Analyse der AB-Aggregation in Abhédngigkeit von TFA

Die cis- und trans-Fettsduren wurden in einer finalen Konzentration von 10uM mit 50uM AB40 und
20uM des Farbstoffs ThT inkubiert. Die Detektion der Fluoreszenz wurde bei 37°C unter
Lichtausschluss in 10mindtigen Intervallen mit einer Extinktionswellenlange von 450nm und einer
Emissionswellenlange von 482nm in einem Safire-Fluorometer aufgezeichnet. Die Fehlerbalken
zeigen die mittlere Standardabweichung von 3 unabhangigen Experimenten.

Diese Methode beruht auf der Bindung des Benzothiazol-Farbstoffs Thioflavin T (ThT) an -
Faltblatt reiche Strukturen, wie sie in Ap-Aggregaten vorliegen, wodurch es zu einer
Verschiebung des Emissionsspektrums des ThT kommt, die in einem Fluorometer
aufgezeichnet werden kann (LeVine, 1993, 1997). Sowohl Elaidinsaure als auch CLA flihrte
verglichen mit Olsaure bzw. Linolséure zu einer schnelleren Aggregation synthetischer Ap42-
Peptide (Abb. 31).

TFA bewirken also eine Verschiebung von der nicht amyloidogenen hin zur amyloidogenen
APP-Prozessierung Uber eine Beeinflussung der Transkription der Sekretasen zum einen
und einer direkten Wirkung auf die Sekretase-Aktivitaten zum anderen. In der Summe fuhrt
dies zu einer verstarkten Produktion neurotoxischer AB-Peptide. Zusatzlich wird die

Aggregation dieser Peptide durch TFA begunstigt.
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4.3 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die APP-Prozessierung

Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden bereits verdffentlicht in:

- Rothhaar T.L., Grésgen S., Haupenthal V.J., Burg V.K., Hundsdoérfer B., Mett J., Riemenschneider
M., Grimm H.S., Hartmann T., Grimm M.O. (2012). Plasmalogens inhibit APP processing by directly
affecting y-secretase activity in Alzheimer's disease. ScientificWorldJournal 2012:141240.

- Grimm M.O., Kuchenbecker J., Rothhaar T.L., Grésgen S., Hundsdorfer B., Burg V.K., Friess P,
Miller U., Grimm H.S., Riemenschneider M., Hartmann T. (2011). Plasmalogen synthesis is regulated
via alkyl-dihydroxyacetonephosphate-synthase by amyloid precursor protein processing and is
affected in Alzheimer's disease. J Neurochem. 116(5):916-25.

Plasmalogene sind Glycerophospholipide und stellen den Hauptbestandteil neuronaler
Zellmembranen dar. Im menschlichen Gehirn machen sie etwa 20% aller
Glycerophospholipide aus (Farooqui and Horrocks, 2001b; Horrocks and Sharma, 1982). In
post mortem Gehirnen von Patienten, die an Alzheimer erkrankt waren, wurden reduzierte
Plasmalogenspiegel beschrieben (Farooqui et al., 1997a; Ginsberg et al., 1995; Guan et al.,
1999; Wells et al., 1995). Han et al. konnten zeigen, dass diese Abnahme im Plasmalogen-
Gehalt mit den verschiedenen klinischen Stadien der Demenz korrelieren (Han et al., 2001).
Unklar ist jedoch, ob diese Reduktion der Plasmalogene eine Ursache der Alzheimer-
Pathologie oder eine Folge der Erkrankung darstellt. Da die APP prozessierenden
Sekretasen sowie das APP selbst membranassoziierte Proteine sind, sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit analysiert werden, ob Plasmalogene als Hauptbestandteile dieser
Membranen die Sekretasen zum einen und damit die Prozessierung des APP zum anderen

beeinflussen.

4.3.1 Bestimmung von Phosphatidylcholin- und Phosphatidylethanolamin-

Plasmalogenen in humanen post mortem Gehirnen

Nachdem in friheren Studien eine Reduktion im Gesamt-Phosphatidylethanolamin-
Plasmalogen (PE-PL)-Gehalt und in einigen Phosphatidylcholin-Plasmalogen (PC-PL)-
Spezies in den post mortem Gehirnproben von Alzheimer-Patienten festgestellt wurden
(Grimm et al., 2011a; Grimm et al., 2011d), sollte hier analysiert werden, welche
Plasmalogen-Spezies die groften Veranderungen in den Alzheimer-Gehirnen verglichen mit
Gehirnen gesunder Kontrollen zeigt.

Hierzu wurden die Hauptvertreter der PC-PLs und der PE-PLs massenspektrometrisch in
insgesamt 58 humanen Gehirnen bestimmt. 21 der untersuchten Gehirne stammten von

gesunden Personen, 37 von Patienten, die an Alzheimer erkrankt waren. Die Gehirne
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unterschieden sich nicht signifikant im Alter (Kontrollgruppe 74,8 Jahre, Alzheimer-Patienten
78,4 Jahre, p=0,100) bzw. dem Geschlecht der Spender.
Tab. 30 PC-PL und PE-PL Spezies in humanen post mortem Gehirnen

Plasmalogen-Spezies % der StabwM ttest
Kontrolle

PC-PL 16:0/18:1(PC-PL 34:1) 64,55 1,654 0,0011
PC-PL 18:0/18:1(PC-PL 36:1) 68,93 1,814 0,0005
PC-PL 18:1/18:1(PC-PL 36:2) 49,17 1,452 0,0007
PC-PL 16:0/20:4(PC-PL 36:4) 81,56 2,681 0,0483
PC-PL 18:0/20:4(PC-PL 38:4) 85,02 1,930 0,0051
PC-PL 18:1/20:4(PC-PL 38:5) 84,58 3,744 0,1105
PC-PL 16:0/22:6(PC-PL 38:6) 88,21 2,925 0,0735
PC-PL 18:0/22:6(PC-PL 40:6) 88,99 2,388 0,0184
Alle PC-PL gewichtet 66,53 1,663 0,001

PE-PL 18:1/18:1(PE-PL 36:2) 83,18 7,252 0,2152
PE-PL 16:0/20:4(PE-PL 36:4) 78,67 7,181 0,1631
PE-PL 18:0/20:4(PE-PL 38:4) 80,55 6,795 0,1540
PE-PL 18:1/20:4(PE-PL 38:5) 93,96 6,194 0,5656
PE-PL 16:0/22:6(PE-PL 38:6) 94,07 6,250 0,5752
PE-PL 18:0/22:6(PE-PL 40:6) 86,24 5,190 0,2049
Alle PE-PL gewichtet 85,60 6,292 0,229

Die PC-PL und PE-PL Level wurden mittels Massenspektometrie aus 37 post mortem Gehirnen von
Alzheimer-Patienten bestimmt und mit denen von 21 gesunden Personen verglichen. Die Mittelwerte
der PC-PL und PE-PL wurden entsprechend ihrem Vorkommen gewichtet. Die statistische Signifikanz
wurde mittels Student’s t-test ermittelt. StabwM=Standardabweichung des Mittelwerts.

Die Analyse ergab, dass alle untersuchten PC-PL-Spezies in den Gehirnen der an Alzheimer
Erkrankten signifikant reduziert waren, verglich man sie mit denen der gesunden
Kontrollgruppe. Die starkste Abnahme auf 49,17% der Kontrolle zeigte dabei PC-PL
18:1/18:1. Gewichtet man die einzelnen PC-PL-Spezies nach ihrem Vorkommen, ergibt sich
im Mittel eine signifikante Abnahme auf 66,53% (+/- 1,66%, p=0,001). Die Spiegel der PE-PL
waren in den Gehirnen der Alzheimer-Patienten im Mittel auf 85,60% (+/- 6,29, p=0,229)
reduziert, es wurde aber weder fur die einzelnen Spezies, noch fur die gewichteten
Mittelwerte die Signifikanzgrenze erreicht (Tab. 30).

Da sich die grofte Veranderung zwischen den Gehirnen gesunder und denen von an

Alzheimer erkrankten Personen bei PC-PL 18:1 zeigte, wurde dieses Lipid fir die weiteren
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Analysen verwendet. Zusatzlich wurden die Plasmalogene mit langerer Fettsaurenkette und
geringerem Séttigungsgrad PC-PL 20:4 und PC-PL 22:6 und zur Uberpriifung moglicher
Effekte, verursacht durch die jeweilige Kopfgruppe des Lipids, PE-PL 22:6 verwendet. Als
Kontrolle diente das jeweils korrespondierende Phospholipid. Somit handelt es sich bei den
beobachteten Effekten um Effekte, die spezifisch fur Plasmalogene und damit spezifisch fur

die Vinylether-Bindung sind.

4.3.2 Der Effekt von Plasmalogenen auf die Expression der Sekretasen

Um einen mdglichen Effekt der Plasmalogene auf die an der APP-Prozessierung beteiligten
Sekretasen und damit die Menge an sekretierten AB-Peptiden zu untersuchen, wurde
zunachst die Gen-Expression von ADAM17, einem der Hauptvertreter der a-Sekretasen, von
der B-Sekretase BACE1 und den einzelnen Komponenten des y-Sekretase-Komplexes PS1,
PS2, APH1a, APH1b, Nicastrin und PEN2 in Abhangigkeit der Plasmalogene analysiert.
Hierzu wurden SH-SY5Y wt Zellen fiir 24Std. mit den Plasmalogenen PC-PL 18:1 und PC-PL
20:4 inkubiert. Als Kontrolle wurden SH-SY5Y wt Zellen mit den korrespondierenden
Phospholipiden PC 18:1 bzw. PC 20:4 inkubiert. Die im Anschluss an die Inkubation
ermittelten Zytotoxizitaten betrugen 1,95% (+/- 0,22%) fur PC-PL 18:1, 2,02% (+/- 0,16%) fur
PC-PL 20:4, 1,87% (+/- 0,09%) fur PC 18:1 und 2,11% (+/- 0,23%) fur PC 20:4. Die RT-PCR
Analyse mittels spezifischer Primer fir die jeweiligen Gene ergab keine signifikanten
Anderungen in der Gen-Expression der Sekretasen in den mit Plasmalogenen behandelten
Zellen, verglichen mit der Gen-Expression in den Zellen, die mit dem korrespondierenden

Phospholipid inkubiert wurden, wie in Tab. 31 dargestellt.

Tab. 31 Gen-Expression der Sekretasen in Abhangigkeit von PC-PL 18:1 und PC-PL 20:4

Plasmalogen Sekretase Gen Faktor StabwM ttest
f(l;rntrolle
PC-PL 18:0/18:1 a-Sekretase ADAM17 1,11 0,178 0,5658
y-Sekretase PS1 0,96 0,117 0,7574
PS2 1,04 0,136 0,7981
APH1a 0,87 0,230 0,5884
APH1b 1,06 0,186 0,7380
NCSTN 0,87 0,204 0,5548
PEN2 1,09 0,149 0,5734
B-Sekretase BACE1 1,04 0,225 0,8554
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PC-PL 18:0/20:4 a-Sekretase ADAM17 0,90 0,049 0,0878
y-Sekretase PSEN1 0,95 0,099 0,6162

PSEN2 1,10 0,105 0,3568

APH1a 0,86 0,089 0,1676

APH1b 0,93 0,125 0,5707

NCSTN 0,86 0,083 0,1287

PSENEN2 0,99 0,074 0,8949

B-Sekretase BACE1 0,93 0,094 0,4607

SH-SYSY wt Zellen wurden fur 24Std. in Anwesenheit der Plasmalogene PC-PL 18:1 und PC-PL 20:4
kultiviert. Die Kontrollzellen erhielten die entsprechende Menge der korrespondierenden
Phospholipide. Die Gen-Expression der a-Sekretase ADAM17, der B-Sekretase BACE1 sowie der
Komponenten der y-Sekretase wurde mittels RT-PCR Analyse unter Verwendung spezifischer Primer
bestimmt. Die statistische Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student's t-test ermittelt.
StabwM=Standardabweichung des Mittelwerts.

Nach der Inkubation mit Plasmalogenen wurden zusatzlich die Proteinlevel von ADAM17,
BACE1 und PS1, das als katalytisches Zentrum stellvertretend fir die y-Sekretase-
Komponenten ausgewahlt wurde, per Western Blot Analyse bestimmt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Gen-Expressionsanalyse, konnten auch hier
keine Veranderungen in den Proteinspiegeln nach der Inkubation mit PC-PL 18:1 festgestellt
werden (ADAM17: 99,0% +/- 5,32%, p=0,900; PS1: 96,8% +/- 6,07%, p=0,719; BACE1:
104,0% +/- 2,72, p=0,331) (Abb. 32).
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Abb. 32 Der Einfluss von PC-PL 18:1 auf die Proteinlevel der Sekretasen
SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 24Std in Anwesenheit von PC-PL 18:1 kultiviert, die Kontrollen
enthielten die entsprechende Menge des korrespondierenden Phospholipids PC 18:1. Die Proteine
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wurden unter Verwendung spezifischer AK mittels Western Blot Analyse aus dem Zelllysat detektiert.
Fir die Detektion von ADAM17 wurde der AK ab39162, fur PS1 sc-7860 und fir BACE1 B0806
verwendet. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen
Experimenten, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz
wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts sind
reprasentative Ausschnitte der Western Blots dargestellt.
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Abb. 33 Der Einfluss von PC-PL 20:4 auf die Proteinlevel der Sekretasen

SH-SY5Y wt Zellen wurden fur 24Std in Anwesenheit von PC-PL 20:4 kultiviert, die Kontrollen
enthielten die entsprechende Menge des korrespondierenden Phospholipids PC 20:4. Bestimmung
der Proteinlevel und Statistik erfolgten analog Abb. 32.

Auch nach der Inkubation mit PC-PL 20:4 waren die Proteinspiegel von ADAM17, PS1 und
BACE1 in SH-SY5Y wt Zellen nicht verandert (ADAM17: 102,5% +/- 3,42%, p=0,615; PS1:
95,9% +/- 4,35%, p=0,522; BACE1: 98,1% +/- 3,62%, p=0,717) (Abb. 33). Die Inkubation von
Plasmalogenen beeinflusste also weder die Gen-Expression noch die Proteinlevel der
Sekretasen in SH-SY5Y wt Zellen.

4.3.3 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitat der B-Sekretase

Die Aktivitat der B-Sekretase in Abhangigkeit von Plasmalogenen wurde in drei
unterschiedlichen Systemen untersucht. Zunachst wurden PNFs aus SH-SY5Y wt Zellen in
vitro mit Plasmalogenen bzw. den korrespondierenden Phospholipiden inkubiert. PNFs
enthalten die Plasmamembranen der Zellen, an denen die Sekretasen lokalisiert sind. Somit
lassen sich mit diesem Ansatz direkte Effekte der Lipide auf die Aktivitaten der Sekretasen
messen, die unabhangig von Gen-Expressionseffekten, Proteinstabilititen oder subzellularer

Lokalisation der Sekretasen sind. Nach der Inkubation wurden die Membranen durch
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Zentrifugation isoliert und unter Verwendung eines Fluoreszenz-basierten Aktivitats-Assays

die Aktivitat der B-Sekretase bestimmit.
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Abb. 34 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitit der B-Sekretase in isolierten
Membranen aus SH-SY5Y wt Zellen

PNFs aus SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 15min mit Plasmalogenen bzw. den entsprechenden
Phospholipiden inkubiert. Nach der Isolation der Membranen wurden diese mit einem spezifischen
fluorogenen Substrat der B-Sekretase versetzt und die Umsetzung des Substrats wurde im
Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitat der B-Sekretase entspricht der Steigung der
Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. A) Das Balkendiagramm zeigt die statistische
Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). B) zeigt die durchschnittliche
Kinetik der B-Sekretase-Aktivitdt nach Inkubation mit PC-PL 18:1 verglichen mit PC 18:1. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.

Nach der Inkubation mit PC-PL 18:1 und PC-PL 22:6 ergab sich eine geringe, im Falle von
PC-PL 18:1 dennoch signifikante Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat auf 95,7% (+/- 1,16%,
p=0,031) bzw. 94,0% (+/- 1,15%, p=0,055) verglichen mit aufgereinigten Membranen, die mit
PC 18:1 bzw. PC 22:6 inkubiert wurden. Die Inkubation mit PC-PL 20:4 und PE-PL 22:6 hatte
keinen Einfluss auf die Aktivitdt der B-Sekretase in isolierten Membranen von SH-SY5Y wt
Zellen (PC-PL 20:4: 98,7% +/- 1,31%, p=0,434; PE-PL 22:6: 98,9% +/- 2,16%, p=0,644)
(Abb. 34). Die einzelnen Effekstarken der Plasmalogene unterschieden sich untereinander
nicht, lediglich die Differenz der Effektstarke der PC-PL 20:4 und der PC-PL 22:6-Inkubation
erreichte mit p=0,042 knapp die festgelegte Signifikanzgrenze (Tab. 32).
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Tab. 32 Signifikanzen zwischen den Effekten der PL auf die B-Sekretase-Aktivitat in isolierten
SH-SY5Y Membranen

PC-PL 20:4 PC-PL 22:6 PE-PL 22:6
PC-PL 18:1 0,149 0,301 0,601
PC-PL 20:4 0,042 0,401
PC-PL 22:6 0,739

Die Effekte der einzelnen PL auf die Aktivitat der B-Sekretase wurden untereinander mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden PNFs aus den Gehirnen von Mausen prapariert

und analog zu den SH-SY5Y Membranen ex vivo mit Plasmalogenen inkubiert.
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Abb. 35 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitait der B-Sekretase in isolierten
Membranen aus Mausegehirnen

PNFs aus Mausegehirnen wurden fir 15min mit Plasmalogenen bzw. den entsprechenden
Phospholipiden inkubiert. Die Bestimmung der [B-Sekretase-Aktivitat, Auswertung und Statistik
erfolgten wie fiir Abb. 34 beschrieben

Die beiden verwendeten Plasmalogene PC-PL 18:1 sowie PC-PL 20:4 reduzierten leicht,
wenn auch nicht signifikant die Aktivitat der B-Sekretase der isolierten Membranen aus
Mausegehirnen auf 96,3% (+/- 2,10%, p=0,147) bzw. 95,7% (+/- 1,54%, p=0,197) der
korrespondierenden Kontrollen (Abb. 35). Die Effektstarken der beiden PL unterschieden

sich nicht voneinander (p=0,824).

In einem dritten Versuchsansatz wurden SH-SY5Y wt Zellen fir 24Std. mit Plasmalogenen
und Phospholipiden inkubiert, danach wurden die Membranen isoliert und die B-Sekretase-

Aktivitat wie beschrieben gemessen.
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Abb. 36 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitidt der B-Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen
SH-SY5Y wt Zellen wurde fiir 24Std. in Anwesenheit der Plasmalogene PC-PL18:1 und PC-PL 20:4
kultiviert. Die Kontrollzellen erhielten die korrespondierenden Phospholipide in der gleichen
Konzentration. Nach der Inkubation wurden die Membranen prapariert und mit einem spezifischen
fluorogenen Substrat der [p-Sekretase versetzt. Die Bestimmung der (-Sekretase-Aktivitat,
Auswertung und Statistik erfolgten wie fur Abb. 34 beschrieben

Wahrend die Inkubation mit PC-PL 18:1 verglichen mit PC 18:1 keine Anderung der B-
Sekretase-Aktivitat bewirkte (PC-PL 18:1: 98,1% +/- 1,45%, p=0,312), war diese nach
Inkubation mit PC-PL 20:4 signifikant auf 96,7% (+/- 0,74%, p=0,025) der Kontrolle, reduziert
(Abb. 36). Die Effektstarken beider PL unterschieden sich nicht signifikant voneinander
(p=0,432).

Zusammenfassend wurde flr Plasmalogene keine bzw. nur eine minimale beeinflussende

Wirkung auf die Aktivitat der B-Sekretase gefunden.

4.3.4 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitat der a-Sekretase

Wahrend die B-Sekretase den ersten Prozessierungsschritt der amyloidogenen APP-
Proteolyse katalysiert, stellt der a-Sekretase-Schnitt den ersten Schritt bei der nicht
amyloidogenen APP-Prozessierung dar. Durch die Spaltung innerhalb der AB-Domane,
wobei das l6sliche sAPPa und das C-terminale a-CTF freigesetzt werden, wird letztlich die
Bildung der in hohen Konzentrationen neurotoxischen AB-Peptide verhindert. Um einen
Einfluss der Plasmalogene auf die nicht amyloidogene Prozessierung des APPs zu
untersuchen, wurden PNFs von SH-SY5Y wt Zellen in vitro mit Plasmalogenen inkubiert. Von

den verwendeten Plasmalogenen zeigten lediglich PC-PL 20:4 und PE-PL 22:6 einen
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Einfluss auf die Aktivitat der a-Sekretase verglichen mit den korrespondierenden Kontrollen.
Beide Plasmalogene erhdhten die a-Sekretase-Aktivitat signifikant auf 120,0% (+/- 3,62%,
p=0,004) bzw. 116,9% (+/- 2,29%, p=0,031), wahrend PC-PL 18:1 und PC-PL 22:6 die
Aktivitat der a-Sekretase in isolierten Plasmamembranen von SH-SY5Y wt Zellen nicht
veranderten (PC-PL 18:1: 94,4% +/- 5,79%, p=0,207; PC-PL 22:6: 102,6% +/- 7,30%,
p=0,802) (Abb. 37). Weiterhin unterschieden sich die Effektstarken von PC-PL 20:4 und PE-
PL 22:6 auf die a-Sekretase-Aktivitat signifikant von der Effektstarke des PC-PL 18:1
(p=0,003 bzw. p=0,010), nicht aber von der des PC-PL 22:6 (p=0,081 bzw. p=0,133) (Tab.
33).
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Abb. 37 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitit der a-Sekretase in isolierten
Membranen aus SH-SY5Y wt Zellen

PNFs aus SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 15min mit Plasmalogenen bzw. den entsprechenden
Phospholipiden inkubiert. Nach der Isolation der Membranen wurden diese mit einem spezifischen
fluorogenen Substrat der a-Sekretase versetzt und die Umsetzung des Substrats wurde im
Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitat der a-Sekretase entspricht der Steigung der
Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. A) Das Balkendiagramm zeigt die statistische
Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

B) zeigt die durchschnittliche Kinetik der a-Sekretase-Aktivitdt nach Inkubation mit PC-PL 18:1
verglichen mit PC 18:1. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.
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Tab. 33 Signifikanzen zwischen den Effekten der PL auf die a-Sekretase-Aktivitat in isolierten

SH-SY5Y-Membranen

PC-PL 20:4 PC-PL 22:6 PE-PL 22:6
PC-PL 18:1 0,003 0,626 0,010
PC-PL 20:4 0,081 0,502
PC-PL 22:6 0,133

Die Effekte der einzelnen PL auf die Aktivitat der o-Sekretase wurden untereinander mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt.

Inkubierte man die Plasmalogene ex vivo auf PNFs aus Mausegehirnen, war die Aktivitat der
a-Sekretase in den isolierten Membranen tendenziell mit allen verwendeten Plasmalogenen
erhoht. Mit PC-PL 18:1 ergab sich eine Erhéhung auf 104,4% (+/- 1,66%, p=0,119), mit PC-
PL 20:4 auf 108,5% (+/- 3,17%, p=0,167), mit PC-PL 22:6 auf 111,2% (+/- 2,23%, p=0,117)
und mit PE-PL 22:6 auf 115,1% (+/- 4,04%, p=0,121) der Kontrolle, die Effekte erreichten
aber keine statistische Signifikanz (Abb. 38). Zwischen den Effektstarken der einzelnen PL
auf die Aktivitat der a-Sekretase wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt (Tab.
34).
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Abb. 38 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitat der a-Sekretase in isolierten
Membranen aus Mausegehirnen

PNFs aus Mausegehirnen wurden fir 15min mit Plasmalogenen bzw. den entsprechenden
Phospholipiden inkubiert. Nach der Isolation der Membranen wurden diese mit einem spezifischen
fluorogenen Substrat der a-Sekretase versetzt. Die Bestimmung der a-Sekretase-Aktivitat,
Auswertung und Statistik erfolgten wie fir Abb. 37 beschrieben
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Tab. 34 Signifikanzen zwischen den Effekten der PL auf die a-Sekretase-Aktivitat in isolierten
Membranen aus Mausegehirnen

PC-PL 20:4 PC-PL 22:6 PE-PL 22:6
PC-PL 18:1 0,494 0,162 0,205
PC-PL 20:4 0,665 0,454
PC-PL 22:6 0,625

Die Effekte der einzelnen PL auf die Aktivitat der o-Sekretase wurden untereinander mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt.

4.3.5 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitat der y-Sekretase

In Analogie zu den Aktivititsmessungen der a- und [(-Sekretase wurden die oben
beschriebenen Versuchsansatze fir die Bestimmung der y-Sekretase durchgeflihrt. Wurden
die Plasmalogene PC-PL 18:1, PC-PL 20:4, PC-PL 22:6 oder PE-PL 22:6 auf PNFs, die aus
SH-SY5Y wt Zellen gewonnen wurden, inkubiert, so war die y-Sekretase-Aktivitat in den
aufgereinigten Membranen mit allen verwendeten Plasmalogenen reduziert, verglichen mit
der Aktivitdt aus Membranen, die mit den korrespondierenden Phospholipiden inkubiert
wurden. Der groRte Effekt ergab sich nach der Inkubation mit PC-PL 22:6, hier war die
Aktivitat der y-Sekretase verglichen mit der nach Inkubation mit PC 22:6 auf 60,0% (+/-
3,45%, p=3,54x1 0'5) verringert. PC-PL 18:1 reduzierte die y-Sekretase-Aktivitat auf 83,2%
(+/- 2,30%, p=2,71x10%), PC-PL 20:4 auf 75,7% (+/- 3,47%, p=1,60x10"°) und nach der
Inkubation mit PE-PL 22:6 war die Aktivitat der y-Sekretase auf 87,4% (+/- 1,91%, p=1,05'5)
reduziert (Abb. 39). Der Effekt von PC-PL 22:6 war dabei signifikant groRer als die Effekte
von PC-PL 18:1 (p=0,035) und PE-PL 22:6 (p=0,026), unterschied sich jedoch nicht
signifikant von dem Effekt durch PC-PL 20:4 (p=0,081) (Tab. 35).
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Abb. 39 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitit der y-Sekretase in isolierten
Membranen aus SH-SY5Y wt Zellen

PNFs aus SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 15min mit Plasmalogenen bzw. den entsprechenden
Phospholipiden inkubiert. Nach der Isolation der Membranen wurden diese mit einem spezifischen
fluorogenen Substrat der y-Sekretase versetzt und die Umsetzung des Substrats wurde im
Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitdt der y-Sekretase entspricht der Steigung der
Fluoreszenz im linearen Bereich tber die Zeit.

A) Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen
Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

B) zeigt die durchschnittliche Kinetik der y-Sekretase-Aktivitdit nach Inkubation mit PC-PL 18:1
verglichen mit PC 18:1. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.

Tab. 35 Signifikanzen zwischen den Effekten der PL auf die y-Sekretase-Aktivitat in isolierten
SH-SY5Y-Membranen

PC-PL 20:4 PC-PL 22:6 PE-PL 22:6
PC-PL 18:1 0,248 0,035 0,402
PC-PL 20:4 0,081 0,130
PC-PL 22:6 0,026

Die Effekte der einzelnen PL auf die Aktivitat der y-Sekretase wurden untereinander mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt.

Inkubierte man die Plasmalogene PC-PL 18:1 oder PC-PL 20:4 ex vivo auf isolierten
Membranen aus Mausegehirnen, so war auch hier eine signifikante Abnahme auf 82,3% (+/-
2,20%, p=0,0003) der Kontrolle fir PC-PL 18:1 bzw. auf 85,8% (+/- 1,72%, p=0,0005) der
Kontrolle fir PC-PL 20:4 zu verzeichnen (Abb. 40). Beide Effektstarken unterschieden sich
nicht signifikant voneinander (p=0,354).

101



[%]
140

120

-
o
<

H (=2} (=]
< ol s
HH

Aktivitat der y-Sekretase
(% der Kontrolle)

N
2

Fluoreszenz [RFU]

4 Ergebnisse

* PC 18:1
PC-PL 18:1 ;
il
Lt
e
Fat
L:Eff__
=
_!_:"'
e
] o5
.!S-::g
o~ ’ . ' '
0 2000 4000 6000 8000
Zeit [Sek]

Abb. 40 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitit der y-Sekretase in isolierten

Membranen aus Mausegehirnen

PNFs aus Mausegehirnen wurden fir 15min mit Plasmalogenen bzw. den entsprechenden
Phospholipiden inkubiert. Nach der Isolation der Membranen wurden diese mit einem spezifischen
fluorogenen Substrat der y-Sekretase versetzt. Die Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitat, Auswertung

und Statistik erfolgten wie fir Abb. 39 beschrieben

Wurden SH-SYS5Y wt Zellen Uber 24Std. in Anwesenheit der Plasmalogene PC-PL 18:1 oder
PC-PL 20:4 bzw. der korrespondierenden Phospholipide PC 18:1 oder PC 20:4 kultiviert, so

war die Aktivitat der y-Sekretase in den danach isolierten Zellmembranen, die Plasmalogene

erhielten ebenfalls reduziert.
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Abb. 41 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Aktivitidt der y-Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen
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SH-SYSY wt Zellen wurde fur 24Std. in Anwesenheit der Plasmalogene PC-PL18:1 und PC-PL 20:4
kultiviert. Die Kontrollzellen erhielten die korrespondierenden Phospholipide in der gleichen
Konzentration. Nach der Inkubation wurden die Membranen prapariert und mit einem spezifischen
fluorogenen Substrat der y-Sekretase versetzt. Die Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitat, Auswertung
und Statistik erfolgten wie fir Abb. 39 beschrieben

Fir SH-SY5Y wt Zellen, die mit PC-PL 18:1 inkubiert wurden, betrug die Reduktion der y-
Sekretase-Aktivitat 85,2% (+/- 1,77%, p=0,017) der Kontrolle, wurden die Zellen mit PC-PL
20:4 inkubiert, war die y-Sekretase-Aktivitat auf 87,6% (+/- 1,81%, p=0,009) reduziert (Abb.
41). Beide Effekte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p=402). Beim Vergleich
der Effektstarken, die nach der in vitro Inkubation von PC-PL 18:1 bzw. PC-PL 20:4 auf SH-
SY5Y Membranen detektiert wurden mit denen nach der Inkubation der PL auf lebenden
Zellen, waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen (Tab. 36). Dies entspricht den
Ergebnissen der mRNS- und Proteinlevel der Sekretasen nach Inkubation mit PL, nach
denen es keine Effekte auf die Transkription oder die Proteinlevel durch die Inkubation mit PL
gibt.

Tab. 36 Vergleich der Effektstarken der PL auf die y-Sekretase-Aktivitat in isolierten
Membranen und lebenden SH-SY5Y wt Zellen

Membranen Zellkultur t-test
PC-PL 18:1 82,78 85,22 0,190
PC-PL 20:4 80,75 87,62 0,234

Die Effekte der PL auf die Aktivitat der y-Sekretase auf isolierten Membranen wurden mit den Effekten
durch die Inkubation auf lebenden Zellen verglichen. Dabei wurden die Effekte der isolierten
Membranen aus SH-SYS5Y Zellen und Mausegehirnen gemittelt. Signifikanzen wurden mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt.

Plasmalogene reduzieren also signifikant die Aktivitat der y-Sekretase und inhibieren somit
den letzten Schritt der APP-Prozessierung, der zur Freisetzung der AB-Peptide fuhrt. Es
handelt sich dabei um eine direkte Beeinflussung der Enzymaktivitat, ohne eine Veranderung

der Transkription oder der Proteinlevel.

4.3.6 Der Einfluss von PC-PL 18:1 und PC-PL 20:4 auf die y-Sekretase in humanen

post mortem Gehirnen

Die gezeigten Ergebnisse sprechen fir eine inhibitorische Wirkung der Plasmalogene auf die
Aktivitat der y-Sekretase und damit auf die amyloidogene APP-Prozessierung. Umgekehrt
kénnten also die reduzierten PC-PL-Spiegel in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten die y-

Sekretase-Aktivitat und damit die Menge an sekretierten AB-Peptiden erhdhen. Im Folgenden
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sollte nun Uberprift werden, ob eine Erhdhung der Plasmalogen-Level prinzipiell eine
Reduktion der y-Sekretase-Aktivitdt in den Gehirnen von Patienten, die an Alzheimer
erkrankt waren, bewirken kann.

Hierzu wurden die Membranen von 6 verschiedenen post mortem Gehirnen von Alzheimer-
Patienten isoliert und ex vivo mit PC-PL 18:1, der am deutlichsten verminderten
Plasmalogen-Spezies in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten, inkubiert. In 5 der 6
analysierten Gehirne fuhrte die Inkubation von PC-PL 18:1 zu einer Reduktion der y-
Sekretase-Aktivitat verglichen mit der Inkubation von PC 18:1 in PNFs der gleichen
Gehirnproben (Gehirn 1: 93,0%; Gehirn 2: 68,5%); Gehirn 3: 78,2%; Gehirn 4: 46,0%; Gehirn
6: 89,4%). Lediglich die Proben aus einem Gehirn zeigten nach der Inkubation mit PC-PL
18:1 eine leichte Erhdhung der y-Sekretase-Aktivitat auf 107,9%. Im Mittel ergab sich eine
Reduktion auf 80,5% (+/- 8,79%), die mit einem p-Wert von 0,0508 knapp nicht die
festgelegte Signifikanzgrenze von 0,05 erreichte (Abb. 42).
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Abb. 42 Der Einfluss von PC-PL 18:1 auf die Aktivitat der y-Sekretase in humanen post mortem
Gehirnproben

Aus 6 verschiedenen humanen post mortem Gehirnproben von Alzheimer-Patienten wurden
postnukledre Fraktionen gewonnen. Diese wurden aufgeteilt und fir 15min mit PC-PL 18:1 bzw. zur
Kontrolle mit dem korrespondierenden Phospholipid PC 18:1 inkubiert. Nach Isolierung der
Membranen wurde die Aktivitdt der y-Sekretase Uber die Umsetzung eines spezifischen Substrats
fluorometrisch bestimmt. Ausgewertet wurde die Steigung der Fluoreszenz Uber die Zeit. Gezeigt sind
die Werte der einzelnen Gehirnproben, sowie der Durchschnitt aller Gehirne. Die Signifikanz wurde
mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Nach der Inkubation von PNFs humaner Gehirne mit PC-PL 20:4 zeigte sich ebenfalls eine
Reduktion der y-Sekretase-Aktivitat in 5 Gehirnproben. Gehirn 1 zeigte eine Abnahme der y-
Sekretase-Aktivitat auf 51,4%, Gehirn 2 auf 89,3%, Gehirn 3 auf 75,8%, Gehirn 4 auf 70,6
und Gehirn 6 auf 90,1% der Kontrolle (Abb. 43). Wie bei der Inkubation von PC-PL 18:1
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zeigte die Probe des gleichen Gehirns (Gehirn 5) eine Erhéhung der y-Sekretase-Aktivitat
auf 138,5% und damit den gegenteiligen Effekt.
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Abb. 43 Der Einfluss von PC-PL 20:4 auf die Aktivitat der y-Sekretase in humanen post mortem
Gehirnproben

Aus 6 verschiedenen humanen post mortem Gehirnproben von Alzheimer-Patienten wurden
postnukledre Fraktionen gewonnen. Diese wurden aufgeteilt und fur 15min mit PC-PL 20:4 bzw. zur
Kontrolle mit dem korrespondierenden Phospholipid PC 20:4 inkubiert. Die Bestimmung der y-
Sekretase-Aktivitat, Auswertung und Statistik erfolgten wie flir Abb. 42 beschrieben.

Mittelt man die gemessenen Effekte aller 6 Gehirnproben, so reduzierte die Inkubation mit
PC-PL 20:4 in den isolierten Membranen die Aktivitat der y-Sekretase auf 85,9% (+/- 11,99%,
p=0,268) der Kontrolle.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse ein inhibitorisches Potential der Plasmalogene
beziglich der amyloidogenen APP-Prozessierung und damit der Bildung von AB-Peptiden.
Die reduzierten Plasmalogenspiegel, wie sie in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten
gefunden wurden, kénnten also eine Rolle in der Progression der Alzheimer Krankheit

spielen.

4.3.7 Bestimmung der AGPS-Proteinlevel in humanen Alzheimer-Gehirnen

Die vorliegenden Analysen ergaben reduzierte Plasmalogenspiegel in post mortem Gehirnen
von Alzheimer-Patienten. Frihere Ergebnissse unseres Labors zeigten jedoch eine erhdhte
Transkription des geschwindigkeitslimitierenden Enzyms der Plasmalogen-Synthese, der
Alkyldihydroxyacetonphosphat-Synthase (AGPS) (Grimm et al. 2011d). Im Folgenden

wurden deshalb die AGPS-Proteinlevel der humanen Alzheimer-Gehirne bestimmt und mit
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der Kontrollgruppe verglichen. Es ergab sich eine signifikante Reduktion der AGPS-
Proteinlevel auf 91,68% (+/- 4,17%, p=0,0025) (Abb. 44).

r%l Abb. 44 Bestimmung des AGPS-Proteinlevels in
140{ | W Kontroligruppe humanen post mortem Gehirnen von Alzheimer-
O humane Alzheimer-Gehirne Patienten
1201 Die AGPS-Proteinlevel wurden mittels Western Blot
T 5 100/ * Analyse mit dem spezifischen anti-AGPS-AK
23 T (ab90642) aus 37 post mortem Gehirnen von
%% 801 Alzheimer-Patienten bestimmt und mit denen von 21
E; gesunden Personen verglichen. Die statistische
g; 60 Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
<7 40l ermittelt. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung des Mittelwerts dar.
20

In Ubereinstimmung mit den reduzierten Plasmalogenspiegeln in humanen Alzheimer-
Gehirnen waren also auch die Proteinlevel der AGPS reduziert. Diese Reduktion der AGPS-
Proteinlevel kdnnte eine Folge peroxisomaler Dysfunktion durch oxidativen Stress in den
post mortem Gehirnen der Alzheimer-Patienten sein. Deshalb wurde die Konzentration
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und die Lipidperoxidation in den Gehirnproben mittels
Fluoreszenz-basierter Nachweise bestimmt. Es ergab sich eine auf 122,84% (+/- 4,06%,
p=0,004) erhohte Lipidperoxidation sowie auf 167,58% (+/- 2,95%, p=8,56x10"°) erhdhte
ROS-Werte in den Alzheimer-Gehirnproben verglichen mit den Gehirnhomogenaten der

gesunden Kontrollgruppe (Abb. 45).
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1801 |0 humane Alzheimer-Gehirne | *** der ROS-Level in post mortem Alzheimer-Gehirnen
1601 : Homogenate von 37 post mortem Gehirnen von
140/ Alzheimer-Patienten wurden wegen Limitierung des
120 *I* Materials gepoolt und in jeweils drei unabhangigen

Experimenten wurden die Lipidperoxidation mittels

Lipidperoxidation /ROS-Level
(% der Kontrolle)

1007 Aminophenylfluorescein (APF) bzw die ROS-Level
801 mittels Amplex Red-Nachweis bestimmt. Diese wurden

mit gepoolten Gehirnhomogenaten von 21 gesunden
601 Personen verglichen. Die statistische Signifikanz
407 wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt.
201

Lipid- ROS-
peroxidation Level

Die Reduktion der Plasmalogenspiegel in den post mortem Gehirnen von Alzheimer-

Patienten ist also bedingt durch die Reduktion des Proteinlevels des
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geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der Plasmalogen-Synthese. Dies st
moglicherweise eine Folge von erhdhtem Aufkommen von reaktiven Sauerstoffspezies in

diesen Gehirnen.

107



4 Ergebnisse

4.4 Der Einfluss von funktionellen aSMase Inhibitoren auf die APP-

Proteolyse

Die folgenden Daten sind Inhalt des sich in Vorbereitung befindlichen Manuskriptes:

Rothhaar T.L., Grimm H.S., Haupenthal V.J., Mett J., Grdsgen S., Hundsdérfer B., Burg V.K,
Stahlmann C.P., Zimmer V.C., Schwarz L.K., Hentschel L.M., Lehmann J., Schafer K.H., Friedrich
R.P., Wanker E.E., Hartmann T., Grimm M.O. (2013). Amitriptyline and other antidepressants
decrease amyloidogenic processing of the Alzheimer’s amyloid precursor protein by affecting
sphingolipid homeostasis via acid Sphingomyelinases.

Post mortem Gehirne von Alzheimer-Patienten zeigen verglichen mit Gehirnen gesunder
Kontrollgruppen Veranderungen im Gehalt von Sphingolipiden. So wurden sowohl in den
Gehirnen als auch in der Spinalflissigkeit von Alzheimer-Patienten erhéhte Konzentrationen
an Ceramid nachgewiesen (Han et al., 2002; Satoi et al., 2005). Eine Expressionsanalyse
der im Sphingolipidstoffwechsel beteiligten Enzyme in Gehirnen von an Alzheimer Erkrankten
ergab zudem eine Erhéhung der Enzyme der Ceramid de novo Synthese, wahrend die
Enzyme, die an der Glycosphingolipid-Synthese beteiligt sind, niedriger exprimiert wurden
(Katsel et al., 2007). Sphingomyelinasen (SMasen) katalysieren den Abbau von
Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholin und stellen somit einen wichtigen
Regulator der Sphingolipidhomdéostase dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Antidepressiva, die zur
Gruppe funktioneller Inhibitoren der azidischen SMase (FIASMA, engl.: Funktional Inhibitors

of Acid Sphingomyelinase) gehoren, auf die Prozessierung des APPs untersucht.

4.4.1 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Produktion der APP Spaltprodukte

Um einen mdglichen Einfluss des Antidepressivums Amitriptylin auf die APP-Prozessierung
festzustellen, wurden SH-SY5Y Zellen mit 30uM Amitriptylin inkubiert und zunachst die
Prozessierungsprodukte des APPs per Western Blot Analyse untersucht. Die empfohlene
therapeutische Plasmakonzentration fur Amitriptylin liegt bei 60-220ng/ml (Vandel et al.,
1978). Amitriptylin sowie andere trizyklische Antidepressiva akkumulieren bei chronischer
Gabe im Gehirn der Patienten an und erreichen dort Konzentrationen, die in der Literatur mit
dem 8-125fachen der Plasmakonzentration angeben werden (Bickel, 1975a, b; Glotzbach
and Preskorn, 1982; Sunshine and Baeumler, 1963). Somit sollte die Konzentration im
Gehirn bei einem Plasmalevel von 220ng/ml rechnerisch zwischen 1,8 und 27,5ug/ml liegen.
Die von uns gewahlte Konzentration von 30uM entspricht ca. 9,4ug/ml und liegt damit im
mittleren Bereich der im Gehirn erreichten Dosis. Die ermittelte Zytotoxizitdt nach der
Inkubation mit Amitriptylin betrug 1,93% (+/- 0,4%).
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Nach Inkubation des trizyklischen Antidepressivums Amitriptylin auf SH-SY5Y Zellen, die
stabil mit APP695 transfiziert sind, zeigte sich eine Abnahme sekretierter AB-Peptide im
Inkubationsmedium auf 73,1% (+/- 2,54%, p=1,33x10®), verglichen mit Zellen, die zur
Kontrolle mit dem Loésungsmittel H,O inkubiert wurden. Auch die amyloidogenen
Prozessierungsprodukte B-CTF und sAPPB waren nach Inkubation mit Amitriptylin auf
63,65% (+/- 3,08, p=1,33x107) bzw. 69,80% (+/- 2,38%, p=4,71x10"®) verringert (Abb. 46).
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Abb. 46 Der Effekt von Amitriptylin auf die Produkte der amyloidogenen APP-Prozessierung
SH-SY5Y wt Zellen, bzw. SH-SY5Y Zellen, die APP695 (berexprimierten, wurden fir 24Std. in
Anwesenheit von 30uM Amitriptylin kultiviert. Die APP-Fragmente AB und B-CTF wurden mittels
Immunoprazipitation mit dem AK W02 aus dem Inkubationsmedium (AB) bzw. dem Zelllysat (3-CTF)
der SH-SY5Y APP695 Zellen angereichert und per Western Blot Analyse nachgewiesen. sAPPf
wurde direkt aus dem Inkubationsmedium der SH-SY5Y wt Zellen per Western Blot mit dem anti-
sAPPB-AK detektiert. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 10
unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.
Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
Rechts sind reprasentative Ausschnitte der Western Blots dargestellt.

Die Analyse der auf dem nicht amyloidogenen Prozessierungsweg entstehenden APP-
Spaltprodukte ergab hingegen eine Erhéhung des a-CTFs auf 134,92% (+/- 5,75%,
p=0,0004) nach der Inkubation mit Amitriptylin auf SH-SY5Y APP. Das I6sliche sAPPa war im
Inkubationsmedium von Amitriptylin-inkubierten SH-SY5Y wt Zellen auf 156,44% (+/- 3,34,
p=0,0002) erhoht (Abb. 47).
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Abb. 47 Der Effekt von Amitriptylin auf die Produkte der nicht amyloidogenen APP-
Prozessierung

SH-SY5Y wt Zellen, bzw. SH-SY5Y Zellen, die APP695 (berexprimierten, wurden fir 24Std. in
Anwesenheit von 30uM Amitriptylin  kultiviert. Das APP-Fragment o-CTF wurden mittels
Immunoprazipitation mit dem AK 2214 aus dem Zelllysat der SH-SY5Y APP695 Zellen angereichert
und per Western Blot Analyse nachgewiesen. sAPPa wurde direkt aus dem Inkubationsmedium der
SH-SYSY wt Zellen per Western Blot mit dem AK W02 detektiert. Das Balkendiagramm zeigt die
statistische Auswertung von mindestens 10 unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts sind reprasentative Ausschnitte der Western Blots
dargestellt.

4.4.2 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Aktivitat und die Proteinlevel der a-, - und

y-Sekretase

Nachdem die Analyse der APP-Spaltprodukte nach Amitriptylin-Inkubation auf eine Erhéhung
der nicht amyloidogenen APP-Prozessierung hindeutet, wahrend der amyloidogene APP-
Prozessieungsweg reduziert zu sein scheint, wurden die Aktivitdten der an der
proteolytischen Spaltung des APPs beteiligten Sekretasen mittels Fluoreszenz-basierter

Assays untersucht.

Die Aktivitat der a-Sekretase war nach Inkubation mit Amitriptylin auf 121,13% (+/- 1,83%,
p=0,0002) erhéht. Damit unterschied sich der Effekt auf die Aktivitat der a-Sekretase nicht
signifikant von dem auf o-CTF (134,92%, p=0,268), war aber signifikant niedriger als der
Effekt auf das sAPPa-Level (156,44%, p=0,0004). Die Analyse der B-Sekretase-Aktivitat
ergab eine Reduktion auf 75,51% (+/- 3,49%, p=5,94x10'5), die der y-Sekretase eine
Reduktion auf 72,8% (+/- 2,77%, p=1,74x10'6) der Kontrolle in Zellen, die zuvor mit
Amitriptylin inkubiert wurden (Abb. 48).
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Abb. 48 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Aktivitit der Sekretasen

SH-SY5Y wt Zellen wurden in 96-Loch Zellkulturschalen fir 24Std. mit 30uM Amitriptylin inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubation wurden die Zellen mit spezifischen Substraten der a-, 3- und y-Sekretase,
verdunnt in Cell-Imaging-Solution inkubiert und die Umsetzung der Substrate wurde direkt von den
lebenden Zellen in einem Infinite-Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitdt der
Sekretasen entspricht der Steigung der Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. Das
Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 12 unabhangigen Experimenten,
die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels
ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Der Effekt auf die Aktivitat der B-Sekretase unterschied sich damit nicht signifikant von den
Effekten auf die Produkte des B-Sekretase-Schnitts B-CTF (p=0,120) und sAPPf (p=0,364).
Um zu Uberprifen, ob die Erhéhung der Aktivitat der a-Sekretase durch eine Erhdhung des
Proteinlevels der Enzyme mit a-Sekretase-Aktivitat bedingt ist, wurden per Western Blot
Analyse die Proteinlevel von ADAM10 und ADAM17, die beiden Hauptvertreter der a-
Sekretase in neuronalen Zellen (Allinson et al., 2004; Buxbaum et al., 1998), bestimmt.

Wie Abb. 49 zeigt, war der ADAM10 Proteinlevel nach Inkubation mit Amitriptylin in SH-SY5Y
wt Zellen unverandert (99,62% +/- 1,59%, p=0,871), wahrend der Proteinlevel von ADAM17
auf 120% (+/- 2,25%, p= 5,O7x10'6) erhoht war. Die mRNS-Level beider a-Sekretasen waren
hingegen unverandert (ADAM10: 97,0% +/- 12,98%, p=0,82; ADAM17: 99,9% +/- 19,95%,
p=0,99).
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Abb. 49 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Expression von ADAM10 und ADAM17

SH-SY5Y wt Zellen wurden fiir 24Std. in Anwesenheit von Amitriptylin kultiviert. Nach Ablauf der
Inkubation wurden die Zellen bezuglich ihrer Expression der a-Sekretasen ADAM10 und ADAM17
analysiert. Mittels RT-PCR Analyse wurde unter Verwendung spezifischer Primer die Gen-Expression
der a-Sekretasen bestimmt. Die Proteinspiegel wurden per Western Blot mit den Antikérpern anti-
ADAM10 (735-749) und anti-ADAM17 (ab39162) detektiert. Das Balkendiagramm zeigt die statistische
Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts sind reprasentative Ausschnitte der Western Blots
dargestellt.

Die Amitriptylin abhangige Erhohung des l6slichen sAPPa im Zellkulturmedium inkubierter
SH-SY5Y wt Zellen die mit 156,44% signifikant hoher als lag als der Effekt auf das ADAM17
Proteinlevel (p=0,00039), deutet auf eine zusatzliche Wirkung auf die Aktivitdt der o-
Sekretase. Es wurde deshalb in einem zellfreien Versuchsansatz die Wirkung von

Amitriptylin auf die Aktivitat eines aufgereinigten ADAM17 Enzyms untersucht.

(%! W Kontrolle Abb. 50 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Aktivitit von
1601 |0 Amitriptylin ADAMA17 in vitro
140 Aufgereinigtes ADAM17-Enzym wurde zusammen mit einem

z Lipidextrakt aus humanen post mortem Gehirnproben in vitro mit
30pM Amitriptylin inkubiert. Nach Zugabe eines spezifischen
ADAM17-Substrates wurde die Umsetzung unter Fluoreszenz-
Emission im Infinite-Fluorometer aufgezeichnet. Die Aktivitat der
a-Sekretase entspricht der Steigung der Fluoreszenz im linearen
Bereich Uber die Zeit. Das Balkendiagramm zeigt die statistische
Auswertung von 5 unabhangigen Experimenten, die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts
an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Die Aktivitat des aufgereinigten ADAM17-Enzyms war in Anwesenheit von Amitriptylin auf
129,1% (+/- 2,51%, p=0,007) erhdéht (Abb. 50), was auf eine direkte Aktivierung der o-
Sekretase-Aktivitat durch Amitriptylin deutet.

Das Proteinlevel der (3-Sekretase BACE1 war nach Amitriptylin-Inkubation in SH-SY5Y wt
Zellen verglichen mit den Kontrollzellen auf 76,3% (+/- 1,74%, p= 2,18x10'1°) verringert, was
tendenziell der gezeigten Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat auf 75,5% entpricht (p=0,840).
Die Transkriptions-Analyse mittels RT-PCR ergab hingegen eine Erhéhung der BACE-
Transkription auf 123,9% (+/- 21,50%), die allerdings nicht signifikant war (p=0,298) (Abb.
51).

Stellvertretend flr die y-Sekretase, die aus 4 Untereinheiten besteht, wurde der Proteinlevel
von PS1, dem katalytisch aktiven Zentrum der y-Sekretase, mittels Western Blot Analyse

untersucht.
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Abb. 51 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Expression von BACE1 und PS1

SH-SYSY wt Zellen wurden fur 24Std. in Anwesenheit von Amitriptylin kultiviert. Nach Ablauf der
Inkubation wurden die Zellen beziglich ihrer Expression der B-Sekretase BACE1 und des aktiven
Zentrums der y-Sekretase PS1 analysiert. Mittels RT-PCR Analyse wurde unter Verwendung
spezifischer Primer die Gen-Expression betsimmt. Die Proteinspiegel wurden per Western Blot mit
den Antikérpern anti-BACE1 (B0806) und anti-PS1 (sc-7860) detektiert. Das Balkendiagramm zeigt
die statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben
die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-
test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts sind reprasentative Ausschnitte der Western
Blots dargestellt.

Im Gegensatz zur y-Sekretase-Aktivitat, die eine Abnahme zeigte, ergab die Analyse des
PS1 Proteinlevels eine Erhdhung auf 112,6% (+/- 2,26%, p=0,0009). In Ubereinstimmung mit
dem PS1-Proteinlevel, war auch die PS1-Expression, wenn auch nicht signifikant auf 110,4%
(+/- 14,73%, p=0,499) erhdht (Abb. 51).
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Zusatzlich wurde der Proteinlevel des Substrates APP bestimmt, das keine Veranderung
nach der Inkubation mit Amitriptylin zeigte (96,64% +/- 5,96%, p=0,694) (Abb. 52).
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Abb. 52 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Expression von APP

SH-SYSY wt Zellen wurden fur 24Std. in Anwesenheit von Amitriptylin kultiviert. Nach Ablauf der
Inkubation wurden die Zellen bezuglich des APP-Proteinlevels analysiert. Das APP-Protein wurde per
Western Blot Analyse aus dem Zelllysat mit dem Antikérper W02 detektiert. Das Balkendiagramm
zeigt die statistische Auswertung von 15 unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts ist ein reprasentativer Ausschnitt der Western Blots
dargestellt.

4.4.3 Der Einfluss von Amitriptylin auf die y-Sekretase Verteilung in den Lipid Rafts

Einem mehrfach postulierten Modell zufolge findet die amyloidogene Prozessierung des
APPs bevorzugt in Cholesterin- und Sphingolipidreichen Membranmikrodoméanen, den
sogenannten Lipid Rafts statt (Ehehalt et al., 2003; Hur et al., 2008; Tun et al., 2002),
wahrend die nicht amyloidogene APP-Proteolyse durch die a-Sekretase in den Non-Raft
Bereichen der Plasmamembran lokalisiert ist (Harris et al., 2009; Kojro et al., 2001). Da die
y-Sekretase sowohl das durch die B-Sekretase generierte B-CTF, als auch das auf dem nicht
amyloidogenen Weg entstandene a-CTF schneidet, ist die Lokalisation der y-Sekretase
entscheidend fur die Entstehung des AB-Peptids. Die bisherigen Ergebnisse zeigten eine
signifikante Differenz zwischen der reduzierten Aktivitat der y-Sekretase und dem erhdhten
Proteinlevel der y-Sekretasen-Komponente PS1 (p=1,22x10°). Deshalb wurde die y-
Sekretase-Aktivitat sowie das PS1 Proteinlevel in den Lipid Raft Domanen bestimmt. Mittels
Dichtegradientenzentrifugation Uber einen Saccharose-Gradienten wurden die Lipid Rafts
aus SH-SY5Y wt Zellen isoliert, die zuvor mit Amitriptylin bzw. mit H,O inkubiert wurden. Zur

Identifikation des Bereiches des Gradienten, der die Lipid Rafts enthielt, wurden 16
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einzelnen Fraktionen mittels Western Blot Analyse untersucht (Abb. 53). Als Marker fir die
Lipid Raft reichen Fraktionen wurde ein anti-Flotillin-AK verwendet, fur die Non-Raft Bereiche

wurde der Plasmamembran-Marker Cadherin benutzt.

Kontrolle Amitriptylin
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Abb. 53 Lokalisation der Lipid Raft- und Non-Raft-Fraktionen

SH-SY5Y wt Zellen wurden mit Amitriptylin inkubiert und das Zellhomogenat wurde (ber einen
Saccharose-Dichtegradienten mittels Ultrazentrifugation aufgetrennt. Die Gradienten wurden in 16
einzelnen Fraktionen gesammelt und Uber SDS-Gelelekrophorese aufgetrennt. Per Western Blot unter
Verwendung spezifische Antikdrper gegen den Lipid Raft-Marker Flotillin und den Plasmamembran-
Marker Cadherin wurden die Lipid Raft-positiven und Non-Raft-Fraktionen identifiziert. Die Abbildung
zeigt exemplarische Western Blots der Fraktionen nach Amitriptylin-Inkubation bzw. der Kontrollen.

Die Analyse der y-Sekretase-Aktivitat in den vereinigten Flotillin-positiven, also Lipid Raft
reichen Fraktionen ergab eine signifikante Reduktion der y-Sekretase-Aktivitat auf 93,56%
(+/- 0,700%, p=6,87x10°), in den Non-Raft Fraktionen war die y-Sekretase-Aktivitat dagegen
auf 113,92% (+/- 1,02%, p=2,16x10®) erhoht (Abb. 54 A). Somit ergab sich eine signifikante
Reduktion der y-Sekretase-Aktivitat in den Lipid Rafts im Verhaltnis zu der in den Non-Rafts
von 82,1% (+/- 1,04%, p=1,73x107) (Abb. 54 B).

Wahrend das PS1 Proteinlevel in den Lipid Rafts durch die Inkubation mit Amitriptylin nicht
signifikant gedndert war (96,34% +/- 3,73%, p=0,503), lag es in den Non-Rafts mit 138,64%
(+/- 4,12%, p=5,82x10°) signifikant erhdht vor (Abb. 54 A). Analog zur Aktivitat der y-
Sekretase war also das PS1 Proteinlevel in den Lipid Raft-Fraktionen im Verhaltnis zu den
Non-Rafts signifikant auf 69,0% (+/- 5,58%, p=0,003) der Kontrolle reduziert (Abb. 54 B),
was auf eine Umverteilung der y-Sekretase aus den Lipid Rafts hin zu den Non-Raft-
Bereichen hinweist, was letztlich zu einer Verschiebung der APP-Proteolyse zum nicht

amyloidogenen Weg flhrt.
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Abb. 54 Die Verteilung der y-Sekretase in den Lipid Rafts und Non-Rafts in Abhangigkeit von
Amitriptylin

Die Flotillin-positiven Lipid Raft-Fraktionen (7-9) sowie die Cadherin-positiven Non-Raft-Fraktionen
(13-16) wurden vereinigt und unter Verwendung eines fluorogenen y-Sekretase-Substrates auf die
Aktivitat der y-Sekretase analysiert. Per Western Blot Analyse mit dem anti-PS1 AK sc7860 wurde
zudem das PS1 Proteinlevel der Lipid Raft und Non-Raft Fraktionen bestimmt. A) Das
Balkendiagramm zeigt die Verteilung der Aktivitat der y-Sekretase und der PS1 Proteinlevel in den
Lipid Rafts und den Non-Rafts. B) Gezeigt ist Verhéltnis der y-Sekretase-Aktivitdt bzw. des PS1
Proteinlevels in den Lipid Rafts zu der in den Non-Raft-Fraktionen in Abhangigkeit der Amitriptylin-
Inkubation. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts 6 unabhangiger
Experimente an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

4.4.4 Der Einfluss von Amitriptylin auf die Degradation der AB-Peptide

Neben dem Verhaltnis von amyloidogener zu nicht amyloidogener APP-Prozessierung wird
die Menge an sekretierten AB-Peptiden im Zellkulturmedium auch von dessen Degradation
bestimmt. Das ,insulin-degrading-enzyme“ IDE ist neben Neprilysin eines der
hauptsachlichen AB-degradierenden Enzyme (Farris et al., 2003; Ilwata et al., 2001; Qiu et
al.,, 1998). Um einen Amitriptylin-mediierten Effekt auf die AB-Degradation durch IDE zu
untersuchen, wurden SH-SY5Y wt Zellen mit Amitriptylin bzw. H,O inkubiert und das
Zellkulturmedium, das sekretierte IDE-Enzyme enthielt, wurde fiir 24Std. in einem zellfreien

Ansatz mit synthetischen Ap-Peptiden inkubiert.
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Abb. 55 Die Degradation von A durch IDE in Abhangigkeit von Amitriptylin

SH-SYSY wt Zellen wurden fur 24Std. in Anwesenheit von Amitriptylin kultiviert. Nach Ablauf der
Inkubation wurde das Zellkulturmedium von den Zellen abgenommen und zellfrei fur 24Std. bei 37°C
mit synthetischem AB40 inkubiert. Zur Bestimmung der spezifischen AB-Degradation durch IDE
wurden zusatzlich Proben mit 1mM des IDE-Inhibitors NEM versetzt (B). Die Proben wurden Uber
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und das verbliebene AB wurde im Western Blot mit dem AK W02
detektiert. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung 12 unabhangiger Experimente. Die
Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die nachfolgende Western Blot Analyse der verbliebenen, also nicht degradierten AB-Peptide
ergab eine auf 145,8% (+/- 7,47%, p=0,0006) gesteigerte Degradation im Zellkulturmedium
der SH-SY5Y wt Zellen, die zuvor mit Amitriptylin inkubiert wurden, verglichen mit dem der
Kontrollzellen (Abb. 55 A). Enthielt der zellfreie Inkubationsansatz zusatzlich den IDE-
Inhibitor NEM, so war kein Unterschied in der Menge des verbliebenen ABRs im
Zellkulturmedium der Amitriptylin-inkubierten Zellen verglichen mit den Kontrollzellen mehr
detektierbar (Abb. 55 B). Somit scheint die erhdhte AB-Degradation durch einen IDE-
mediierten Effekt des trizyklischen Antidepressivums Amitriptylin bedingt.

4.4.5 Der Effekt von Amitriptylin auf die aSMase, Sphingomyelin und Ceramid

Das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin gehdrt zur Gruppe der FIASMA und inhibiert
das Enzym azidische Sphingomyelinase (aSMase) (Becker et al., 2010b; Teichgraber et al.,
2008). Die aSMase katalysiert den Abbau von Sphingomyelin, wobei Ceramid und
Phosphorylcholin entsteht.

Um zu Uberprifen ob und in welchem Mafle unter den hier gewahlten experimentellen
Bedingungen die aSMase durch Amitriptylin gehemmt wird, wurden SH-SY5Y wt Zellen Gber

24Std. mit Amitriptylin inkubiert und die Aktivitat der aSMase wurde bestimmt.
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Es ergab sich eine Reduktion der aSMase-Aktivitat auf 29,4% (+/- 2,05%, p= 5,54x10'9) nach
der Inkubation mit Amitriptylin verglichen mit der der Kontrollzellen (Abb. 56). Somit sollte der
Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid inhibiert sein, was mittels massenspektrometrischer

Analyse der Sphingomyelin- und Ceramidspiegel tberprift wurde.
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SM Cer

Erwartungsgemal zeigte sich eine Erhdhung der Sphingomyelin-Level auf 145,2% (+/-
21,23%, p=0,084) in den Homogenaten Amitriptylin-inkubierter SH-SY5Y wt Zellen bei einer
gleichzeitigen Verringerung der Ceramid-Mengen auf 64,7% (+/- 3,07%, p=0,0004) der
Kontrollzellen (Abb. 57).

Wie in Abb. 54 gezeigt, war die Verteilung der y-Sekretase zwischen den Lipid Raft- und
Non-Raft-Bereichen nach Inkubation mit Amitriptylin verandert. Massenspektrometrische
Analyse der Lipid Raft- und Non-Raft-Fraktionen, die wie beschrieben aus Amitriptylin-
inkubierten SH-SY5Y wt Zellen isoliert wurden, ergab eine Erhdhung des Sphingomyelin-
Anteils in den Lipid Rafts auf 161,1% (+/- 2,34%, p=1,31x10"®). Diese war damit signifikant
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starker (p=1,02x10"°) als die in den Non-Raft-Fraktionen, in denen die Menge an
Sphingomyelin auf lediglich 113,6% (+/- 2,22%, p=0,036) erhéht war (Abb. 58).
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Abb. 58 Analyse des Sphingomyelin- und Ceramidspiegels in den Lipid Rafts und Non-Rafts

SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 24Std. in Anwesenheit von 30uM Amitriptylin kultiviert. Das
Zellhomogenat wurde Uber einen Saccharose-Dichtegradienten mittels Ultrazentrifugation aufgetrennt.
Die Flotillin-positiven Lipid Raft-Fraktionen (7-9) sowie die Cadherin-positiven Non-Raft-Fraktionen
(13-16) wurden vereinigt und massenspektrometrisch auf die Menge an Sphingomyelin und Ceramid
untersucht. Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung von mindestens 3 unabhangigen
Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.
Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Somit scheint sich das durch die Inkubation mit Amitriptylin angereicherte Sphingomyelin
bevorzugt in den Lipid Raft-Mikrodoméanen der Membran einzulagern. Hingegen ergab die
Analyse der Ceramid-Mengen in den Lipid Raft- und Non-Raft-Fraktionen nach Amitriptylin-
Behandlung Reduktionen des Ceramids auf 80,7% (+/- 2,69%, p=0,0013) in den Lipid Rafts
und 73,6% (+/- 3,22%, p=1,24x1 0'5) in den Non-Raft-Bereichen, welche sich nicht signifikant
von einander unterschieden (p=0,361).

4.4.6 Der Effekt von Amitriptylin auf die APP-Prozessierung liber Sphingomyelin und
Ceramid

Zusammenhange zwischen der APP-Prozessierung und der Sphingolipid-Homobostase
wurden mehrfach postuliert. So fanden He et al. eine signifikante Korrelation der aSMase-
und der AB-Mengen in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten (He et al., 2010). Zudem
wurde gezeigt, dass Ceramid Uber die posttranslationale Stabilisierung des BACE1
Proteinlevels die Produktion von AB-Peptiden erhoht (Puglielli et al., 2003).
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Im Folgenden sollte deshalb in verschiedenen Ansatzen untersucht werden, ob eine
Verschiebung des Verhaltnisses von Sphingomyelin zu Ceramid die Amitriptylin-mediierten
Effekte auf die APP-Proteolyse bedingt.

4.4.6.1 aSMase-Knockdown

Die Expression der aSMase wurde in SH-SY5Y wt Zellen durch Transfektion mit einer
aSMase spezifischen siRNS inhibiert. Zur Kontrolle wurden SH-SY5Y wt Zellen mit einer
siRNS transfiziert, die eine Sequenz enthielt, die in der Zelle nicht bindet. Die Effizienz des
Knockdowns (KD) der aSMase wurde zum einen mittels RT-PCR mit spezifischen Primern

und zum anderen uber die Bestimmung der aSMase-Aktivitat kontrolliert.

%] W Kontrolle | Abb. 59 Analyse der aSMase-Aktivitit und

1401 /@ asmase KD Expression in aSMase-Knockdown Zellen
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= l Transfektion die aSMase-Aktivitat und die aSMase-Gen-
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Aktivitit Expression ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Wie Abb. 59 zeigt, war die Expression der aSMase in den aSMase-KD Zellen auf 38,2% (+/-
16,68%, p=0,010) verringert. Die Messung der aSMase-Aktivitdt ergab eine Reduktion auf
71,0% (+/- 6,17%, p=0,027) verglichen mit den Kontrollzellen. Die Differenz der beiden
Effektstarken kénnte durch eine héhere Halbwertszeit des aSMase Proteins verglichen mit

seiner mRNS bedingt sein.

Es wurde nun Uberpriift, ob die Inhibition der aSMase durch den aSMase-KD einen Effekt auf
die Aktivitaten der B- und y-Sekretase und die AB-Degradation verursacht, wie es nach der

Inkubation mit Amitriptylin der Fall war.
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Abb. 60 Analyse der Aktivitat der B- und y-Sekretase und der AB-Degradation in aSMase-KD
Zellen

Die Transfektion fand wie flr Abb. 59 beschrieben statt. 36Std. nach der Transfektion wurden den
Zellen spezifische Substrate der B- und y-Sekretase in Cell-Imaging-Solution zugegeben und die
direkte Umsetzung in den lebenden Zellen wurde in einem Infinite-Fluorometer kontinuierlich
aufgezeichnet. Die Aktivitaten ergaben sich aus der Steigung der Fluoreszenz im linearen Bereich
Uber die Zeit. Zusatzlich wurde aus dem Zellkulturmedium der transfizierten Zellen die AB-
Degradation, wie fur Abb. 55 beschrieben, nachgewiesen. Die Abbildung zeigt die statistische
Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben
die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-
test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Tatsachlich waren die Aktivitaten der B- und y-Sekretase in den aSMase-KD Zellen auf
84,2% (+- 2,12%, p=1,27x107) bzw. 73,8% (+/- 2,16%, p=1,62x10"%) reduziert. Zudem
zeigte die Analyse der AB-Degradation einen signifikanten Anstieg auf 110,5% (+/- 0,76%,
p=0,0006) in den aSMase-KD Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen, die mit der nicht
bindenden siRNS transfiziert wurden (Abb. 60).

Geht man davon aus, dass die Reduktion der B- und y-Sekretase-Aktivitdt nach der
Inkubation mit Amitriptylin durch die Inhibierung der aSMase bedingt ist, so sollte in
Amitriptylin-inkubierten aSMase-KD Zellen diese Reduktion nicht vorhanden sein. Um dies
zu Uberprifen wurden mit aSMase siRNS transfizierte SH-SY5Y Zellen fir 24 Std. mit

Amitriptylin inkubiert und die Aktivitaten der Sekretasen wurden gemessen.
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Nach der Inkubation mit Amitriptylin waren die Aktivitaten der Sekretasen in den aSMase-KD
Zellen mit 97,3% (+/- 1,66%, p=0,231) bzw. 104,5% (+/- 2,16%, p=0,162) nicht verandert
(Abb. 61). Die Amitriptylin abhangige Reduktion der B- und y-Sekretase-Aktivitat ist also
durch die inhibitorische Wirkung des Amitriptylins auf die aSMase bedingt.

4.4.6.2 Inhibition der neutralen Sphingomyelinase

Ein weiteres Enzym, das in der Zelle den Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid katalysiert,
ist die neutrale Sphingomyelinase (nSMase), die im Gegensatz zur aSMase im Zytosol
lokalisiert ist und ihr pH-Optimum im neutralen Bereich hat. Eine Inhibierung der nSMase
sollte also analog zur Inhibierung der aSMase einen Anstieg der Sphingomyelin- und eine
Reduktion der Ceramid-Mengen zur Folge haben. Um den Effekt der Verschiebung des
Sphingomyelin-Ceramid Verhaltnisses auf die APP-Prozessierung weiter zu verifizieren,
wurde die Wirkung der nSMase-Inhibition beziiglich der Aktivitaten der - und y-Sekretase
getestet. Hierzu wurden SH-SY5Y wt Zellen mit dem nSMase-Inhibitor GW4869 inkubiert
und zunachst die inhibitorische Wirkung kontrolliert.

Die Messung der nSMase-Aktivitdt mit Hilfe eines nSMase-Aktivitdts Kits der Firma
Invitrogen ergab eine vergleichsweise schwache, aber dennoch signifikante Inhibition der
nSMase-Aktivitat auf 93,7% (+/- 1,92%, p=0,042) der Kontrolle nach Inkubation mit GW4869
(Abb. 62). Die Zytotoxizitat nach der Inkubation mit dem Inhibitor betrug 1,86% (+/- 0,07%).
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Folglich sollte die Menge an Sphingomyelin nach Inkubation des nSMase-Inhibitors erhéht
sein, wahrend die Ceramid-Menge reduziert vorliegen sollte. Wie die
massenspektrometrische Lipid-Analyse ergab, stieg das Verhaltnis von Sphingomyelin zu
Ceramid durch die Inhibition der nSMase auf 109,7% (+/- 2,15%, p=0,0008).

Die Bestimmung der Sekretase-Aktivitat in Abhangigkeit des nSMase-Inhibitors zeigte eine
Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat auf 87,7% (+/- 3,90%, p=0,011), die der y-Sekretase war
auf 88,4% (+/- 2,98%, p=0,003) der Kontrolle verringert (Abb. 63).

Abb. 63 Analyse der Aktivitait der B- und vy-
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4.4.6.3 Inkubation von Sphingomyelin und Ceramid

Nachdem die gezeigten Ergebnisse auf einen Sphingomyelin- bzw. Ceramid-abhangigen
Effekt des Antidepressivums Amitriptylin auf die APP-Prozessierung hinweisen, sollte tber
die Inkubation der beiden Lipide eine Simulation der gleichen Effekte mdglich sein. So
wurden SH-SY5Y wt Zellen tber 24Std. mit Sphingomyelin inkubiert, was ebenso wie der
aSMase-KD und die Inhibition der aSMase-Aktivitat zu einer Verschiebung des Verhaltnisses
von Sphingomyelin und Ceramid, hin zum Sphingomyelin fihrt. Die Zytotoxizitat nach der
Inkubation lag bei 1,46% (+/- 0,10%). Die Analyse der Sekretase-Aktivitdten ergab eine
Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat auf 75,1% (+/- 3,75%, p=2,24x107°), die der y-Sekretase
war auf 88,0% (+/- 2,20%, p=0,0003) reduziert (Abb. 64).
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Abb. 64 Analyse der Aktivitat der B- und y-Sekretase nach Inkubation mit Sphingomyelin

SH-SY5Y wt Zellen wurden 24Std. in Anwesenheit von 50uM Sphingomyelin kultiviert. Die
Kontrollzellen enthielten das Losungsmittel EtOH. Die Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten erfolgte
analog Abb. 60. Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung von mindestens 8 unabhangigen
Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.
Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Umgekehrt ergab eine Erhéhung des Ceramid-Levels durch die Inkubation von Ceramid in
SH-SY5Y wt Zellen eine Steigerung der B-Sekretase-Aktivitat auf 115,9% (+/- 2,62%,
p=0,010), wohingegen die y-Sekretase-Aktivitat nicht verandert war (96,8% +/- 3,60%,
p=0,44) (Abb. 65). Die Zytotoxizitat nach der Inkubation mit Ceramid betrug 1,77% (+/- 0,07).
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Abb. 65 Analyse der Aktivitat der - und y-Sekretase nach Inkubation mit Ceramid

SH-SY5Y wt Zellen wurden 24Std. in Anwesenheit von 10uM Ceramid kultiviert. Die Kontrollzellen
erhielten das Losungsmittel EtOH. Die Bestimmung der Sekretase-Aktivitdten erfolgte analog Abb. 60.
Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung von mindestens 8 unabhangigen Experimenten, die
eingetragenen Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde
mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Reduktion in der Aktivitat der y-Sekretase nach der Inkubation von Amitriptylin ist also
lediglich von den erhéhten Sphingomyelin-Leveln, nicht aber von Ceramid abhangig,
wahrend der Effekt auf die B-Sekretase sowohl durch eine Erhdhung des Sphingomyelins als

auch durch eine Reduktion des Ceramids bedingt ist.

4.4.6.4 Inkubation von aufgereinigtem aSMase-Enzym

Wahrend die Inkubation mit Inhibitoren der SMasen zu einer Erhdhung des Sphingomyelin-
und einer Reduktion des Ceramidspiegels fuhren, resultiert die Zugabe von aufgereinigtem
aSMase-Enzym in einem vermehrten Abbau des Sphingomyelins, was zur Erhéhung des
Ceramid-Levels fuhrt.

Die Inkubation von aufgereinigtem aSMase-Enzym auf SH-SY5Y wt Zellen ergab eine
signifikante Erhdhung der Aktivitaten der - und y-Sekretase auf 119,7% (+/-2,32%, p=0,011)
bzw. 112,5% (+/- 3,66%, p=0,029) (Abb. 66).
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Abb. 66 Analyse der Aktivitat der - und y-Sekretase nach Inkubation mit aSMase-Enzym

SH-SYSY wt Zellen wurden 5Std. in Anwesenheit von aSMase-Enzym in einer finalen Konzentration
von 1U pro ml des Inkubationsmediums kultiviert. Die Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten erfolgte
analog Abb. 60. Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung von mindestens 8 unabhangigen
Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.
Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Folglich flhrt die Erhdhung des Ceramid- und die Reduktion des Sphingomyelinspiegels in
SH-SYS5Y wt Zellen zu einer Verschiebung der APP-Proteolyse hin zum amyloidogenen

Prozessierungsweg.

4.4.7 Die Effekte von Sphingomyelin und Ceramid auf die Aktivitit der a-Sekretase

Die amyloidogene Prozessierung des APP durch die 3- und y-Sekretase werden wie bereits
gezeigt durch die Veranderung des Verhaltnisses von Sphingomyelin zu Ceramid in SH-
SY5Y wt Zellen beeinflusst. Die Inkubation mit Amitriptylin ergab eine Erhdéhung der a-
Sekretase-Aktivitat tGber eine Erhéhung des ADAM17 Proteinlevels sowie einem direkten
Effekt auf die ADAM17-Aktivitat. Im Folgenden sollte Uberprtft werden, ob die beschriebenen
Effekte ebenfalls durch eine Veranderung der Mengen von Sphingomyelin und Ceramid, wie

im Falle der Effekte auf die B- und y-Sekretase bedingt waren.
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Abb. 67 Analyse der Aktivitit der a-Sekretase in Abhidngigkeit des Sphingomyelin- bzw.
Ceramidspiegels

Die Aktivitat der a-Sekretase wurde nach der Veranderung der Sphingomyelin- und Ceramidspiegel in
der Zelle durch aSMase-Knockdown, nSMase-Inhibition, Sphingomyelin- oder Ceramid-Inkubation
analysiert. Die Umsetzung des spezifischen fluorogenen Substrats wurde direkt in den lebenden
Zellen in einem Safire-Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitat ergab sich aus der
Steigung der Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. Die Abbildung zeigt die statistische
Auswertung von mindestens 8 unabhangigen Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben
die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-
test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Messung der a-Sekretase-Aktivitat in aSMase-KD Zellen ergab keine Veranderung der
Aktivitat verglichen mit den Kontrollzellen (98,28% +/- 1,66%, p=0,518). Ebenso flhrten
weder die Inkubationen mit Sphingomyelin und Ceramid, noch die Inhibition der nSMase-
Aktivitat zu signifikanten Anderungen der a-Sekretase-Aktivitat verglichen mit den jeweiligen
Kontrollen (SM: 96,15% +/- 2,67%, p=0,310; Cer: 100,3% +/- 3,19%, p=0,954; GW4869:
101,7% +/- 4,03%, p=0,760) (Abb. 67). Die Steigerung des nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierungswegs durch Amitriptylin scheint also unabhangig von der Verschiebung des
Sphingomyelin/Ceramid- Verhaltnisses und damit unabhangig von der Inhibierung der

aSMase zu sein.

4.4.8 Der Einfluss von Sphingomyelin und Ceramid auf die Aggregation von A-
Peptiden

AB-Peptide, insbesondere das hydrophobe AB42, neigen zur Bildung von Oligomeren und
Fibrillen, die sich letztlich als senile Plaques in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten
manifestieren (Jarrett et al., 1993; Masters et al., 1985). Es sollte deshalb analysiert werden,
ob die Menge an Sphingomyelin und Ceramid neben der Prozessierung des APPs auch die
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Aggregation des amyloiden Endprodukts dieser Prozessierung beeinflussen. Zunachst
wurde das Aggregationsverhalten von synthetischen AB42-Peptiden in Anwesenheit von
Sphingomyelin bzw. Ceramid mittels Thioflavin T Assay untersucht. Der Benzothiazol-
Farbstoff Thioflavin T bindet an B-Faltblatt reiche Strukturen, wie sie in AB-Aggregaten
vorliegen. Diese Bindung verursacht eine Anderung des Thioflavin T-typischen
Emissionsspektrums und kann somit in einem Fluorometer aufgezeichnet werden (LeVine,
1993, 1997). In Anwesenheit von Sphingomyelin aggregierten weniger synthetische AB42-
Peptide, zudem verlief die Aggregation deutlich langsamer, verglichen mit der
Lésungsmittelkontrolle. Wurden AR42-Peptide hingegen mit Ceramid inkubiert, war eine

gesteigerte Aggregation zu beobachten (Abb. 68).
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Abb. 68 ThT-Analyse der AB-Aggregation in Abhangigkeit von Sphingomyelin und Ceramid
Sphingomyelin und Ceramid wurden in finalen Konzentrationen von 10uM mit 18uM synthetischen
AB42-Peptiden in PBS inkubiert, die Kontrolle enthielt die entsprechende Menge des Lésungsmittels
EtOH. Pro ml wurden 19,6ug des Benzothiazol-Farbstoffs ThT zugegeben. Die durch die Bindung des
ThTs an AB-Aggregate emittierte Fluoreszenz wurde kontinuierlich bei 37°C unter Lichtausschluss in
einem Safire-Fluorometer aufgezeichnet. Die Abbildung zeigt die gemittelte Kinetik von mindestens 5
unabhangigen Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

Wurden hingegen AB-Peptide in vitro mit Amitriptylin inkubiert, fihrte dies laut ThT Analyse
nicht zu einer Veranderung ihres Aggregationsverhaltens (97,4% +/- 12,54%, p=0,857) (Abb.
69). Die Aggregation von AB-Peptiden wird also durch die Lipide Sphingomyelin und Ceramid
beeinflusst, die in vitro Inkubation von Amitriptylin, bei der die Level von Ceramid und

Sphingomyelin unverandert bleiben, hat dagegen keinen Effekt auf die AB-Aggregation.
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Mittels Western Blot Analyse wurde analysiert, ob die Anwesenheit von Sphingomyelin oder
Ceramid auch die Art der vorliegenden AB-Aggregate beeinflusst. Hierfur wurden zwei
spezifische Antikdrper verwendet, von denen einer nur kleinere AB-Aggregate (Antikdrper
A11) (Kayed et al., 2003) und der andere lediglich AB-Fibrillen (Antikérper OC) (Kayed et al.,
2007) detektiert.
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Abb. 70 Dot Blot Analyse der AB-Aggregation in Abhédngigkeit von Sphingomyelin und Ceramid
Sphingomyelin und Ceramid wurden in finalen Konzentrationen von 10uM mit 18uM synthetischen
AB42-Peptiden fur 24Std. bei 37°C in PBS inkubiert, die Kontrolle enthielt die entsprechende Menge
des Phospholipids PC18:1. Im Dot Blot Verfahren wurden die Proben nach der Inkubaton auf
Nitrozellulosemembranen aufgetragen. Fir die Detektion kleiner AB-Aggregate wurde der A11-AK
eingesetzt, die Detektion groRerer Aggregate und AB-Fibrillen fand unter Verwendung des OC-AKs
statt. Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen Experimenten,
die eingetragenen Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz
wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Wahrend die Aggregation zu kleineren Aggregaten in Anwesenheit von Ceramid auf 124,8%

(+/- 7,93%, p=0,038) erhoht war, reduzierte die Inkubation mit Sphingomyelin die Bildung
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kleinerer Aggregate auf 83,9% (+/- 5,06%, p=0,094). Die Formierung von AB-Fibrillen war
hingegen unbeeinflusst von der Anwesenheit der beiden Lipide (Abb. 70).

Aufnahmen von Proben, bestehend aus synthetischem AB42 und Sphingomyelin bzw.
Ceramid mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM), bestatigten eine reduzierte AB-Aggregation
durch die Anwesenheit von Sphingomyelin, wahrend die AB-Peptide in Anwesenheit von

Ceramid ein verstarktes Aggregationsverhalten zeigen (Abb. 71).
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Abb. 71 AFM-Aufnahmen der AB-Aggregate in Anwesenheit von Sphingomyelin und Ceramid
Fur die Aufnahmen der AB-Aggregate mittels AFM fand die Inkubation der Lipide mit AR wie unter Abb.
70 beschrieben statt. Die Aufnahmen von 10x10um mit 512x512 Pixeln wurden mit dem AFM
NanoWizard 1l (JPK Instruments, Berlin), montiert auf einem Zeiss Axiovert 200 Mikroskop mit der
Kamera HAL 100 und mit einer Messfrequenz von 1 Hz im Intermitted Contact (Air)-Mode angefertigt.
Die Abbildung zeigt reprasentative Aufnahmen.

Da die Inkubation mit Amitriptylin das Verhaltnis von Sphingomyelin zu Ceramid in Richtung
des Sphingomyelins verschiebt, sollte dies neben der reduzierten Bildung und der

verstarkten Degradation von AB-Peptiden auch zu einer verringerten AB-Aggregation fiihren.

4.49 Die Effekte anderer Antidepressiva auf die Bildung von A

Neben dem trizyklischen Antidepressivum Amitriptylin gibt es eine Reihe weiterer in der
Humanmedizin eingesetzter Antidepressiva, die ebenfalls zur Gruppe der FIASMA zahlen. Ist
das AB-reduzierende Potential des Amitriptylins durch die Inhibierung der aSMase und damit
durch die Verschiebung des Sphingomyelin zu Ceramid Verhaltnisses bedingt, sollte mit
anderen Antidepressiva, die ebenfalls als aSMase-Inhibitoren fungieren, der gleiche Effekt zu
erzielen sein. Es wurden das trizyklische Antidepressivum Desipramin (Hurwitz et al., 1994),
das tetrazyklische Antidepressivum Maprotilin (Kornhuber et al., 2010) und der selektive
Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer Fluoxetin (Brunswick et al., 2002) fir weitere Analysen

ausgewahlt. Die gemessene Zytotoxizitdt nach der Inkubation der Antidepressiva betrug
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1,41% (+/- 0,06%) fur Desipramin, 2,08% (+/- 0,60%) fur Maprotilin und 1,82% (+/- 0,12%)

fur Fluoxetin.

Zunachst wurde analog zu Amitriptylin die inhibitorische Wirkung auf die aSMase-Aktivitat
nach der Inkubation mit Desipramin, Maprotilin und Fluoxetin in SH-SY5Y wt Zellen
Uberprift.

Die Messung der aSMase Aktivitat ergab eine deutliche Reduktion nach Inkubation aller
verwendeten Antidepressiva auf 30,7% (+/- 1,55%, p=0,0008) aSMase-Aktivitat fir
Desipramin, 13,2% (+/- 2,75%, p=0,0004) fir Maprotilin und 21,4% (+/- 2,59%, p=0,0005) fur
Fluoxetin (Abb. 72).
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Abb. 72 Analyse der aSMase-Aktivitit nach Inkubation von Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin

SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 24Std. in Anwesenheit der Antidepressiva Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin in einer finalen Konzentration von 10uM kutiviert. Die Bestimmung der aSMase-Aktivitat
erfolgte unter Verwendung des aSMase-Aktivitats-Kit der Firma Echelon. Das Balkendiagramm zeigt
die statistische Auswertung 5 unabhangiger Experimente, die eingetragenen Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Folglich sollten nach der Behandlung mit diesen Antidepressiva auch die Mengen an

Sphingomyelin erhéht sein, wahrend Ceramid in geringeren Mengen vorliegen musste.
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Die massenspektrometrische Analyse bestatigte, dass nach der Inkubation mit Desipramin in
SH-SY5Y wt Zellen das Verhaltnis von Sphingomyelin zu Ceramid auf das 1,2fache der
Kontrollzellen erhdht war. Nach der Inkubation mit Maprotilin war das Sphingomyelin-
Ceramid Verhaltnis um den Faktor 1,4, nach Inkubation mit Fluoxetin um den Faktor 1,8
erhoht (Abb. 73).

Folglich wurden SH-SY5Y APP Zellen mit den Antidepressiva Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin inkubiert und der Einfluss dieser Antidepressiva auf die amyloidogene APP-

Prozessierung Uberprift.
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Abb. 74 Analyse der AB-Sekretion nach Inkubation von Desipramin, Maprotilin und Fluoxetin

SH-SY5Y wt Zellen wurden fir 24Std. in Anwesenheit der Antidepressiva Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin kultiviert. Sekretiertes AB wurde mittels Immunoprazipitation mit dem AK W02 aus dem
Inkubationsmedium angereichert und im Western Blot unter Verwendung des gleichen AKs detektiert.
Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 5 unabhangigen
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Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwerts an.
Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Western Blot Analyse der AB-Peptide ergab, dass alle inkubierten Antidepressiva die
Menge an sekretiertem AB reduzierten. Nach Inkubation mit Desipramin war die AB-Menge
im Medium der SH-SY5Y APP Zellen auf 88,6% (+/- 3,52%, p=0,026) der Kontrolle, nach
Inkubation mit Maprotilin auf 76,3% (+/- 5,42%, p=0,015) und nach der mit Fluoxetin auf
73,3% (+/- 6,12%, p=0,015) verringert, verglichen mit Zellen, die mit H,O inkubiert wurden
(Abb. 74).

Zusatzlich wurde die Aktivitat der an der amyloidogenen APP-Prozessierung beteiligten
Sekretasen nach der Inkubation der Antidepressiva bestimmt. Die Analyse der 3-Sekretase-
Aktivitat in SH-SY5Y wt Zellen nach der Inkubation der Antidepressiva, ergab reduzierte
Aktivitaten von 92,4% (+/- 1,68%, p=0,002) nach Desipramin-Inkubation, 88,5% (+/- 3,25%,
p=0,004) nach der Inkubation von Maprotilin und 89,4% (+/- 2,66%, p=0,002) nach
Inkubation mit Fluoxetin (Abb. 75).
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Abb. 75 Analyse der Aktivitiat der B-Sekretase nach Inkubation von Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin

SH-SY5Y wt Zellen wurden 24Std. in Anwesenheit der Antidepressiva Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin kultiviert. Den Zellen wurde ein spezifisches Substrat der B-Sekretase in Cell-Imaging-
Solution zugegeben und die direkte Umsetzung in den lebenden Zellen wurde in einem Infinite-
Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitdten ergaben sich aus der Steigung der
Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung von
mindestens 8 unabhangigen Experimenten, die eingetragenen Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Aktivitat der y-Sekretase war nach der Inkubation von Desipramin nur auf 94,9% (+/-

1,39%, p=0,045) reduziert. Die Inkubation mit Maprotilin reduzierte die Aktivitat der y-

Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen auf 79,6% (+/- 5,89%, p=0,014) wahrend nach der
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Inkubation von Fluoxetin mit 99,6% (+/- 1,45%, p=0,829) kein signifikanter Effekt auf die y-

Sekretase-Aktivitat zu verzeichnen war (Abb. 76).
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Abb. 76 Analyse der Aktivitat der y-
Sekretase nach Inkubation von
Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin

SH-SY5Y wt Zellen wurden 24Std. in
Anwesenheit der  Antidepressiva
Desipramin, Maprotilin und Fluoxetin
kultiviert. Den Zellen wurde ein
spezifisches Substrat der y-Sekretase
in Cell-Imaging-Solution zugegeben.
Die Bestimmung der y-Sekretase-
Aktivitdt, Auswertung und Statistik
erfolgten wie fiir Abb. 75 beschrieben.

Bei der Analyse der a-Sekretase-Aktivitat nach der Inkubation mit Desipramin, Maprotilin

oder Fluoxetin wurden keine signifikanten Anderungen detektiert (Desipramin: 96,7 +/-
3,79%, p=0,609; Maprotilin: 113,5 +/- 3,15%, p=0,052; Fluoxetin: 105,1 +/- 3,21%, p=0,398)
(Abb. 77), was die vorhergehenden Ergebnisse bestatigt, nach denen keine Abhangigkeit der

a-Sekretase-Aktivitdt vom Verhaltnis von Sphingomyelin zu Ceramid besteht, sondern diese

vielmehr durch Amitriptylin direkt beeinflusst wird.
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Abb. 77 Analyse der Aktivitat der a-
Sekretase nach Inkubation von
Desipramin, Maprotilin und
Fluoxetin

SH-SY5Y wt Zellen wurden 24Std. in
Anwesenheit der  Antidepressiva
Desipramin, Maprotilin und Fluoxetin
kultiviert. Den Zellen wurde ein
spezifisches Substrat der a-Sekretase
in Cell-Imaging-Solution zugegeben.
Die Bestimmung der a-Sekretase-
Aktivitdt, Auswertung und Statistik
erfolgten wie fir Abb. 75 beschrieben
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4410 Die Gen-Expression der Sphingomyelinasen in humanen post mortem

Gehirnen von Alzheimer-Patienten

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist die Menge an sekretierten AB-Peptiden in SH-SY5Y
Zellen abhangig von den Sphingomyelin- und Ceramidspiegeln und lasst sich durch
Veranderung der SMase Aktivitat beeinflussen. In den Gehirnen von Alzheimer-Patienten
wurden sowohl das Vorkommen seniler Plaques bestehend aus aggregierten AB-Peptiden
(Masters et al., 1985), als auch eine Erhéhung der Ceramid-Level (Han et al., 2002)
beschrieben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde analysiert, ob die Gen-Expression
der haufigsten SMasen in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten verandert ist.

Hierfur wurden 3 verschiedene Hirnregionen von 30 post mortem Gehirnen von Alzheimer-
Patienten mittels RT-PCR auf die RNS Level der am haufigsten vorkommenden SMasen
untersucht. Diese wurden mit denen von 14 Kontrollgehirnen gesunder Personen verglichen,
die sich mit einem mittleren Alter von 77,4 Jahren nicht signifikant von den Alzheimer-

Patienten mit einem mittleren Alter von 78 Jahren unterschieden (p=0,803).
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Abb. 78 Analyse der SMase-Gen-Expression in humanen post mortem Alzheimer-Gehirnen

3 verschiedene Hirnregionen aus 30 post mortem Gehirnen von Alzheimer-Patienten wurden mittels
RT-PCR auf die Gen-Expression der am haufigsten vorkommenden SMasen analysiert und mit der in
den Gehirnen einer altersgleichen Kontrollgruppe (n=14) verglichen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-test
ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

SMPD1= azidische lysosomale SMase, SMPD2, SMPD3 & SMPD4= neutrale membrangebundene
SMasen, SMPD3a & SMPD3b= ,acidic-like“ SMasen.

Die Gen-Expression der azidischen lysosomalen SMase (SMPD1) war im Cerebellum der
Alzheimer-Patienten signifikant auf 156% erhoht, in temporalem und frontalem Cortex
wurden ebenfalls erhdhte, wenn auch nicht signifikant veranderte RNS-Mengen des SMPD1
Gens gefunden. Darlber hinaus zeigten die post mortem Gehirne der Alzheimer-Patienten

erhéhte RNA-Level der nSMasen. Die nSMase2 (SMPD2) war im temporalen Cortex und im
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Cerebellum signifikant auf 293% bzw. 460% erhdht, die RNS der nSMase3 (SMPD3) lag im
Cerebellum auf 219% erhdht vor. Die Transkription der nSMase4 (SMPD4) war in allen
untersuchten Hirnregionen der Alzheimer-Patienten signifikant erhdht. Die RNS der beiden
sogenannten ,acidic-like“-SMasen SMPD3a und SMPD3b lag sowohl im frontalen Cortex als
auch im Cerebellum der Alzheimer-Patienten um das 2,99- bis 4,18fache erhéht vor (Abb.
78). Im Mittel lagen alle SMasen im frontalen Cortex der Alzheimer-Patienten um das
2,26fache (+/- 0,46, p=0,021) und im Cerebellum um das 2,81fache (+/- 0,44, p=0,002)
signifikant erhoht vor, wahrend im temporalen Cortex eine nicht signifikante Erhéhung
(p=0,083) auf das 1,58fache (+/- 0,30) der Kontrollen festgestellt wurde. Alle Gen-
Expressions-Daten mit Standardabweichung und Signifikanz kénnen der Tab. 37 entnommen

werden.

Tab. 37 Gen-Expression der SMasen in humanen post mortem Alzheimer-Gehirnen

Hirnregion Gen &2‘:::_ Lﬁ:r StabwM t-test
Smpd1 1,50 0,32 0,121
Smpd2 1,42 0,56 0,454
Smpd3 1,70 0,41 0,095
frontaler Cortex Smpd3a 4,18 1,40 0,030
Smpd3b 3,10 0,98 0,038
Smpd4 1,67 0,21 0,003
gemittelt 2,26 0,46 0,021
Smpd1 1,56 0,20 0,009
Smpd2 4,60 1,34 0,013
Smpd3 2,19 0,48 0,017
Cerebellum Smpd3a 3,27 0,89 0,016
Smpd3b 2,99 0,83 0,025
Smpd4 2,27 0,59 0,042
gemittelt 2,81 0,44 0,002
Smpd1 1,46 0,26 0,081
Smpd2 2,93 0,68 0,006
Smpd3 1,16 0,13 0,222
temporaler Cortex Smpd3a 0,86 0,07 0,057
Smpd3b 1,27 0,50 0,615
Smpd4 1,77 0,28 0,008
gemittelt 1,58 0,30 0,083
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Smpd1 1,51 0,03 6,03x10°
Smpd2 2,99 0,92 0,097
Smpd3 1,68 0,30 0,085
Alle Hirnregionen Smpd3a 2,77 0,99 0,149
Smpd3b 2,46 0,59 0,070
Smpd4 1,90 0,18 0,008
gemittelt 2,22 0,25 6,22x10™

Detaillierte Auflistung der Gen-Expressions-Analyse der humanen post mortem Gehirne. Analyse,

Statistik und Abkirzungen der Gene wie flr Abb. 78 beschrieben.

Da alle diese Enzyme den Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid katalysieren, kénnte die

verstarkte Expression der SMasen die beschriebene Veranderung des Ceramid-Gehaltes in

den Gehirnen von Alzheimer-Patienten verursachen.
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4.5 Weitere Lipide und ihr Einfluss auf die Aktivitaten der

Sekretasen

Die vorhergehenden Kapitel belegen den Effekt verschiedener Lipidklassen auf die
Prozessierung des APP. Im Rahmen mehrerer Kooperationsprojekte wurde der Einfluss
weiterer Lipide auf die Aktivitat der Sekretasen, bzw. auf ihre subzellulare Lokalisation
untersucht. Diese Ergebnisse sowie ihre Bedeutung flir den Gesamtzusammenhang des

jeweiligen Projekts sollen im Folgenden kurz dargestellt werden.

4.5.1 Der Effekt von Phospholipiden auf die Aktivitit der a-Sekretase

Die folgenden Daten wurden publiziert in:

Grimm M.O., Haupenthal V.J., Rothhaar T.L., Zimmer V.C., Grésgen S., Hundsdorfer B., Lehmann J.,
Grimm H.S., Hartmann T. (2013). Effect of Different Phospholipids on a-Secretase Activity in the Non-
Amyloidogenic Pathway of Alzheimer's Disease. Int J Mol Sci. 14(3):5879-98.

Das Projekt untersuchte den Einfluss verschiedener Phospholipide auf die Aktivitat der a-
Sekretase. Dabei wurden Phospholipide mit variabler Fettsduren-Kettenlange, sowie
variablem Sattigungsgrad in vitro auf isolierten Plasmamembranen von SH-SY5Y wt Zellen
und direkt auf lebenden SH-SY5Y wt Zellen inkubiert und die Aktivitdt der a-Sekretase
bestimmt. Vorhegehende Ergebnisse zeigten einen Effekt der Phospholipide auf die o-
Sekretase-Aktivitat, der sowohl von ihrer Fettsauren-Kettenldange als auch von ihrem
Sattigungsgrad abhing. So erhdhten Phospholipide mit klirzerer Fettsauren-Kettenlange, wie
PC 10:0, 12:0 und 14:0 die Aktivitdt der a-Sekretase ebenso wie Phospholipide mit
steigender Anzahl an Doppelbindungen wie PC 18:3 und PC 22:6 (Grimm et al. 2013). Die
Tatsache, dass dieser Effekt auf die Aktivitat der a-Sekretase auch bei der in vitro-Inkubation
auf isolierten Plasmamembranen beobachtet wurde, spricht flr einen direkten Effekt der
Phospholipide, der unabhangig von Expressions- oder Lokalisations-Effekten ist. Dies wurde
Uberpruft durch die Inkubation von isoliertem ADAM10-Enzym mit PC 12:0, welches in den

vorhergehenden Messungen den grofdten Effekt auf die a-Sekretase zeigte.
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%l Abb. 79 Der Einfluss PC 12:0 auf die Aktivitit
180+ von ADAM10
160 25uM  Phospholipid  wurden mit einem
§ 140 : Lipidextrakt aus humanen post mortem Gehirnen
g,\ 120 und 100ng/100pl isoliertem ADAM10-Enzym fir
$ pod 1Std. bei 4°C inkubiert und anschlieRend 15min
Es‘; 100+ sonifiziert. Die Bestimmung der a-Sekretase-
%g, 801 Aktivitat erfolgte wie fir Abb. 50 beschrieben
;gé, - unter Verwendung des a-Sekretase-Substrats II.
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< 40 Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; ***
201 p<0,001).
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Die Messung ergab eine auf 132,0% (+/- 9,60%, p=0,011) erhdhte Aktivitat der a-Sekretase
nach der Inkubation mit PC 12:0 verglichen mit dem Phospholipid PC 18:0, das als

Referenz-Lipid ausgewahlt wurde, weil es selbst die a-Sekretase-Aktivitat nicht beeinflusste

(Abb. 79).

Die Inkubation von PC18:3 erhohte die a-Sekretase-Aktivitat des aufgereinigten ADAM10-
Enzyms auf 148,2% (+/- 4,2%, p=0,0002) wahrend das sechsfach ungesattigte PC 22:6 die
a-Sekretase-Aktivitat auf 229,7% (+/- 2,7%, p=4,07x10®) im Vergleich zu PC 18:0 steigerte

(Abb. 80).

%l Abb. 80 Der Einfluss von PC 18:3 und PC 22:6
] auf die Aktivitdt von ADAM10
2507 e Die Inkubation der Phospholipide und die
§ T Bestimmung der a-Sekretase-Aktivitat erfolgte
S 2001 wie flur Abb. 79 bzw. Abb. 50 beschrieben.
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Der zuvor beobachtete direkte aktivierende Effekt der Phospholipide mit kurzen
Fettsdureketten auf die Aktivitdt der a-Sekretase konnte also durch die Inkubation eines
isolierten ADAM10-Enzyms ebenso bestatigt werden, wie der der Phospholipide mit

steigender Anzahl an Doppelbindungen.
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4.5.2 Der Einfluss von Phytosterolen auf die Aktivitat der 8- und y-Sekretase

Die folgenden Daten sind Inhalt des Manuskriptes:

Burg V.K., Rothhaar T.L., Grésgen S., Hundsdérfer B., Haupenthal V.J., Zimmer V.C., Mett J.,
Weingartner O., Laufs U., Broersen L.M., Tanila H., Vanmierlo T., Litjohann D., Grimm H.S.,
Hartmann T., Grimm M.O. (2013). Plant sterols the better cholesterol in Alzheimer’s disease? A
mechanistical study. J Neurosci.

Das Projekt untersuchte den Einfluss verschiedener Phytosterole auf die APP-
Prozessierung. Da Cholesterin bereits vielfach mit der Alzheimer Krankheit in Verbindung
gebracht wurde, sollte ermittelt werden, inwieweit sich Phytosterole, die pflanzlichen
Aquivalente des tierischen Cholesterins, auf die APP-Prozessierung auswirken. Fir die
Analyse wurden die Phytosterole Stigmasterol, B-Sitosterol, Brassicasterol und Campesterol
sowie Cholesterin verwendet. Bei vorangegangenen Experimenten zur Beeinflussung des
AB-Levels nach Inkubation mit Phytosterolen zeigte lediglich das Phytosterol Stigmasterol
eine Reduktion des sezernierten ABs, wahrend B-Sitosterol und Brassicasterol den AB-Level
erhéhten und die Inkubation mit Campesterol keinen Effekt zeigte. Die grofite Erhéhung des

AB-Levels war nach der Inkubation mit Cholesterin zu beobachten.

Es sollte im Folgenden der Einfluss der Phytosterole auf die Aktivitaten der p- und y-
Sekretase untersucht werden. Dazu wurden PNFs, die zuvor aus Mausegehirnen gewonnen
wurden in vitro mit Phytosterolen bzw. Cholesterin inkubiert und die Sekretase-Aktivitaten
bestimmt. Es zeigte sich nach Inkubation mit allen Phytosterolen, ausgenommen
Stigmasterol, eine Erhdhung der y-Sekretase-Aktivitat in den isolierten Membranen der

Mausegehirne.
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Abb. 81 Der Effekt von Phytosterolen und Cholesterin auf die Aktivitidt der y-Sekretase
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PNFs aus Mausegehirnen wurden fir 15min bei 37°C unter Schitteln mit 100uM Phytosterolen bzw.
Cholesterin inkubiert. Die Kontrollen enthielten die entsprechende Menge des Ldsungsmittels EtOH.
Die Membranen wurden isoliert und die Aktivitdt der y-Sekretase wurde in einem Safire-Fluorometer
kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aktivitaten ergaben sich aus der Steigung der Fluoreszenz im
linearen Bereich Uber die Zeit. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens
6 unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-Test ermittelt
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

B-Sitosterol erhohte die y-Sekretase-Aktivitat signifikant auf 115,93% (+/- 2,48, p=0,0006),
Brassicasterol auf 111,35% (+/- 1,59%, p=0,005) und Campesterol auf 106,86% (+/- 1,31%,
p=0,046). Die Inkubation von Stigmasterol hatte keinen Effekt auf die y-Sekretase-Aktivitat
(99,96% +/- 3,55%, p=0,993), wohingegen die Inkubation von Cholesterin mit 118,40% (+/-
1,02%, p=4,77x10°) den groRkten Effekt zeigte (Abb. 81).

Die B-Sekretase-Aktivitdt der Membranen von Mausegehirnen nach der Inkubation mit
Phytosterolen war nach der Stigmasterol-Inkubation signifikant auf 84,92% (+/- 1,47%, p=
9,35x10"°) reduziert. Die anderen Phytosterole ebenso wie Cholesterin fiihrten zu einer
signifikanten Erhdhung der [B-Sekretase-Aktivitat (B-Sitosterol: 109,83% +/- 1,01%, p=
3,87x107; Brassicasterol: 106,56% +/- 1,68%, p=0,018; Campesterol: 104,78% +/- 1,41%,
p=0,0496; Cholesterin: 116,15% +/- 0,59%, p=3,21x10™"°) (Abb. 82)
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Abb. 82 Der Effekt von Phytosterolen und Cholesterin auf die Aktivitat der B-Sekretase

Die Inkubation der Phytosterole erfolgte analog Abb. 81. Die Membranen wurden isoliert und die
Aktivitat der B-Sekretase wurde in einem Safire-Fluorometer kontinuierlich aufgezeichnet. Die
Aktivitaten ergaben sich aus der Steigung der Fluoreszenz im linearen Bereich Uber die Zeit. Das
Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von mindestens 6 unabhangigen Experimenten.
Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Ubereinstimmend mit den reduzierten AB-Leveln nach Inkubation mit Stigmasterol, war also

auch die Aktivitat der B-Sekretase reduziert. Da der direkte Effekt auf die Aktivitat der [3-
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Sekretase mit einer Reduktion auf 84,92 aber deutlich kleiner war als der beobachtete Effekt
auf die AB-Sekretion und eine Reduktion der BACE1-Expression durch vorrangegangene
Experimente ausgeschlossen werden konnte, wurde die subzellulare Lokalisation von
BACE1 nach der Inkubation mit Stigmasterol untersucht.

Mittels Dichtegradientenzentrifugation Uber einen lodixanol-Gradienten wurden aus SH-
SYS5Y wt Zellen, die zuvor mit Stigmasterol inkubiert wurden, die Endosomen angereichert.
Die Fraktionen welche Endosomen enthielten wurden im Western Blot mit einem AK gegen
das ,early endosomal antigen-1“ (EEA1) identifiziert (Abb. 83)

EEA1 positiv

| —— : l <+—EtOH

| S — ‘ <«Stigmasterol
Fraktions-Nr. #1 #20

Abb. 83 Identifikation der endosomalen Fraktionen des lodixanol-Gradienten

SH-SY5Y wt Zellen wurden mit Stigmasterol inkubiert und ihre Homogenate auf einen kontinuierlichen
lodixanol-Gradienten geladen. Nach Zetrifugation fiir 18Std. bei 48.000g und 4°C wurden 20 einzelne
Fraktionen von oben abgenommen und im Western Blot mittels EEA1-spezifischem AK untersucht.
Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot.

Die Fraktionen 1-4 wurden als EEA1-positive Fraktionen identifizert und fir die weiteren
Analysen vereinigt. Die Analyse der B-Sekretase-Aktivitat ergab eine signifikant auf 85,80%
(+/- 1,80%, p=0,0002) reduzierte Aktivitdt in den endosomalen Fraktionen der Stigmasterol-
inkubierten Zellen, verglichen mit den Endosomen der Kontrollzellen. Die Western Blot
Analyse des BACE1-Proteinlevels der EEA1-positiven Fraktionen ergab eine Reduktion auf
86,88% (+/- 1,89%, p=0,0006) (Abb. 84).
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Abb. 84 Die endosomale Aktivitdt der B-Sekretase und das BACE1-Proteinlevel in Abhéngigkeit
von Stigmasterol

Die Anreicherung der Endosomen erfolgte wie flir Abb. 83 beschrieben. Die EEA1-positiven
Fraktionen wurden gepoolt und mit B-Sekretase-Substrat versetzt. Die Messung der (-Sekretase-
Aktivitdt und Auswertung erfolgte wie flr Abb. 81 beschrieben. Zur Bestimmung des BACE1-
Proteinlevels wurden die vereinigten EEA1-positiven Fraktionen Uber ein SDS-Gel aufgetrennt, die
Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und BACE1 wurde mit dem anti-BACE1-
AK (B0806) detektiert. Das Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von 6 unabhangigen
Experimenten, die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001). Rechts ist ein reprasentativer Ausschnitt eines Western Blots dargestellt.

Somit scheinen die Lokalisation von BACE1 und damit auch seine Aktivitat in den
Endosomen durch die Inkubation mit Stigmasterol reduziert zu sein, obwohl vorangegangene
Analysen zeigten, dass der BACE1-Proteinlevel insgesamt unverandert ist. Eine reduzierte
Lokalisation in den Endosomen koénnte durch eine veranderte endozytotischen Aufnahme
von der Plasmamembran bedingt sein. Deshalb wurde mittels Biotinylierung das BACE1-
Proteinlevel selektiv an der Zelloberflache ermittelt. Es zeigte sich eine Stigmasterol-
abhangige Erhdhung des BACE1-Proteinlevels an der Zelloberflache der SH-SY5Y Zellen
auf 137,44% (+/- 7,96%, p=0,016). Die Menge an Oberflachen-APP war hingegen
unverandert (95,92% +/- 3,98%, p=0,478) (Abb. 85).
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Abb. 85 Analyse der Lokalisation von BACE1 und APP an der Zelloberflache

SH-SY5Y wt Zellen wurden mit Stigmasterol inkubiert, abgeschabt und fir 30min unter leichtem
Schitteln mit 0,5mg/ml EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin bei 4°C inkubiert. Die Biotinylierung wurde mit
100mM Gilycin in PBS abgestoppt, ungebundenes Biotin abgewaschen und die Zellen wurden lysiert.
Die biotinylierten Proteine wurden mit Streptavidin-Agarose immunoprazipitiert und BACE1 und APP
wurden im Western Blot mit dem anti-BACE1-AK B0806 bzw. dem anti-APP-AK W02 detektiert. Das
Balkendiagramm zeigt die statistische Auswertung von 6 unabhangigen Experimenten, die Signifikanz
wurde mittels ungepaartem Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Rechts sind
reprasentative Ausschnitte der Western Blots dargestellt.

Die reduzierten BACE1-Level in den Endosomen scheinen also durch eine reduzierte
endozytotische Aufnahme bedingt, wodurch BACE1 an der Zelloberflache anakkumuliert.
Dieser Effekt scheint spezifisch fur BACE1 zu sein, da sein Substrat APP an der
Zelloberflache in unveranderten Mengen vorliegt.

Eine Lokalisation von BACE1 an der Zelloberflache und die damit verbundene Reduktion in
den Endosomen koénnte aufgrund des pH-Optimums von BACE1 im sauren Bereich seine
Aktivitat und damit die amyloidogene APP-Prozessierung reduzieren und zu der

beobachteten verringerten AB-Sekretion flhren.

Um zu untersuchen, ob Stigmasterol auch in vivo einen Effekt auf die Sekretase-Aktivitaten
hat, wurden Gehirne und Blutzellen von Mausen untersucht, die zuvor mit Stigmasterol-

angereicherten Diaten gefuttert wurden.
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Abb. 86 Der Einfluss einer Stigmasterolreichen Diat auf die Aktivitidt der Sekretasen im Gehirn
Je 6 wt-Mause wurden mit 3 verschiedenen Diaten, die kein Stigmasterol (Kontroll-Diat), 0,19% (+
Stigma) bzw. 0,39% (++ Stigma) Stigmasterol enthielten Uber einen Zeitraum von 6 Wochen gefttert.
Nach dem Abtdten der Mause wurden die Membranen aus den Gehirnen isoliert und die Sekretase-
Aktivitdten wurden, wie fur Abb. 81 beschrieben, fluorometrisch bestimmt. Die Signifikanz wurde
mittels ungepaartem Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Aktivitat der B-Sekretase war in den Gehirnen der Mause, die die geringere Stigmasterol-
Konzentration erhielten nicht signifikant auf 90,48% (+/- 4,26%, p=0,106) reduziert,
wohingegen die hdher konzentrierte Stigmasterol-Diat die p-Sekretase-Aktivitat signifikant
auf 79,06% (+/- 2,14, p=0,0008) verringerte. Die Aktivitat der y-Sekretase war durch beide
Stigmasterol-Diaten dosisabhangig signifikant auf 84,77% (+/- 4,69%, p=0,033) bzw. auf
70,82% (+/- 4,80%, p=0,0009) reduziert (Abb. 86). In einem weiteren Versuchsansatz
wurden die Sekretase-Aktivitdten aus den Blutzellen der Mause, die die Stigmasterol-Diaten

erhielten, bestimmt.

145



4 Ergebnisse

[%]

B + Stigmasterol
140

O ++ Stigmasterol

120

=
(=
e

*%

H [=2] (=]
5 o Gl
——

Aktivitat der Sekretasen
(% der Kontrolle)

N
ol

B-Sekretase- y-Sekretase-
Aktivitat Aktivitat

Abb. 87 Der Einfluss einer Stigmasterolreichen Diat auf die Aktivitat der Sekretasen in den
Blutzellen

Die Futterung der Versuchstiere erfolgte wie flir Abb. 86 beschrieben. Die Sekretase-Aktivitaten
wurden aus den isolierten Membranen der Blutzellen bestimmt. Daflir wurden die Blutzellen
homogenisiert, der Proteingehalt angeglichen und die Membranen per Ultrazentrifugation
angereichert. Die Messung erfolgte fluorometrisch wie fiir Abb. 81 beschrieben. Die Signifikanz wurde
mittels ungepaartem Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die B-Sekretase-Aktivitat in den Membranen der Blutzellen war durch die Futterung beider
Stigmasterol-Diaten signifikant auf 90,97% (+/- 0,63%, p=0,0013) fir die Stigma (+)-Diat
bzw. auf 85,87% (+/- 2,86%, p=0,003) fur die Stigma (++)-Diat reduziert. Fur die Aktivitat der
y-Sekretase ergaben sich signifikante Reduktionen auf 77,49% (+/- 2,84%, p=0,003) und
82,34% (+/- 4,31%, p=0,021) in den Blutzellmembranen der gefltterten Mause (Abb. 87).

Weitere Versuche im Rahmen dieses Projektes ergaben zudem eine signifikante Reduktion
der Komponenten der y-Sekretase, sowie eine Reduktion des Cholesterin-Gehaltes der Lipid
Rafts durch die Inkubation von Stigmasterol in SH-SY5Y Zellen. Zusammen mit den
gezeigten in vivo-Daten sprechen die Ergebnisse dieser Studie fir einen protektiven Effekt

des Stigmasterols auf das Risiko an der Alzheimer Krankheit zu erkranken.
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4.5.3 Der Einfluss von DHA auf die Aktivitat der B- und y-Sekretase

Die folgenden Daten wurden publiziert in:

Grimm M.O., Kuchenbecker J., Grosgen S., Burg V.K,. Hundsdorfer B., Rothhaar T.L., Friess P., de
Wilde M.C., Broersen L.M., Penke B., Péter M., Vigh L., Grimm H.S., Hartmann T. (2011).
Docosahexaenoic acid reduces amyloid beta production via multiple pleiotropic mechanisms. J Biol
Chem. 286(16):14028-39

In der Vergangenheit wurde mehrfach die Aufnahme der sechsfach ungesattigten Omega-3
Fettsdure DHA mit einem verminderten Alzheimer-Risiko in Verbindung gebracht (Morris et
al., 2003; Morris et al., 2004; Barberger-Gateau et al., 2002; Schaefer et al., 2006; Albanese
et al., 2009). Ziel dieser Studie war es den Effekt von DHA auf die APP-Prozessierung und
den zugrunde liegenden molekularen Mechanismus zu analysieren. Vorausgegangene
Experimente zeigten einen inhibitorischen Effekt von DHA auf die amyloidogene APP-
Prozessierung durch Reduzierung der (- und y-Sekretase-Aktivitaten, wahrend die nicht
amyloidogene APP-Prozessierung durch eine erhoéhte Proteinstabilitdt von ADAM17

gesteigert wurde (Grimm et al., 2011c).

Im Rahmen dieses Projekts sollte der Einfluss einer Futterung mit einer DHA-reichen Diat
auf die Aktivitaten der B- und y-Sekretase in den Gehirnen gefltterter Mause analysiert

werden
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Abb. 88 Der Einfluss einer DHA-reichen Diat auf die Aktivitiat der Sekretasen im Gehirn

Jeweils 6 Mause wurden uber einen Zeitraum von 4 Wochen mit zwei verschiedenen Diaten gefuttert.
Die Kontroll-Diat enthielt 1,9% Sojadl, 0,9% Kokosdl und 2,2% Maisdl, die DHA-Diat bestand aus
0,1% Kokosél, 1,9% Maisdl und 3,0% Fischdl. Nach dem Abtdten der Mause wurden die Membranen
der Gehirne isoliert und die Sekretase-Aktivitaten, wie fir Abb. 81 beschrieben, fluorometrisch
bestimmt. Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001).
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Die Aktivitaten beider Sekretasen waren in den Gehirnen derjenigen Mause, die mit der
DHA-reichen Diat gefuttert wurden, verglichen mit der Kontrollgruppe reduziert. Fur die -
Sekretase-Aktivitat ergab sich eine signifikante Reduktion auf 84,33% (+/- 1,54%, p=0,002),
die y-Sekretase-Aktivitat der DHA-reich gefitterten Mause war auf 67,95% (+/- 4,00%,
p=0,0002) reduziert (Abb. 88).

In weiteren Experimenten wurde zum einen eine Verschiebung der y-Sekretase-Aktivitat von
den Lipid Raft- in die Non-Raft-Bereiche und zum anderen eine reduzierte Internalisierung
von BACE1 in die Endosomen beobachtet. Beides fluhrt zu einer Reduktion der
amyloidogenen APP-Prozessierung. Zusammengefasst ergab die Studie einen
reduzierenden Effekt des DHA auf die amyloidogene APP-Prozessierung sowie eine
Steigerung der nicht amyloidogenen APP-Prozessierung uber einen multifaktoriellen

Mechanismus, wodurch es insgesamt zu einer Verringerung der AB-Produktion kommt.

4.5.4 Der Einfluss von Gangliosiden auf die Aktivitit der y-Sekretase

Die folgenden Daten entstanden im Rahmen eines Projektes, das teilweise veroffentlicht wurde in:

Grimm M.O., Zinser E.G., Grésgen S., Hundsdorfer B., Rothhaar T.L., Burg V.K., Kaestner L., Bayer
T.A., Lipp P., Miller U., Grimm H.S., Hartmann T. (2012). Amyloid precursor protein (APP) mediated
regulation of ganglioside homeostasis linking Alzheimer's disease pathology with ganglioside
metabolism. PLoS One. 2012;7(3):e34095.

Neben den bisher beschriebenen Lipiden konnte auch fir die Lipidklasse der Ganglioside ein
Einfluss auf die APP-Prozessierung nachgewiesen werden. Umgekehrt wurde gezeigt, dass
die APP-Spaltprodukte AR und AICD die Gangliosid-Homdéostase beeinflussen. In PS1/2-
defizienten Zellen wurden erhéhte Level der b-Serien-Ganglioside GD3, GD1b und GT1b
nachgewiesen, wahrend die Ganglioside GM1, GM3 und GD1a reduziert vorlagen. Die
MRNS-Level der GD3-Synthase (GD3S), dem Enzym, das die Synthese der Ganglioside der
b-Serie katalysiert, lag in APP-KO Mause ebenso wie in den Gehirnen von FAD-Patienten
erhdéht vor, was fur eine Regulation der GD3S lber die APP-Prozessierungsprodukte spricht.
Es konnte gezeigt werden, dass die GD3S-Expression Uber das APP-Spaltprodukt AICD
inhibiert wird. Zeitgleich wird die Substratverfligbarkeit der GD3S durch die Bindung von AR
an GM3 reduziert (Grimm et al., 2012). Im folgenden Experiment sollte analysiert werden, ob
umgekehrt eine Abhangigkeit der y-Sekretase-Aktivitat von der Aktivitat der GD3S besteht.

Hierzu wurden isolierte Membranen aus den Gehirnen von GD3S-KO Mausen auf ihre y-
Sekretase-Aktivitat untersucht. Es ergab sich eine signifikante Reduktion der y-Sekretase-
Aktivitat auf 76,26% (+/- 5,56%, p=0,0049) in den Gehirnmembranen der GD3S-defizienten

Mause verglichen mit denen von Wildtyp-Mausen (Abb. 89).
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LA H WT Abb. 89 Die Aktivitit der y-Sekretase in den Gehirnen von
1401 m GD3S-KO Mausen

Aus den Gehirnen von GD3S-defizienten Mausen wurden die

9 120 Membranen isoliert und auf ihre y-Sekretase-Aktivitat untersucht.
‘3@‘100- Diese wurde mit der Aktivitdt von gleichaltrigen Wildtyp-Mausen
§§ - verglichen. Die Bestimmung der y-Sekretase-Aktivitdt erfolgte
-8 89 ] fluorometrisch wie fir Abb. 81 beschrieben. Das dargestellte
§; - Balkendiagramm zeigt den statistischen Durchschnitt von 3
gg unabhéngigen Experimenten, die Signifikanz wurde mittels
g 401 ungepaartem Student’s t-Test ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001).
20

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass GD3, ein Produkt der GD3S, die
Produktion von AB erhéht, wahrend GM3, das zu den a-Serien-Gangliosiden zahlt, die AB-
Produktion reduziert. Es ergibt sich also ein negativer ,Feedback®-Mechanismus, bei dem
durch die Aktivitat der GD3S die APP-Prozessierung erhéht wird, wahrend die Produkte der
APP-Prozessierung Uber verschiedene Mechanismen zu einer Reduktion der GD3S-Aktivitat

flhren.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Prozessierung
des APPs und vor allem die Aktivitat der APP-prozessierenden Sekretasen eng mit der
Lipidhomoostase verknlpft sind. Eine Beeinflussung der Sekretase-Aktivitdten konnte fur
Lipide der verschiedensten Klassen belegt werden. Somit ist eine Veranderung der
Lipidhomoostase durch die Beeinflussung der Enzyme des Lipidstoffwechsels zum einen
oder eine gezielte Aufnahme bestimmter Lipide Uber die Nahrung zum anderen ein

vielversprechender Ansatz in der Pravention und Therapie der Alzheimer Krankheit.
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5.1 Der Einfluss von TFA auf die APP-Prozessierung

5.1.1 TFA und das Alzheimer-Risiko — Die epidemiologische Datenlage

TFA sind ungesattigte Fettsduren mit einer oder mehreren Doppelbindungen in trans-
Konformation. Sie entstehen zum einen auf natlrlichem Weg durch bakterielle Fermentation
im Magen wiederkduender Saugetiere, wodurch sie sowohl in dem Fleisch der Tiere, als
auch in Milch und Milchprodukten wie Kase, Butter oder Sahne enthalten sind. Zum anderen
werden die in cis-Konfiguration vorliegenden Fettsdureester in pflanzlichen Olen beim
Erhitzten Uber eine Temperatur von etwa 150°C in ihre trans-Form umgewandelt (Suliman,
2013). Darlberhinaus fallen sie als Nebenprodukt bei der industriellen Hartung von
pflanzlichen Olen durch Hydrierung ungeséttigter Fettsiuren an. Die so gewonnenen
geharteten oder teilweise geharteten Fette zeichnen sich durch eine geringere Anfalligkeit
gegenuber Oxidationsprozessen aus und sind so langer haltbar als die unverarbeiteten
Pflanzendle. Sie kommen deshalb in groRen Mengen in der industriellen
Nahrungsmittelverarbeitung, insbesondere bei der Herstellung von Instant- und
TiefkUhlprodukten zum Einsatz. Durch die Veranderung der Essgewohnheiten hin zum
Verzehr von Fastfood und Tiefkihlware ist die Menge an aufgenommenen TFA in den
letzten Jahrzehnten stark angestiegen (Emken, 1984). Wahrend mehrere Studien eine
positive Korrelation zwischen dem Konsum von TFA und dem Risiko flir koronare
Herzerkrankungen und Arteriosklerose fanden (Hu et al., 1997; Jakobsen et al., 2008;
Motard-Belanger et al., 2008; Stender et al., 2008; Stender et al., 1995), liegen Uber eine
Erhéhung des Alzheimer-Risikos durch TFA Aufnahme keine einheitlichen Daten vor. Laut
der Rotterdam Studie von Engelhart et al. geht der Konsum von TFA nicht mit einem
erhdhten Risiko fir Demenz-Erkrankungen einher (Engelhart et al., 2002). Im Rahmen dieser
Studie wurden Uber 5000 Personen Uber 65 Jahre, die zu Beginn der Erhebungen nicht unter
kognitiven Beeintrachtigungen litten, Uber die Dauer von 10 Jahren begleitet und in
regelmafligen Abstanden untersucht. Dabei wurde kein Zusammenhang zwischen der
Aufnahme von trans-Fetten und dem Auftreten von Alzheimer-Erkrankungen gefunden.
Allerdings gab es laut dieser Studie auch keine Korrelation zwischen dem Alzheimer-Risiko
und der hohen Aufnahme von geséattigten Fetten und Cholesterin oder der geringen
Aufnahme an mehrfach ungesattigten Omega-3 und Omega-6 Fettsduren, was von anderen
Studien bereits mehrfach beobachtet wurde (Cherubini et al., 2007; Kalmijn et al., 1997,
Kalmijn et al., 2004; Petursdottir et al., 2008). Auch andere epidemiologische Studien von
Naqvi et al. (Naqvi et al., 2011) und Okereke et al. (Okereke et al., 2012) konnten keinen

Zusammenhang zwischen der TFA Aufnahme und abnehmenden kognitiven Fahigkeiten
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finden. Dagegen stehen mehrere Studien, die Uber einen Zusammenhang zwischen dem
Auftreten kognitiver Beeintrachtigungen und der Aufnahme von TFA bei Frauen mit Diabetes
Typ 2 (Devore et al., 2009) oder bei Personen, die zusatzlich hohen Dosen von Kupfer
ausgesetzt sind (Morris et al., 2006) berichten. Morris et al. fanden das Alzheimer-Risiko bei
alteren Personen Uber 65 Jahren mit einem taglichen Verzehr von 4,8g TFA im Mittel 5,2fach
erhoht, verglichen mit einer Gruppe, bei der der Verzehr bei lediglich 1,89 pro Tag lag. Eine
mittlere Einnahme von 2,3 — 3,7g TFA pro Tag ging mit einem um 3,1 bis 4,2fach erhéhten
Risiko fur eine Alzheimer-Erkrankung einher. Bei dieser Studie wurden die relativen Risiken
an Alzheimer zu erkranken nicht nur auf allgemeine Faktoren, wie Alter, Geschlecht, Rasse,
ApoE-Status und Bildungsstatus angepasst, sondern erfolgten auch unter Einbeziehung der

anderen von den Teilnehmern aufgenommen Fetten (Morris et al., 2003).

Wahrend die epidemiologischen Studien zu diesem Thema kontroverse Ergebnisse liefern,
fehlten bisher Studien, die die Wirkung von TFA mechanistisch untersuchten, um so
Rickschlisse auf eine mogliche Erhéhung des Alzheimer-Risikos zu ziehen. Aus diesem
Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss von TFA auf die
Prozessierung des APPs untersucht. Als Modellsystem wurden zum einen die
Neuroblastomazelllinie SH-SY5Y verwendet, bei der es sich um eine Zelllinie mit neuronalem
Charakter handelt. Die Resultate wurden durch die Verwendung kortikaler Primarneuronen
von Mauseembryonen abgesichert, was die Relevanz flir neuronale Zellen unterstreicht. Als
TFA wurde die einfach ungesattigte Elaidinsdure ausgewahlt, die den Hauptteil an TFA in
industriell gefertigter Nahrung ausmacht (Kuhnt et al., 2011). Zusatzlich wurden die
Versuche mit der zweifach ungesattigten CLA durchgefiihrt, um den Effekt einer zweiten
Doppelbindung zu analysieren. Die Effekte der beiden TFA wurden in Bezug zu ihren
jeweiligen cis-lsomeren, der Olsaure und der Linolsdure, untersucht. Auf den Vergleich mit
einer entsprechenden Lésungsmittelkontrolle wurde deshalb verzichtet, weil der spezifische
Effekt der trans-Konfiguration der Doppelbindung, wie er bei der industriellen Hartung von
pflanzlichen Fetten entsteht, ermittelt werden sollte. Dieser sollte verglichen werden mit dem
Effekt der jeweiligen cis-Konformation, wie sie in den unverarbeiteten Pflanzenfetten

naturlicherweise vorliegt.

5.1.2 TFA beeinflussen die APP-Prozessierung

In der Vergangenheit wurde fir eine Reihe von verschiedenen Lipiden gezeigt, dass diese
einen Einfluss auf die Prozessierung des APPs nehmen und somit die Produktion von AB

beeinflussen kénnen. So erhdht beispielsweise Cholesterin die AB Produktion, wahrend die
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mehrfach ungesattigte Omega-3 Fettsdure DHA eine Reduktion des sezernierten APs
hervorruft (Grimm et al., 2005; Grimm et al., 2011c).

Die Inkubation mit TFA zeigte, verglichen mit der Inkubation mit den entsprechenden cis-
Isomeren, eine erhdhte AB-Sekretion in SH-SY5Y Zellen. Die Produkte des nicht
amyloidogenen Prozessierungswegs sAPPa und a-CTF waren im Gegensatz zum erhdhten
AB-Level reduziert, was auf eine Verschiebung der APP-Prozessierung von der nicht
amyloidogenen hin zur AB-produzierenden amyloidogenen Proteolyse deutet. Die Erhéhung
des sekretierten ABs war in SH-SY5Y Zellen, die mit APP695 transfiziert waren, ebenso zu
beobachten, wie in Zellen, die das C99 Konstrukt tiberexprimierten. Bei SH-SY5Y C99 ist die
Produktion des AB-Peptids lediglich vom Schnitt der y-Sekretase abhangig, wahrend in den
Zellen, die APP in der vollen Lange exprimieren, der Schnitt beider Sekretasen flur die AB-
Produktion notwendig ist (Grimm et al., 2003). Bei beiden verwendeten TFA ergab die
Inkubation auf SH-SYS5Y APP Zellen aber eine groRere Differenz in der sekretierten AB-
Menge im Vergleich zur Inkubation des cis-Isomers, als es bei der Inkubation auf SH-SY5Y
C99 der Fall war. Dies deutet auf einen kombinierten Effekt der TFA, der sowohl die y- als
auch die B-Sekretase betrifft. Daflir spricht auch die Analyse des B-CTF, das bei der
amyloidogenen Prozessierung als Produkt des Schnitts der B-Sekretase entsteht. Die
Western Blot Analyse zeigte verminderte B-CTF Level nach der Inkubation mit TFA. In Folge
einer Erhéhung des [B-Schnitts sollten diese eigentlich erhéht vorliegen, durch die
gleichzeitige Erhdhung des y-Schnitts wird das B-CTF aber direkt weiterprozessiert, was

letztlich zu reduzierten Mengen flihrt.

5.1.3 TFA reduzieren die nicht amyloidogene APP-Prozessierung

Wie die Analyse der beiden a-Sekretase Produkte sAPPa und a-CTF zeigte, verminderte die
Inkubation mit TFA die Prozessierung des APPs Uber den a-Sekretase mediierten nicht
amyloidogenen Weg. Ein Grund hierfir stellt die reduzierte Transkription des ADAM10 Gens
dar. Die Zink-Metalloprotease ADAM10 ist neben ADAM17 eine der hauptsachlich an der
APP-Prozessierung beteiligten a-Sekretasen (Buxbaum et al., 1998; Lammich et al., 1999).
Die Reduktion der Transkription von ADAM10 resultierte, wie die Western Blot Analyse
zeigte, in einem reduzierten ADAM10-Proteinlevel. Hierbei ergab sich flr die zweifach
ungesattigte CLA eine groRere Reduktion im Proteinlevel als bei der Inkubation der einfach
ungesattigten Elaidinsdure. Dies reflektiert die Ergebnisse der Analyse der APPs
Spaltprodukte. Auch hier ergaben sich gréRere Reduktionen im sAPPa und a-CTF Level

durch die Inkubation der CLA als es nach der Inkubation mit Elaidinsdure der Fall war.
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Da a- und B-Sekretase um die Prozessierung des Substrats APP konkurrieren (Harris et al.,
2009; Skovronsky et al., 2000), ist eine Inhibierung der proteolytischen Spaltung durch die o-

Sekretase ein Hinweis auf eine gleichzeitige Erhéhung des amyloidogenen Wegs.

Zusatzlich zur Beeinflussung der a-Sekretase scheint die nicht amyloidogene APP-
Prozessierung durch eine Beeintrachtigung des APP-Transportes zur Plasmamembran
inhibiert zu werden. Die FACS Analyse ergab reduzierte APP-Level an der Oberflache der
mit TFA inkubierten Zellen. Zusammen mit der Erhéhung an intrazellularem APP spricht dies
fur eine Blockierung des APP-Transports zur Plasmamembran oder eine Verstarkung der
endozytotischen Aufnahme. Unter physiologischen Bedingungen durchlauft APP wahrend
seiner Maturierung den Kkonstitutiven sekretorischen Weg. Wahrenddessen wird es
posttranslationalen Modifikationen wie O- und N-Glykosylierungen, Phosphorylierungen oder
Sulfatierungen unterzogen (Hung and Selkoe, 1994; Oltersdorf et al., 1990; Selkoe et al.,
1996; Weidemann et al., 1989). Das APP erreicht schliellich die Zelloberflache von wo aus
es internalisiert wird und im endosomalen Kompartiment und dem trans-Golgi-Netzwerk dem
Schnitt durch BACE1 unterliegt (Cook et al., 1997; Hartmann et al., 1997; Vetrivel and
Thinakaran, 2006). Dagegen findet die a-Sekretase mediierte APP-Proteolyse an der
Zelloberflache statt (Ikezu et al., 1998; Parvathy et al., 1999; Sisodia, 1992). Reduzierte
APP-Level an der Zelloberflache kdénnten also grundsatzlich Uber mindestens drei
verschiedene Mechanismen zustande kommen. Zum einen konnte APP, sobald es die
Zelloberflache erreicht hat, der proteolytischen Spaltung durch die a-Sekretase unterliegen.
Davon ist in diesem Fall nicht auszugehen, da sich nach der Inkubation mit TFA gezeigt hat,
dass die nicht amyloidogene APP-Prozessierung durch eine Reduktion der ADAM10-
Transkription reduziert war. Des Weiteren ware die Akkumulation des intrazellularen APPs
Uber diesen Mechanismus nicht zu erklaren. Als zweite Moglichkeit kénnte eine
Beeintrachtigung schon bei der Reifung des APPs und seinem Transport zur
Plasmamembran durch die Inkubation mit TFA vorliegen. In diesem Fall kdme es zur
intrazellularen Akkumulation des APP, wie sie nach der Inkubation mit TFA beobachtet
wurde. Der dritte potentielle Mechanismus ist die verstarkte Internalisierung von APP in die
Endosomen. Ein solcher Effekt auf die APP Lokalisation wurde fir Cholesterin bereits
beschrieben. Malnar et al. zeigten, dass in Nieman-Pick Zellen (NPC), in denen es zur
Akkumulation von Cholesterin kommt, die Internalisierung von APP erhéht ist, was mit einer
Erhdéhung des [(-Schnitts in den Endosomen und damit einer verstarkten AB-Produktion
einhergeht (Malnar et al., 2012). Da im Falle einer Inkubation mit TFA die Produktion von AB-
Peptiden erhoht war, ware dieser Mechanismus auch hier denkbar. Weitere Analysen
mussen zeigen, ob TFA Uber eine Anreicherung des APP in den Endosomen zur verstarkten

proteolytischen Spaltung durch BACE1 flihren.
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5.1.4 TFA erhohen die amyloidogene APP-Prozessierung liber einen multifaktoriellen

Mechanismus

Im Gegensatz zur denen der nicht amyloidogenen Prozessierung ergab die Analyse der
Produkte, die Uber den amyloidogenen Weg entstehen, mit Ausnahme des B-CTFs, eine
deutliche Erhdhung. Beim amyloidogenen Prozessierungsweg wird APP zunadchst durch die
B-Sekretase geschnitten, wodurch das sekretorische sAPPB und das membranstandige [3-
CTF entstehen. Der nachfolgende y-Schnitt des B-CTFs im Inneren der Membran fuhrt zur

Freisetzung des AB-Peptids.

Die RT-PCR Analyse der beiden beteiligten Sekretasen ergab, dass sowohl die Expression
von BACE1, das als B-Sekretase bei der APP-Prozessierung identifiziert wurde, als auch der
Komponenten des y-Sekretase Komplexes PS1, PS2, Nicastrin APH1a, APH1b und PEN2
durch die Inkubation mit TFA erhoht ist. In Ubereinstimmung damit zeigte die Western Blot
Analyse eine Erhéhung des Protein-Levels von BACE1, auch wenn diese im Falle von
Elaidinsaure nicht signifikant war. Nach einer Studie von von Rotz et al. wird die
Transkription von BACE1 Uber die intrazellulare APP Domane AICD erhdht (von Rotz et al.,
2004). AICD entsteht ebenfalls durch den y-Schnitt bei der nicht amyloidogenen APP-
Prozessierung, jedoch scheint das auf diesem Weg entstandene AICD nicht transkriptionell
aktiv zu sein (Flammang et al., 2012). In der gleichen Studie konnte ebenfalls eine
gesteigerte Expression von APP selbst durch die transkriptionelle Regulation tber AICD
gezeigt werden (von Rotz et al., 2004). Auch nach der Inkubation mit TFA war die
Transkription von BACE1 und APP erhéht. Dies kénnte also ein Resultat der Aktivierung der
amyloidogenen Prozessierung durch die Inkubation mit TFA sein. Auf diese Weise entstiinde
ein circulus vitiosus, bei dem die amyloidogene APP-Prozessierung zu einer Erhdhung der
Expression der an ihr beteiligten Sekretase zum einen, und zum anderen zur vermehrten
Produktion ihres eigenen Vorlaufers fuhrt, was wiederum in einer Steigerung der

amyloidogenen Prozessierung resultiert.

Die Bestimmung der Aktivitaten der B- und y-Sekretase aus isolierten Membranen zuvor
inkubierter SH-SY5Y Zellen oder kortikaler Mausneurone ergaben erhdhte Aktivitaten beider
Sekretasen nach der Inkubation mit Elaidinsdure oder CLA. Dies ist nicht nur auf die erhéhte
Expression von BACE1 sowie der y-Sekretase Komponenten zurtickzufiihren, sondern auch
auf einen direkten Effekt auf die Aktivitat der beiden Sekretasen, wie die Inkubation auf PNFs
zeigte. Wurden TFA auf PNFs inkubiert, die zuvor aus SH-SYS5Y Zellen oder aus den post
mortem Gehirnen von Mausen isoliert wurden, zeigte sich ebenfalls eine deutliche Erhéhung
der Aktivitat sowohl der y- als auch der p-Sekretase. Die PNFs enthalten die
Plasmamembran der Zellen, sowie Membranen von Zellorganellen mit den

membranassoziierten Sekretasen. In diesem System werden Effekte durch veranderte
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Transkription, Proteinstabilitdt oder subzellulare Lokalisation der Sekretasen oder des
Substrates nicht detektiert, weshalb die ermittelten Effekte ausschlieRlich auf direkte Effekte
der TFA auf die Enzym-Aktivitat der Sekretasen zurtickzufihren sind. Der direkte Effekt der
TFA auf die Aktivitdt der y-Sekretase wird durch eine aktuelle Studie von Holmes et al.
bestatigt. Die Autoren wiesen in einem zellfreien System bestehend aus isolierten humanen
y-Sekretase-Komplexen in Vesikeln mit definierter Lipidzusammensetzung eine Erhdhung
der y-Sekretase-Aktivitdt mit zunehmender Erhdhung des trans/cis-Verhaltnisses nach
(Holmes et al., 2012).

Effekte von TFA auf die Aktivitdt verschiedener anderer Enzyme wurden bereits in der
Vergangenheit beschrieben. Larqué et al. zeigten eine reduzierte Aktivitdt der Delta-6-
Desaturase und der Glukose-6-Phosphatase in den Mikrosomen der Leber bei mit TFA
gefutterten Mausen (Larque et al, 2003). Die Enzyme UDP-Glucuronyltransferase und
Anilin-Hydroxylase wurden durch eine TFA-reiche Diat bei Ratten in ihrer Aktivitat gesteigert.
Interessanterweise handelt es sich bei diesen Enzymen wie bei den APP prozessierenden
Sekretasen um membranassoziierte Enzyme (Morgado et al., 1998). In einer Zellkultur-
Studie von Engelhard et al. konnte gezeigt werden, dass die Supplementierung von intakten
Plasmamembranen von Mausfibroblasten mit TFA die Aktivitdit des membrangebundenen
Enzyms Adenylat-Zyklase beeinflusst. Dieser Effekt war nicht mehr zu beobachten, wurde
das Enzym durch den Einsatz von Detergenzien solubilisiert und somit aus seiner
Lipidumgebung gelést. Dies verdeutlicht die Abhangigkeit membrangebundener Enzyme von

der Lipidzusammensetzung der sie umgebenden Membranen (Engelhard et al., 1976).

Eine wichtige Eigenschaft biologischer Membranen ist ihre Fluiditat. Sie beeinflusst die
laterale Diffusion membrangebundener Proteine und bestimmt somit den Grad der
Wechselwirkung der Proteine zueinander. Die Membranfluiditat ist neben der Temperatur
abhangig von der Lipidkomposition. So beeinflusst sowohl die Kohlenwasserstoff-
Kettenlange der Membranlipide als auch ihr Sattigungsgrad die Fluiditat der Membran
(Calder et al., 1994; Yang et al., 2011; Zavodnik et al., 1997). Diaten, die reich an mehrfach
ungesattigten Fettsduren sind, kénnen die Fluiditdt der Membranen verschiedener Zelltypen
erhdhen, besonders fir die Omega-3 Fettsaure DHA wurde dieser Effekt mehrfach postuliert
(Fukaya et al., 2007; Horrocks and Farooqui, 2004; McLauren Dorrance et al., 2000).
Cholesterin und ebenso gesattigte Fettsduren reduzieren hingegen die Membranfluiditat
(Colell et al., 2003; Gleason et al., 1991; Rog et al., 2008; Zavodnik et al., 1997), was durch
die zusatzliche Gabe von DHA verhindert werden kann (Hashimoto et al., 2006). Weiterhin
hangt die Membranfluiditat von dem Verhaltnis von trans- zu cis-Fettsauren ab (Kitagawa et
al., 1990; Loffhagen et al., 2004). So reduziert die Fltterung von Ratten mit TFA die

Membranfluiditat ihrer Adipozyten (Ibrahim et al., 2005), wahrend die in vitro Inkubation
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boviner Blutzellen mit cis-Fettsduren zu einer erhdhten Fluiditdt der Plasmamembranen
fuhrte (Kitagawa et al., 1990). Roach et al. testeten Lipid-Mono- und Bilayer bestehend aus
Phosphatidylcholinen (PCs), die entweder gesattigte Fettsduren oder zwei bzw. vier
Doppelbindungen in cis- oder trans-Konformation trugen auf ihre Ubergangstemperatur
(engl.: transition temperatur). Die Ubergangstemperatur gibt die Temperatur an, unterhalb
der eine Membran sich vom fluiden Zustand in einen ,Gel-artigen® Zustand mit stark
eingeschrankter Beweglichkeit der Membranlipide begibt. Die Untersuchung ergab, dass die
Ubergangstemperaturen der Membranen mit TFA enthaltenden PCs eine um 25-30°C
hohere Ubergangstemperatur aufwiesen, als Membranen mit den korrespondierenden cis-
Isomeren. Nach weiteren Untersuchungen der physikalischen Membraneigenschaften wie
Permeabilitat und Moleklldynamik schlossen die Autoren, dass TFA in Lipidmembranen
naher an den Eigenschaften gesattigter Fettsduren, als an denen ihrer cis-lsomere sind
(Roach et al., 2004). Nach Auffassung von Soni et al. ist dies in der starkeren ,Knickung“ der
Kohlenwasserstoffkette durch eine Doppelbindung in cis-Konformation begriindet. Die trans-
Stellung der Doppelbindung erlaubt demnach durch ihre eher lineare Ausrichtung ein
dichteres Packen der Lipide in der Membran, was zu einer verringerten Fluiditat fihrt (Soni et
al., 2009).

Wie bereits erwahnt, sind alle an der APP-Prozessierung beteiligten Sekretasen
Membranproteine, weshalb sie einer Beeinflussung durch die Membranfluiditat unterliegen.
Deshalb kann die Manipulation der Lipidkomposition der Membran Einfluss auf die
proteolytische Spaltung des APPs nehmen. So geht eine Erhéhung der Membranfluiditat mit
einer gesteigerten nicht amyloidogenen Prozessierung des APPs durch die a-Sekretase
einher (Kojro et al., 2001). Die beobachtete Verschiebung von nicht amyloidogener hin zu
amyloidogener APP-Prozessierung nach der Inkubation von Elaidinsdure oder CLA ist also
maoglicherweise eine Konsequenz der Reduktion der Membranfluiditat durch den Einbau der
TFA. Diese These wird gestutzt durch die Tatsache, dass mehrfach gezeigt wurde, dass die
Aufnahme bzw. der Einbau von TFA in die Membran direkt die TFA-Level der jeweiligen
Diaten wiederspiegelt (Larque et al., 2003; Morgado et al., 1998; Selenskas et al., 1984). Die
Anreicherung von mehrfach ungesattigten Fettsduren wie DHA in Zellmembranen erhdht
dagegen die Membranfluiditat und damit die Prozessierung des APPs durch die a-Sekretase
(Yang et al., 2011). Interessanterweise zeigte eine Futterungsstudie von Phivilay et al., bei
der dreifach transgene Alzheimer-Modellmduse mit TFA geflttert wurden, dass in den
Gehirnen der Mause der Gehalt an DHA signifikant abnahm (Phivilay et al., 2009), was zu
einer Abnahme der Membranfluiditdt und dementsprechend zu einer gesteigerten
amyloidogenen Prozessierung des APPs flihren misste. Allerdings wurden im Rahmen

dieser Studie keine Veranderungen der AB-Ablagerungen detektiert (Phivilay et al., 2009).
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An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass TFA weniger reaktiv sind und somit der Zelle
weniger Schutz vor Oxidation bieten als ihre cis-Isomere (Sargis and Subbaiah, 2003). In
post mortem Gehirnen von Alzheimer-Patienten wurden das Auftreten reaktiver
Sauerstoffspezies und eine vermehrte Lipidperoxidation gefunden (Grimm et al., 2011d).
Weiterhin wurde festgestellt, dass oxidativer Stress die Expression von PS1 und BACE1
ebenso erhoht, wie die Aktivitat der y- und B-Sekretase (Borghi et al., 2007; Tamagno et al.,
2008). Eine aktuelle Studie von Tan et al. zeigt eine Abhangigkeit der AB-Produktion von
oxidativem Stress. Es wurde gezeigt, dass geringer oxidativer Stress, der nicht mit einer
Beeintrachtigung der Zellviabilitdt einhergeht, zu einer vermehrten Lokalisation des BACE1
Proteins in den Endosomen und im trans-Golgi-Netzwerk und damit zu einer Erhdéhung der
amyloidogenen APP-Prozessierung fihrt (Tan et al., 2013). Gwon et al. zeigten, dass durch
4-Hydroxynonenal (HNE), das in Folge von Lipidperoxidation durch reaktive
Sauerstoffspezies entsteht, die y-Sekretase-Aktivitat erhdht und gleichzeitig die y-Sekretase-
Komponente Nicastrin so verandert wird, dass sie die Substrat-Bindung der y-Sekretase an
C99 verstarkt. Die Autoren zeigten eine Erhéhung der AB42-Level durch HNE sowohl in
Zellkulturversuchen, als auch in einem dreifach transgenen Alzheimer-Mausmodell (Gwon et
al., 2012). Die Einlagerung von TFA in Membran-Phospholipide und der damit verbundene
oxidative Stress kénnten somit potentiell zu einer Manifestation des Krankheitsbildes der

Alzheimer Krankheit beitragen oder dieses verstarken.

5.1.5 TFA erhohen die Aggregation von AB-Peptiden

Zusatzlich zu der Verstarkung der amyloidogenen APP-Prozessierung durch TFA und der
damit verbundenen Erhdhung der AB-Produktion, bewirken diese, zumindest in in vitro
Versuchen, eine verstarkte Aggregation dieser Peptide, wie durch die Analyse mittels
Elektronenmikroskop und Thioflavin T-Assay gezeigt wurde. AB-Peptide, insbesondere das
hydrophobe AB42, neigen dazu, Aggregate zu bilden (Bernstein et al., 2005). Dies geschieht
in einem mehrstufigen Prozess: Wenige monomere AB-Peptide bilden zunachst kleinere
I6sliche Oligomere, die sich zu gréRReren Protofibrillen zusammenlagern. Diese bestehen aus
mehr als 20 AB-Molekilen und weisen bereits die p-Faltblattstruktur auf. Schlief3lich formen
sich die unldslichen AB-Fibrillen (Caughey and Lansbury, 2003; Chiti and Dobson, 2006;
Haass and Selkoe, 2007; Hardy and Selkoe, 2002). Diese bilden in der Folge den
Hauptbestandteil der senilen Plaques in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten (Masters et
al., 1985).

Die Aggregation der AB-Peptide hangt von mehreren Faktoren wie zum Beispiel der

Interaktion mit Metallionen oder Membranstrukturen und der Primarstruktur der Ap-
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Monomere ab (Lau et al., 2006; Verdier et al., 2004; Waschuk et al., 2001). Wahrend das
urspringliche AB-Peptid als Teil der transmembranen a-Helix des APPs vorliegt (Askarova et
al., 2011), bestehen die toxischen Aggregate aus AR in B-Faltblattkonformation (Song et al.,
2009). Der Ubergang von der a-helikalen in die B-Faltblattstruktur stellt wahrscheinlich den
entscheidenden Schritt bei der Formation toxischer AB-Oligomere dar (Song et al., 2009).
Dieser Schritt scheint von der Zusammensetzung der Membran beeinflusst zu werden. So
bewirkt eine Anderung in der Membranstruktur und damit eine Anderung in ihren
physikalischen Eigenschaften die vermehrte Umwandlung von AB-Peptiden in ihre (-
Faltblattstruktur (Mandal et al., 2004; Mandal and Pettegrew, 2004). Auch die Inkorporation
von TFA in die Phospholipide einer Membran hat, wie oben beschrieben, eine Veranderung
deren physikalischer Eigenschaften zur Folge. Dies ist méglicherweise der Grund fir das

veranderte Aggregationsverhalten der AB-Peptide durch die Anwesenheit von TFA.

In diesem Zusammenhang sollte erwdhnt werden, dass A selbst die
Membraneigenschaften verandern kann. Oligomere aus AP40-Peptiden reduzieren einer
Studie von Peters et al. zufolge die Membranfluiditdt, wodurch die amyloidogene APP-
Prozessierung stimuliert wird (Peters et al., 2009). Auch fur AB42 wurde dieser Effekt gezeigt
(Eckert et al.,, 2010; Kremer et al., 2000; Waschuk et al., 2001). So kénnte neben der
Reduktion der Membranfluiditdt durch die Inkorporation der TFA selbst, auch durch die
gesteigerte AB-Produktion und Aggregation durch frans-Fette die Fluiditdt der Membran
weiter abnehmen. Dies wiederum fiihrt zu einer Erhéhung der amyloidogenen Prozessierung

und damit der AB-Produktion, wodurch sich ein sich selbst verstarkendes System einstellt.

5.1.6 TFA und die Alzheimer Krankheit — Ein Fazit

Die vorliegende Studie hat deutlich gezeigt, dass TFA die Proteolyse des APPs von der nicht
amyloidogenen hin zur amyloidogenen Prozessierung verschieben. Dies geschieht durch
das Zusammenwirken verschiedener Faktoren: Die nicht amyloidogene APP-Proteolyse wird
zum einen durch die Reduktion der Transkription der a-Sekretase ADAM10 und zum
anderen durch den veranderten Transport ihres Substrates APP gehemmt. Gleichzeitig wird
der amyloidogene Abbau des APPs durch die erhéhte Transkription der - und y-Sekretase
und einer zusatzlichen Aktivierung dieser Sekretasen geférdert. Dadurch steigt die Menge an

AB-Peptiden, die unter der Einwirkung von TFA zudem schneller aggregieren.
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Abb. 90 Ubersicht der Effekte von TFA auf die APP-Prozessierung

(Abb. modifiziert nach Grimm et al., 2012)

TFA beeinflussen die APP-Prozessierung uber einen multifaktoriellen Mechanismus. Zum einen
werden die Aktivititen sowie die Proteinlevel der (- und y-Sekretase erhoht und somit der
amyloidogene Prozessierungsweg verstarkt, zum anderen wird die nicht amyloidogene Prozessierung
Uber eine Verminderung der ADAM10-Expression gehemmt. Die intrazelluldre Lokalisation des APPs
fuhrt zudem zu einer bevorzugten Prozessierung auf dem amyloidogenen Weg. All dies bedingt eine
verstarkte Produktion von AB-Peptiden, die zudem durch den Einfluss von TFA vermehrt aggregieren.

Obwohl die einzelnen Effekte, die durch die Inkubation von TFA hervorgerufen werden,
verhaltnismafig klein erscheinen, so wirken sie doch alle synergistisch und resultieren in
einer Verstarkung der AB-Produktion, was den Konsum von TFA zu einem potentiellen

Risikofaktor fur die Manifestation einer Alzheimer-Erkrankung macht.

Nach einer Studie von Laryea et al, die die Lipidzusammensetzung der
Erythrozytenmembran von Kindern untersuchte, akkumulieren TFA im Gegensatz zu
Fettsduren mit Doppelbindungen in cis-Konformation Uber die Zeit im Koérper, was das Risiko

zusatzlich amplifizieren kénnte (Laryea et al., 1990).

Fraglich bleibt, wieso die epidemiologischen Studien zu diesem Themenkomplex bisher sehr
widersprichliche Daten hervorbrachten. Eine mdgliche Ursache hierfur kdnnte im Design der
Studien an sich liegen. Diese Studien beobachten Uber festgelegte Zeitrdume, in der Regel
Uber mehr als 3 Jahre, die Erndhrungsgewohnheiten ihrer Probanden und ermitteln in der

Folgezeit die Anzahl derjenigen, die eine Alzheimer-Erkrankung entwickeln oder generell
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eine Abnahme der kognitiven Fahigkeiten zeigen. Bei der benétigten moglichst hohen Anzahl
an Probanden sowie dem langen Erfassungszeitraum ist die Kontrolle der aufgenommen
Nahrung nur Uber sogenannte Food Frequency Questionairs (FFQ) mdglich. Bei dieser Art
von Datenerhebung wird von den Probanden selbst die Verzehrhaufigkeit sowie die in der
Regel aufgenommene Menge eines bestimmten Nahrungsmittels in einem Fragenkatalog
angegeben. Dies setzt zum einen die ehrliche Beantwortung der Fragen durch den
Teilnehmer voraus. Zum anderen werden die Angaben auch vom Erinnerungsvermdgen der
Probanden und ihrer Fahigkeit die aufgenommenen Mengen realistisch einschatzen zu
kdénnen, beeinflusst (Bowman et al., 2011). Gerade bei alteren Menschen mit kognitiver
Beeintrachtigung sind die letzteren Punkte zur Diskussion zu stellen. Weiterhin wird bei
dieser Analysemethode die von Mensch zu Mensch unterschiedliche Absorption der
Inhaltsstoffe der konsumierten Lebensmittel nicht berticksichtigt (Bowman et al., 2012). Bei
den vergangenen Studien wurde zudem in der Regel die Ernahrung alterer Menschen
analysiert. Im Falle von Cholesterin konnte aber gezeigt werden, dass hohe
Cholesterinspiegel im mittleren Lebensabschnitt das Risiko im Alter an der Alzheimer

Krankeit zu erkranken, erhéhen (Kivipelto et al., 2002).

Eine neue Herangehensweise wurde kirzlich von Bowman et al. veroffentlicht. Die Autoren
analysierten die Ernahrungsgewohnheiten tber Biomarker im Plasma der Studienteilnehmer
und korrelierten sie mit den kognitiven Fahigkeiten und dem tber Magnetresonanztomografie
ermittelten Gehirnvolumen. Diese Studie zeigte eine deutliche Abnahme der kognitiven
Fahigkeiten, die mit einer Abnahme im Gehirnvolumen einherging, bei jenen Teilnehmern,
bei denen hohe Konzentrationen an TFA im Plasma gemessen wurden (Bowman et al.,
2012). In einer Fltterungsstudie von Collison et al. zeigten Mause, die eine TFA-reiche Diat
zusammen mit Mononatriumglutamat erhielten, deutlich schlechtere Ergebnisse im ,Morris
Water Maze“-Test, der das Lernverhalten von Labortieren dokumentiert (Collison et al.,
2010). Dies ist vor allem im Hinblick auf die Verwendung des Geschmacksverstarkers
Mononatriumglutamat bei vielen Fertig- und Fastfoodgerichten bedenklich, da ebendort auch

hohe Konzentrationen an TFA anfallen.

Diese Daten zusammen mit der vorliegenden Zellkulturstudie sprechen deutlich fir eine
Zunahme des relativen Alzheimer-Risikos durch den Konsum von TFA. Im Hinblick auf die
ohnehin bekannte Erhéhung des Risikos flr koronare Herzerkrankungen und Arteriosklerose
sollte daher Uber eine Einfiihrung einer Beschrankung der Konzentrationen von TFA in
Lebensmitteln nachgedacht werden, wie es sie bereits seit 2003 in Danemark gibt.
Zumindest eine Kennzeichnung der Lebensmittel, die TFA enthalten, ware vorteilhaft. Beides
ist bisher in Deutschland nicht der Fall, obwohl an dieser Stelle erwahnt werden soll, dass

eine Studie von Kuhnt et al., die zwischen 2007 und 2009 Lebensmittel aus deutschen
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Supermarkten sowie Fastfood-Ketten auf ihren Gehalt an frans-Fetten untersuchten, ergab,
dass in vielen Lebensmitteln bereits eine Reduktion der TFA verglichen mit friheren

Analysen festgestellt werden konnte (Kuhnt et al., 2011).

5.1.7 Ausblick

Nachdem die vorliegende Studie eine Erhdéhung der amyloidogenen APP-Prozessierung
durch TFA zeigt, sollten weiterflihrende Experimente auf eine Aufklarung der subzellularen
Lokalisation der Sekretasen und ihrem Substrat APP nach der Inkubation von TFA abzielen.
Andert sich die Verteilung der Sekretasen in den zellularen Kompartimenten oder wird die
APP-Prozessierung mdglicherweise durch die Steigerung der Kolokalisation des Substrats
APP und der B- oder y-Sekretase, beispielsweise in den Endosomen oder den Lipid Rafts,
erhoht? Weiterhin sollte analysiert werden, ob die TFA gleichmaRig in die Zellmembranen
inkorporieren oder ob diese bevorzugt in den Lipid Raft-Strukturen akkumulieren, wie es

bereits fiir Cholesterin beschrieben wurde?

Eine Analyse der TFA-Konzentrationen in post mortem Gehirnen von Alzheimer-Patienten im
Vergleich zu der in den Gehirnen einer gesunden Kontrollgruppe kdénnte weitere Hinweise

auf die Beteiligung von TFA an der Alzheimer-Pathologie liefern.

Offen ist zudem die Frage, ob generell alle TFA das Potential aufweisen, die APP-
Prozessierung zu beeinflussen, oder ob dies nur fir einige TFA gilt. Dies erscheint vor allem
im Hinblick auf die Unterscheidung zwischen den industriell entstehenden und den
natirlicherweise vorkommenden TFA notwendig. Wahrend die von uns untersuchte
Elaidinsdure den Hauptanteil der TFA in industriell verarbeiteten Produkten ausmacht,
kommt in Milchprodukten Uberwiegend Vaccensaure, eine weitere einfach ungesattigte TFA
vor. Diese tragt die Doppelbindung in trans-Konformation an C11 (frans11) und stellt somit
ein Positionsisomer der Elaidinsaure (frans9) dar (Craig-Schmidt, 2006; Field et al., 2009;
Kuhnt et al., 2011). Weitere Analysen muissen zeigen, ob auch diese TFA einen
vergleichbaren Effekt auf die APP-Prozessierung zeigt. Dies scheint vor allem vor dem
Hintergrund einiger Studien sinnvoll, nach denen es, im Gegensatz zu anderen TFA, keinen
Zusammenhang zwischen der Aufnahme von trans-Vaccensaure und koronaren Herz-
Kreislauferkrankungen gibt (Field et al., 2009; Jakobsen et al., 2008; Motard-Belanger et al.,
2008; Stender et al., 2008).
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5.2 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die APP-Prozessierung

5.2.1 Plasmalogene bei der Alzheimer Krankheit

In der Vergangenheit konnten mehrere unabhangige Studien reduzierte PE-PL-Level in den
post mortem Gehirnen von Alzheimer-Patienten feststellen (Farooqui et al., 1995; Ginsberg
et al., 1995; Grimm et al., 2011a; Grimm et al., 2011d; Guan et al., 1999; Wells et al., 1995).
PE-PL sind ein Hauptbestandteil neuronaler Membranen und machen dort einen Anteil von
90mol% aller PE-Spezies und etwa 30mol% des gesamten Phospholipidgehalts aus (Han et
al., 2001; Horrocks and Sharma, 1982). Im menschlichen Gehirn sind 60mol% aller PE-
Spezies in der grauen bzw. 90mol% in der weillen Substanz PE-Plasmalogene (Han, 2010).
Han et al. zeigten per massenspektrometrischer Shotgun-Analyse eine Abnahme des PE-
PL-Gehaltes in der grauen Substanz von 15mol% im frihen Stadium einer Alzheimer-
Erkrankung, die sich im fortgeschrittenen Stadium sogar auf 30mol% steigerte. In der weillen
Substanz konnten die Autoren PE-PL Reduktionen von bis zu 40mol% verzeichnen (Han,
2010). Zudem fand die gleiche Gruppe bereits in einer friheren Studie Abnahmen von bis zu
10mol% des Gesamt-PL-Gehaltes in den Gehirnen von zwei verschiedenen transgenen
Alzheimer-Modellmausen (APPV717F und APPswe) (Han et al., 2001).

Durch die Analyse von 37 post mortem Gehirnproben von Alzheimer-Patienten verglichen
mit denen von 21 nicht von Alzheimer betroffenen Kontrollpersonen, konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ebenfalls eine tendenzielle Abnahme der PE-PLs gezeigt werden, die
Reduktion der einzelnen PE-PL Spezies erreichten aber keine Signifikanzen. Wesentlich
starker geandert waren unserer Analyse zufolge die PC-PLs, darunter besonders PC-PL
18:1, das auf ca. 50% reduziert war. Dies spricht fir eine Beteiligung der PC-PLs bei der
Alzheimer-Pathologie, auch wenn sie verglichen mit den PE-PLs in neuronalen Membranen

in geringerem Mal3e zu finden sind (Farooqui and Horrocks, 2001b; Miyazawa et al., 2006).

Ein entscheidender Faktor bei der Alzheimer-Pathologie kommt der Produktion der AB-
Peptide zu, die in ihrer aggregierten Form den Hauptbestandteil der senilen Plaques in den
Gehirnen der Betroffenen bilden. Diese Peptide entstehen durch sequenzielle proteolytische
Spaltung des APPs durch die B- und darauffolgend durch die y-Sekretase. Durch ihr hohes
Vorkommen in neuronalen Membranen konnte eine Veranderung des PL-Gehalts die
physikalischen und chemischen Eigenschaften einer Membran beeinflussen. Dies kann, wie
schon im vorhergehenden Kapitel beschrieben, mit einer Beeinflussung der Sekretasen
einhergehen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss von PC-PL und

PE-PL auf die Aktivitaten der Sekretasen und damit auf die APP-Prozessierung untersucht.
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5.2.2 Der Einfluss von Plasmalogenen auf die Sekretasen der APP-Prozessierung

Um einen mdoglichen Einfluss der Plasmalogene auf die Sekretasen und somit letztlich auf
die Produktion der neurotoxischen AB-Peptide zu untersuchen, wurden PC-PL 18:1 und PC-
PL 20:4 auf der neuronalen Zelllinie SH-SY5Y wt inkubiert. Da der spezifische Effekt der
Vinyletherbindung der Plasmalogene analysiert werden sollte, dienten die
korrespondierenden Phospholipide PC 18:1 sowie PC 20:4, die anstelle des Vinylether- eine

Esterbindung tragen, als Kontrollen.

Die Analyse der Gen-Expression der p-Sekretase BACE1 und der Komponenten des y-
Sekretase-Komplexes PS1, PS2, APH1a, APH1b, Nicastrin und PEN2 ergab keine
signifikanten Anderungen durch die Inkubation mit Plasmalogenen. Analog dazu zeigte die
Uberpriifung der Proteinlevel von BACE1 und PS1, das als katalytisches Zentrum
stellevertretend fur die Komponenten des y-Sekretase-Komplexes ausgewahlt wurde, keine

Veranderung durch die Inkubation mit Plasmalogenen.

Auf die Aktivitat der B-Sekretase in SH-SY5Y wt Zellen war nach der Inkubation von PC-PL
18:1 kein Effekt detektierbar, PC-PL 20:4 reduzierte die [B-Sekretase-Aktivitat nur
geringfligig, wenn auch signifikant. Inkubierte man Membranen, die zuvor aus SH-SY5Y
Zellen isoliert wurden, mit Plasmalogenen, so ergab sich eine minimale signifikante
Reduktion der [B-Sekretase nach der Inkubation mit PC-PL 18:1, flr alle anderen
verwendeten Plasmalogene zeigten sich keine signifikanten Effekte. Auch nach der
Inkubation der Plasmalogene auf den Membranen aus den Gehirnen von Mausen waren

keine signifikanten Effekte auf die B-Sekretase-Aktivitat messbar.

Ein anderes Bild ergab sich dagegen bei der Messung der y-Sekretase. Nach der Inkubation
von SH-SY5Y wt Zellen mit Plasmalogenen war die Aktivitat der y-Sekretase signifikant
reduziert. Da die y-Sekretase den letzten Schritt der APP-Proteolyse unter der Freisetzung
von AB und AICD katalysiert, reicht eine Reduktion der y-Sekretase aus, um die Produktion
der neurotoxischen AB-Peptide zu verringern, auch wenn die Aktivitdt der B-Sekretase
unverandert ist. Da weder auf die Gen-Expression, noch auf die Proteinlevel der Sekretasen
ein Effekt durch die Inkubation mit Plasmalogenen zu detektieren war, handelt es sich hierbei
um eine direkte Beeinflussung der y-Sekretase-Aktivitdt durch die Plasmalogene. Dies
konnte durch die in vitro Inkubation von aus SH-SY5Y Zellen oder Mausegehirnen isolierten
Membranen bestatigt werden. Bei dieser Art von Inkubation werden nur direkte Effekte auf
die Aktivitat der Sekretase detektiert, die durch die Veranderung der Membraneigenschaften
oder eine direkte Interaktion des Lipids mit dem Enzym bedingt sind. Indirekte Effekte, wie
eine Veranderung der Gen-Expression, der Proteinstabilitdt oder der subzellularen

Lokalisation werden bei dieser Inkubation, die keine intakten Zellen, sondern nur die
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Membranen mit den dort lokalisierten Enzymen enthalt, nicht erfasst. Alle verwendeten
Plasmalogene reduzierten in vitro die Aktivitdt der y-Sekretase deutlich. Die Effektstarke
nahm dabei bei den PC-PL-Spezies mit zunehmender Kettenlange und mit zunehmender
Anzahl an Doppelbindungen zu. So ergab sich nach der Inkubation mit PC-PL 22:6 der
starkste Effekt auf die y-Sekretase in aufgereinigten Membranen aus SH-SY5Y Zellen. Dies
scheint im Hinblick auf eine frihere Studie interessant, die einen inhibierenden Effekt der
freien Fettsaure 22:6 (DHA) auf die y-Sekretase zeigte (Grimm et al., 2011c). Die Inkubation
mit PE-PL 22:6 hingegen zeigte einen schwacheren Effekt auf die y-Sekretase, als alle PC-
PL-Spezies. Dies, zusammen mit der Tatsache, dass die PC-PLs in den Gehirnen von
Alzheimer-Patienten starker gedndert waren als die PE-PLs, spricht fur eine groRere
Relevanz der PC-PLs in der Alzheimer-Pathologie. Der Effekt des Vinylethers auf die
Aktivitat der y-Sekretase scheint also zum einen durch die Sattigung und zum anderen durch

die Kopfgruppe des Lipids moduliert zu werden.

Neben der amyloidogenen APP-Prozessierung Uber die 3-Sekretase, kann APP (ber einen
zweiten Weg gespalten werden. Bei der nicht amyloidogenen Prozessierung, die von der a-
Sekretase initiiert wird, kommt es nicht zur Freisetzung von AB. Nach der Inkubation mit
Plasmalogenen waren die Gen-Expression und das Proteinlevel von ADAM17 nicht
verandert. ADAM17 wurde neben ADAM10 als eine der hauptsachlich an der APP-
Prozessierung beteiligten a-Sekretasen beschrieben (Buxbaum et al., 1998). Da ein
indirekter Effekt der Plasmalogene auf die a-Sekretase deshalb unwahrscheinlich schien,
wurden in der Folge lediglich in vitro Inkubationen auf isolierten Membranen analysiert. Im
Gegensatz zur y-Sekretase, war die Aktivitdt der a-Sekretase erhéht, wenn auch nur fir
einzelne PL-Spezies. In isolierten Membanen aus SH-SY5Y Zellen zeigte nur die Inkubation
mit PC-PL 20:4 und PE-PL 22:6 einen signifikanten Anstieg der a-Sekretase-Aktivitat. Dies
deutet auf einen Einfluss der Kopfgruppe bzw. der Fettsdure der Phospholipide, die den
Effekt der Vinyletherbindung der Plasmalogene auf die Aktivitdt der a-Sekretase zu
modulieren scheinen. In den Membranen der Mausgehirne war die a-Sekretase durch alle
verwendeten Plasmalogene nicht signifikant verandert, wenn die Aktivitdten auch tendenziell
einen Anstieg zeigten. Nun sind mehrere verschiedene Metalloproteasen der ADAM-Familie
an der proteolytischen Spaltung des APPs beteiligt (Blacker et al., 2002; Buxbaum et al.,
1998; Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999), und diese werden in verschiedenen
Geweben und damit auch in verschiedenen Zelltypen unterschiedlich stark exprimiert
(Karkkainen et al., 2000; Lin et al., 2010; Llano et al., 2002). Somit kénnten die Unterschiede
in den Effekten der Plasmalogene zwischen den Membranen aus den SH-SY5Y Zellen und
denen aus Mausegehirnen durch unterschiedlich starke Beteiligungen einzelner a-

Sekretasen an der Gesamt-a-Aktivitdt bedingt sein. Dies koénnte zum einen
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gewebespezifisch, zum anderen aber, da es sich bei der SH-SY5Y Zelllinie um humane

Zellen handelt, auch speziesabhangig sein.

Zusammengefasst zeigten die vorliegenden Ergebnisse, dass Plasmalogene die APP-
Prozessierung Uber eine direkte Beeinflussung der y-Sekretase-Aktivitat reduzieren. Durch
die Inhibierung der y-Sekretase, die den letzten Schnitt der APP-Proteolyse vollzieht, bei
dem es zur Freisetzung des ABs kommt, wird die Produktion des in hohen Konzentrationen

neurotoxischen Peptids reduziert.

Die Analyse der PL-Level in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten ergab eine Reduktion
der PC-PLs. Weiterhin ist bekannt, dass es bei Personen, die an Alzheimer erkrankt sind, zu
einer massiven Akkumulation von AB im Gehirn kommt. Deshalb wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit der Einfluss einer Supplementierung humaner post mortem Alzheimer-
Gehirne mit PC-PL 18:1 und PC-PL 20:4 Uberpruft. Dafir wurden Membranen 6
verschiedener Gehirne von an Alzheimer erkrankten Personen isoliert und in vitro mit den
Plasmalogenen inkubiert. Tatsachlich zeigten 5 der 6 Gehirne eine Abnahme der y-
Sekretase-Aktivitat in Anwesenheit von PC-PL 18:1 und PC-PL 20:4 verglichen mit den
korrespondierenden Phospholipiden. So scheint prinzipiell ein “Aufflllen® der bei der
Progression der Alzheimer-Erkrankung verlorenen Plasmalogene moglich und eine
Reduktion der y-Sekretase zu bewirken, was folglich mit der Abnahme der AB-Produktion

einherginge.

5.2.3 Plasmalogene und die APP-Prozessierung — Physiologische und pathologische

Aspekte

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen deutlich eine Beeinflussung der APP-Prozessierung
durch einen direkten Effekt der Plasmalogene auf die y-Sekretase-Aktivitat.
Interessanterweise konnte eine kurzlich veroffentlichte Studie unseres Labors zeigen, dass
umgekehrt auch ein Spaltprodukt der APP-Prozessierung, das neben AR durch den y-Schnitt
entstehende AICD die Synthese der Plasmalogene beeinflusst. So war die Expression des
geschwindigkeitslimitierenden Enzyms der Plasmalogen-Synthese, der
Alkyldihydroxyacetonphosphat-Synthase (AGPS) (de Vet et al., 1998) in PS- und APP-
defizienten Mausfibroblasten signifikant reduziert. Auch in den Gehirnen von APP-Knockout-
Mausen lagen niedrigere AGPS-Level als in WT-Mausen vor. Die Analyse der APP-
deltaCT15-Zelllinie, die ein APP-Konstrukt exprimiert, dem die letzten 15 Aminosauren
fehlen, was einen Verlust eines funktionalen AICD bedeutet, zeigte eine deutlich verringerte

AGPS-Expression. AICD scheint also die Transkription der AGPS zu regulieren (Grimm et
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al., 2011d). Gen-regulatorische Aktivitat des AICD wurde in der Vergangenheit fir mehrere
verschiedene Zielgene postuliert (Cao and Sudhof, 2001). So scheinen unter anderen
BACE1, APP, Neprilysin, KAI1, die GSK-3[3, der EGF-Rezeptor und der TRPC5 durch AICD
reguliert zu sein (Baek et al, 2002; Pardossi-Piquard et al., 2005; Raychaudhuri and
Mukhopadhyay, 2011; von Rotz et al., 2004; Zhang et al., 2007). Aus der regulatorischen
Funktion des AICD auf die AGPS ergibt sich ein Regelkreis, bei dem die APP-Prozessierung
mit der Freisetzung des AICD die Plasmalogen-Synthese erhdht, wahrend die Plasmalogene
die APP-Prozessierung Uber die Inhibition der y-Sekretase reduzieren. Nun wurde in den
Gehirnen von Alzheimer-Patienten eine erhdhte AGPS-Transkription gefunden (Grimm et al.,
2011d), was zwar im Einklang mit der erhéhten APP-Proteolyse in diesen Gehirnen steht,
aber auf den ersten Blick einen Widerspruch zu den reduzierten Plasmalogen-Gehalten
darstellt. Zudem war das AGPS-Proteinlevel in den untersuchten Gehirnen trotz erhdhter
Transkription reduziert. Eine Erklarung ergibt sich aus der Unterscheidung zwischen den
physiologischen Verhaltnissen und der pathologischen Situation einer Alzheimer-
Erkrankung. Unter physiologischen Bedingungen erhéht AICD die Synthese der
Plasmalogene, unter den pathologischen Umstanden einer Alzheimer-Erkrankung induziert
die hohe Konzentration an AB die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und flihrt damit zu
oxidativem Stress. Dieser wurde mit dem Auftreten peroxisomaler Dysfunktion assoziiert
(Cimini et al., 2009; Schrader and Fahimi, 2004), was zu einer Verminderung der
Proteinstabilitdt der AGPS fihrt (Biermann et al., 1999). Durch die Reduktion der AGPS-
Proteinstabilitdt wird also die Plasmalogen-Synthese in den Gehirnen von Alzheimer-
Patienten reduziert. DarUber hinaus reduziert AR zusatzlich den Plasmalogengehalt durch
vermehrte Oxidation der Plasmalogene, die wegen ihrer Vinyletherbindung besonders
anfallig gegen den von AB ausgeldsten oxidativen Stress sind (Cheng et al., 2003; Han,
2005). Zusatzlich bewirkt AR einen Anstieg der Aktivitdt der cPLA2 (Sanchez-Mejia et al.,
2008), einem Enzym, das bevorzugt Plasmalogene spaltet. So wird der Plasmalogen-Gehalt
in Alzheimer-Gehirnen durch AP Uber mehrere Mechanismen reduziert. Der reduzierte
Plasmalogen-Gehalt fuhrt, wie die vorliegende Arbeit zeigt, zu einer Aktivierung der y-
Sekretase, wodurch die Produktion der AB-Peptide weiter ansteigt. Dies flhrt zu einem sich
selbst verstarkenden System, was zeigt, dass Plasmalogene eine wichtige Rolle in der

Alzheimer-Pathologie spielen kdnnten.
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Abb. 91 Modell der pathologischen Vorgéange im Alzheimer-Gehirn

Durch reduzierte Plasmalogenspiegel steigt die Aktivitat der y-Sekretase, wodurch verstarkt AB-
Peptide entstehen. Diese fliihren zu einer Aktivierung der cPLA2, die Plasmalogene spaltet. AuRerdem
kommt es durch erhdohte AB-Level zu oxidativem Stress durch ROS, was zum einen zu einer
vermehrten Oxidation von Plasmalogenen fiihrt und zum anderen die AGPS-Proteinstabilitat reduziert,
wodurch die Plasmalogen-Synthese vermindert wird.

5.2.4 Ausblick

Die vorliegenden Daten sowie die angefiihrten Studien spechen wie beschrieben flir einen
circulus vitiosus bei dem die Plasmalogen-Reduktion einen Anstieg der AB-Produktion
bewirkt, was zu einem weiteren Abbau von Plasmalogenen fiihrt. Weiterhin offen bleibt die
Frage ob in der Reduktion des Plasmalogengehalts im Gehirn von Alzheimer-Patienten eine
Ursache der Alzheimer-Pathologie zu sehen ist oder ob es sich dabei um einen Nebeneffekt
handelt, der aber aufgrund der wegfallenden Inhibierung der y-Sekretase durch die
Plasmalogene zumindest zu einer weiteren Verschlechterung des Krankheitsbildes beitragen
kdénnte. Weitere Analysen sollten untersuchen, inwieweit ein Eingreifen in das beschriebene
,[feed-forward“-System eine wirkungsvolle Therapie der Alzheimer-Erkrankung darstellen
konnte. Dies konnte beispielsweise durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren der PLA2
erreicht werden, wodurch ein weiterer Abbau der Plasmalogene inhibiert wurde. Erste
Versuche im Mausmodell zeigten bereits eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten

durch die Inhibierung der cPLA2G4 (Sanchez-Mejia et al., 2008). Die Inhibierung der PLA2
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fuhrte auBerdem zu einer Reduktion der Ap-induzierten Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies (Andersen et al., 2003).

Darlberhinaus sollte untersucht werden, ob eine Einnahme der Fettsduren, die haufig in
Plasmalogenen vorkommen, zu einer Erhéhung der Plasmalogenspiegel fihren und somit
der Abnahme der Plasmalogene, wie sie im Gehirn von Alzheimer-Patienten beschrieben

wurden, entgegen gewirkt werden kann.
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5.3 Der Einfluss funktioneller aSMase Inhibitoren auf die APP-

Prozessierung

Seit der Entdeckung von Cholesterin als Risikofaktor fur die Alzheimer Krankheit ist der
Lipidstoffwechsel bei Alzheimer-Patienten Gegenstand intensiver Forschungen. Eine weitere
Klasse von Lipiden, die in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten verandert vorliegen, sind
die Sphingolipide. Das Sphingolipid Ceramid, von dem ausgehend komplexere Sphingolipide
synthetisiert werden, wurde sowohl in den Gehirnen, als auch in der cerebrospinalen
Flussigkeit von Alzheimer-Patienten erhoht vorgefunden (Cutler et al., 2004; Filippov et al.,
2012; Han et al., 2002; Satoi et al., 2005) und wurde mit dem neuronalen Untergang in den
Gehirnen von Alzheimer-Patienten in Verbindung gebracht (Cutler et al., 2004). Nach einer
Studie von Mielke et al. gehen erhdhte Ceramid-Level im Plasma mit einer Erhéhung des
Risikos an Alzheimer zu erkranken einher (Mielke et al., 2012), sie werden sogar als
Biomarker in der Alzheimer-Friherkennung bzw. -Prognose diskutiert (Mielke and Haughey,
2012). Dagegen scheinen sich hohe Sphingomyelin Plasma-Level sogar positiv bei einer
bereits bestehenden Alzheimer-Erkrankung auszuwirken (Mielke et al., 2011). Dies zeigte
eine  Studie mit 120  Alzheimer-Patienten, deren  Plasmasphingolipid-Level
massenspektrometrisch analysiert wurde. Die Kontrolle der kognitiven Fahigkeiten Uber
einen Zeitraum von 2,3 Jahren ergab eine signifikant langsamere Progression der
Erkrankung bei den Patienten, die hohe Sphingomyelin- und Dihydrosphingomyelin-
Konzentrationen im Plasma bzw. hohe Verhaltnisse von Sphingomyelin zu Ceramid

aufwiesen (Mielke et al., 2011).

Die Synthese von Sphingomyelin aus Ceramid wird Uber das Enzym SMS1 vermittelt, die
umgekehrte Reaktion, also der Abbau von Sphingomyelin in Ceramid und Phosphorylcholin
wird durch die SMasen katalysiert. Auch bei Personen, die an einer Depressionen leiden,
wurden erhdhte Ceramid-Level festgestellt, was mit einer hohen Aktivitdt der aSMase
einhergeht (Kornhuber et al., 2005; Kornhuber et al., 2009). Eine Reihe von Antidepressiva
zielen auf die Inhibition der aSMase ab und werden unter der Bezeichnung FIASMA
(functional inhibitors of acidic sphingomyelinase) zusammengefasst (Kornhuber et al., 2010).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte analysiert werden, ob die Inhibition der aSMase
durch den Einsatz von Antidepressiva ein mdglicher Ansatzpunkt fir die Pravention und die

Therapie der Alzheimer-Krankheit darstellt.

Das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin verhindert die Wiederaufnahme der
Neurotransmitter Adrenalin und Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt in Nervenzellen
und wird zur Behandlung von Depressionen eingesetzt. In der Schmerztherapie findet es

ebenfalls Anwendung, hauptsachlich in der Behandlung und Vorbeugung von Migrane und
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Spannungskopfschmerzen (Bigal et al., 2008; Evans, 2013; Israil et al., 2013; Miller, 2012).
Aufgrund seiner inhibierenden Wirkung auf die aSMase wird es zudem seit einiger Zeit in der
Behandlung der Mukoviscidose eingesetzt, einer Erkrankung bei der es zur Akkumulation
von Ceramid im respiratorischen Trakt der Patienten kommt (Becker et al., 2010a;
Teichgraber et al., 2008). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass Amitriptylin

auch die proteolytische Spaltung des APPs beeinflusst.

5.3.1 Amitriptylin reduziert die AB-Produktion durch Inhibierung der amyloidogenen

APP-Prozessierung

Die Menge an sekretiertem AR sowie die beiden Produkte des amyloidogenen (3-Schnitts 3-
CTF und sAPPR werden durch die Inkubation mit Amitriptylin deutlich reduziert. Dagegen
sind die Level von a-CTF und sAPPq, die als Folge des Schnittes durch die a-Sekretase bei
der nicht amyloidogenen APP-Prozessierung entstehen, in Anwesenheit von Amitriptylin
erhoht. Dies spricht flr eine Verschiebung der APP-Prozessierung von der amyloidogenen,
AB produzierenden Proteolyse hin zur nicht amyloidogenen Variante. Die Aktivitat der [3-
Sekretase, die die amyloidogene Prozessierung einleitet, war nach der Inkubation mit
Amitriptylin reduziert, was sich im Proteinlevel von BACE1, das als B-Sekretase bei der APP-
Prozessierung identifiziert wurde, widerspiegelt. Die Analyse der BACE1 mRNS-Level mittels
RT-PCR ergab aber eine Steigerung der Transkription. Die Reduktion des Proteinlevels kann
zum einen an einer Blockade der posttranskriptionellen Proteinsynthese, zum anderen aber
an einem vermehrten Abbau des BACE1 Proteins liegen. Ebenso wie andere Antidepressiva,
die den FIASMA zugeordnet werden, ist auch Amitriptylin eine kationisch amphiphile
Substanz (KAS). Die KAS sind schwache organische Basen, die sich in Zellkompartimente
mit saurem pH-Wert, vor allem den Lysosomen anreichern (Maclntyre and Cutler, 1988).
Dort liegen sie aufgrund des niedrigen pH-Werts protoniert vor, kdnnen somit nicht mehr frei
uber die Membran diffundieren und akkumulieren so in den Lysosomen (de Duve et al.,
1974). Durch die starke Anreicherung kommt es zur Verdrangung der aSMase aus der
Lysosomenmembran und in der Folge zur Degradation des Enzyms (Hurwitz et al., 1994;
Kolzer et al., 2004; Kornhuber et al., 2008). Dieser Mechanismus erklart die Inhibierung der
aSMase durch das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin (Becker et al., 2010b). BACE1
ist wie die aSMase ein membranassoziiertes Enzym mit einem sauren pH-Optimum und
schneidet sein Substrat APP bevorzugt in den Endosomen und im trans-Golgi-Netzwerk
(Gruninger-Leitch et al., 2002; Haass et al., 1993; Vassar et al., 1999). Da es sich bei den
Endosomen ebenfalls um Organellen mit niedrigem pH-Wert handelt, so sollte sich

Amitriptylin als KAS neben den Lysosomen auch dort anreichern. Fir BACE1 ware demnach
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ein ahnlicher Degradations-Mechanismus wie fiur die aSMase denkbar, wodurch sich die
Differenz zwischen BACE1 Transkription und Proteinlevel erklaren lieBe. Eine andere
Erklarung ergibt sich aus einer Publikation von Puglielli et al., die eine Abhangigkeit des
BACE1-Proteinlevels vom Ceramidgehalt der Zelle nachwiesen. Die Autoren zeigten durch
~pulse-chase“-Experimente in C6-Ceramid inkubierten CHO-Zellen, dass das BACE1-Protein
durch Ceramid posttranslational stabilisiert wird. Versuche, bei denen CHO-Zellen mit
Ceramid inkubiert und dann die Proteinbiosynthese durch die Behandlung mit dem
Translationshemmer Cycloheximid inhibiert wurde, ergaben eine Erhéhung der Halbwertszeit
des BACE1-Proteins von 20Std. in unbehandelten Zellen auf ca. 56Std. in Zellen, die in
Anwesenheit von C6-Ceramid kultiviert wurden (Puglielli et al., 2003). Durch die aSMase-
inhibierende Wirkung des Amitriptylins sinken die Ceramidspiegel in der Zelle, was im

Umkehrschluss zu einer Verringerung der Stabilitdt des BACE1-Proteins flihren kdnnte.

Die y-Sekretase, die durch den Schnitt im B-CTF fir die Freisetzung des AB-Peptids
verantwortlich ist, war durch die Inkubation mit Amitriptylin ebenso wie die B-Sekretase in
ihrer Aktivitat reduziert. Die Analyse des Proteinlevels der katalytischen Untereinheit der y-
Sekretase PS1 (Herreman et al., 2000), ergab hingegen eine Erhdéhung. Ein mdglicher
Grund hierfir kénnte eine gleichzeitige Reduktion einer der anderen y-Sekretase
Komponenten PS2, APH1, PEN2 oder Nicastrin sein, was aber im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht Gberprift wurde. Die Analyse der PS1 Lokalisation ergab eine Reduktion in den
Lipid Rafts bei einer gleichzeitigen Erhéhung von PS1 in den Non-Raft Bereichen. Analog
dazu war auch die y-Sekretase-Aktivitat in den Lipid Rafts reduziert, wahrend sie in den Non-
Rafts erhoht war. Bei den Lipid Rafts handelt es sich um Membranmikrodoméanen, die reich
an Cholesterin und Sphingomyelin sind (Ehehalt et al., 2003; Rajendran and Simons, 2005;
Tun et al., 2002). Nicht nur fir BACE1 sondern auch fir alle Komponenten der y-Sekretase
konnte gezeigt werden, dass sie zumindest teilweise in den Lipid Rafts lokalisiert sind
(Hattori et al., 2006; Hur et al., 2008; Lee et al., 1998; Vetrivel et al., 2004). Harris et al.
zeigten, dass die a-Sekretase ADAM10 unter physiologischen Bedingungen nicht in den
Lipid Rafts vorkommt (Harris et al., 2009). Es wird angenommen, dass die amyloidogene
Prozessierung des APPs durch die Lokalisation in den Lipid Raft Domanen begtinstigt wird,
wahrend die nicht amyloidogene Prozessierung durch die a-Sekretase aul3erhalb der Lipid
Rafts stattfindet (Cordy et al., 2003; Ehehalt et al., 2003; Lee et al., 1998; Tun et al., 2002).
Nach einem Modell von Ehehalt et al. (Ehehalt et al., 2003), weiterentwickelt von Hicks et al.
(Hicks et al., 2012) sind APP und die y-Sekretase sowohl innerhalb als auch aul3erhalb der
Lipid Rafts lokalisiert. Von den Lipid Rafts ausgehend findet die Abschnirung von
Endosomen statt, die sowohl APP, als auch die - und y-Sekretase beinhalten. Die
endosomale Lokalisation ist wegen des niedrigen pH-Werts essentiell fir die Aktivitat der 3-

Sekretase, die die amyloidogene Prozessierung einleitet (Ehehalt et al., 2003). AulRerhalb
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der Lipid Rafts, in den sogenannten Non-Raft Bereichen, wird APP dagegen auf nicht
amyloidogenem Weg durch die a-Sekretasen prozessiert (Kojro et al., 2001). Somit ist eine
Verschiebung des PS1 und damit der y-Sekretase-Aktivitat, wie sie nach der Inkubation mit
Amitriptylin beobachtet wurde, von den Lipid Rafts in die Non-Raft Bereiche,
gleichbedeutend mit einer Verschiebung der APP-Prozessierung hin zum nicht
amyloidogenen Weg. Die beobachtete Reduktion in der Aktivitat der y-Sekretase ist Uber
eine bloRe Verschiebung von den Lipid Rafts in die Non-Rafts jedoch nicht zu erklaren. Eine
mogliche Erklarung kénnte sein, dass die y-Sekretase grundséatzlich in den Lipid Rafts eine
héhere Aktivitat aufweist, als auRerhalb. Diese These wird durch eine Studie von Hur et al.
unterstltzt, die hohe y-Sekretase-Aktivitaten in isolierten Lipid Rafts aus humanen post
mortem Gehirnen messen konnten (Hur et al., 2008). Auch Urano et al. konnten zeigen, dass
die Aktivitat der y-Sekretase in den Lipid Raft Fraktionen von SH-SY5Y Zellen héher als in
den Non-Rafts Fraktionen war, was nach Auffassung der Autoren mit dem hohen

Cholesterin-Gehalt dieser Membranstrukturen zusammenhangt (Urano et al., 2005).

5.3.2 Anmitriptylin beeinflusst die amyloidogene APP-Prozessierung iiber das SM/Cer-

Verhiltnis

Der Grund fir die Inhibierung der amyloidogenen APP-Prozessierung liegt in der
inhibitorischen Wirkung des Amitriptylins auf die aSMase und der damit verbundenen
Erhéhung des Sphingomyelin-Levels, wahrend zeitgleich der Gehalt an Ceramid reduziert
wird. So konnte neben der pharmakologischen Inhibition durch Amitriptylin auch der
genetische Ansatz des aSMase Knockdowns die Aktivitdten der (- und y-Sekretase
reduzieren. Wurden diese aSMase-KD Zellen mit Amitriptylin inkubiert, war der zuvor
gezeigte Effekt der Sekretase-Inhibition nicht zu beobachten. Dieses Ergebnis validiert fir
die beobachtete Hemmung der Sekretasen den vorgeschlagenen molekularen
Wirkmechanismus der Beeinflussung der aSMase-Funktion, gleichzeitig schliel3t diese
Beobachtung andere Interpretationsmoglichkeiten praktisch aus. Weiterhin zeigte die
Inkubation mit aSMase, wodurch vermehrt Sphingomyelin abgebaut wird, eine Erhéhung der
B- und y-Sekretase. Dieses Ergebnis misste entsprechend des oben genannten und geman
der bekannten Funktion der aSMase gefordert werden. Auch dieses Ergebnis ist daher in
Ubereinstimmung mit dem vorgeschlagenen molekularen Mechanismus. Inkubierte man die
Zellen mit Sphingomyelin oder Ceramid, zeigte sich nach der Inkubation mit Sphingomyelin
eine reduzierte B- und y-Sekretase-Aktivitat, Ceramid hingegen erhéhte zwar die [-
Sekretase-Aktivitat, hatte aber keinen Einfluss auf die der y-Sekretase. Nach einer Studie
von Puglielli et al. wird die Aktivitat der B-Sekretase durch Ceramid erhéht, was durch eine

posttranslationale Stabilisierung des BACE1-Proteins bedingt ist. In Analogie zu den
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Ergebnissen dieser Arbeit fanden die Autoren keinen Effekt von Ceramid auf die Menge
ausgewahlter y-Sekretase-Produkte (Puglielli et al., 2003). Wird das BACE1-Protein durch
Ceramid stabilisiert, so kdnnte, wie bereits beschrieben, nach der Inkubation mit Amitriptylin

BACE1 durch sinkende Ceramidspiegel verstarkt abgebaut werden.

Die pharmakologische Inhibition der neutralen SMase mit dem spezifischen Inhibitor
GW4869, verringerte ebenfalls die Aktivitdt der B- und y-Sekretase. Die vergleichsweise
kleinen Effekte sind dadurch bedingt, dass auch die Inhibition der nSMase durch den
Inhibitor weniger stark war, als die durch Amitriptylin und damit auch das SM/Cer-Verhaltnis
nur wenig erhoéht wurde. Der Effekt einer nSMase Inhibition auf die amyloidogene APP-
Prozessierung wurde bereits in der Vergangenheit beschrieben. So konnte gezeigt werden,
dass es durch die Inhibition der nSMase zu einer Reduzierung der AB-Produktion kommt
(Grimm et al., 2005). Interessanterweise wurde gezeigt, dass umgekehrt die Inkubation von
AB42 zu einer Verringerung des Sphingomyelin-Gehaltes Uber eine Aktivierung der nSMase
fuhrt (Grimm et al., 2005). Mehrere Mechanismen scheinen zu dieser Aktivierung
beizutragen. Zum einen konnte ein direkter Effekt von AB42 Peptiden auf die nSMase
gezeigt werden (Grimm et al., 2005), zum anderen wurde diskutiert ob oxidativer Stress, wie
er durch hohe Konzentrationen von AB42 und fibrillarem Ap42 verursacht wird, fir die
Aktivierung der nSMase verantwortlich ist (Alessenko et al., 2004; Jana and Pahan, 2004).
Ein weiterer moglicher Weg der Aktivierung der nSMase ist der Uber die zytosolische
Phospholipase A2 (cPLA2), ein Enzym, das die Acylgruppen an der sn-2 Position von
Phospholipiden spaltet, was zur Freisetzung von Arachidonsaure fihrt (Ghosh et al., 2006).
Sanchez-Mejia et al. zeigten, dass AB-Oligomere in Primarneuronen eine Aktivierung dieses
Enzyms bewirken (Sanchez-Mejia et al.,, 2008). Daruber hinaus wurden erhdhte cPLA2
Aktivitaten in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten gefunden (Sanchez-Mejia et al., 2008),
was mit reduzierten Leveln an Phospholipid-gebundener Arachidonsaure einhergeht, wie sie
fur Alzheimer-Gehirne beschrieben wurden (Prasad et al., 1998). Die durch die cPLA2
Aktivitat freigesetzte Arachidonsaure fuhrt nun zu einer Aktivierung der nSMase und der
aSMase (Malaplate-Armand et al., 2006), wodurch es zu einem verstarkten Abbau von
Sphingomyelin und einer Akkumulation von Ceramid kommt. So kommt es zur Ausbildung
eines sich selbst verstarkenden Systems, bei dem Ceramid Uber die Stabilisierung von
BACE1 die AB-Produktion erhéht, wahrend AR seinerseits durch die Aktivierung der SMasen
die Ceramidlevel weiter ansteigen lasst. In diesem Fall kénnte die Anwendung von
Amitriptylin zumindest die Aktivierung der aSMase verhindern und somit in diesem Kreislauf

regulatorisch eingreifen.

Die Analyse des Sphingomyelin- und Ceramid-Gehaltes der Zelle nach der Inkubation mit

Amitriptylin zeigte wie erwartet eine Erhéhung des Sphingomyelinspiegels wahrend Ceramid
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gleichzeitig reduziert wurde. Interessanterweise scheint sich Sphingomyelin dabei bevorzugt
in den Lipid Raft-Membrandomanen anzureichern. Dort war die Erhéhung des
Sphingomyelin-Gehaltes nach der Inkubation mit Amitriptylin deutlich ausgepragter als in den
Non-Raft-Domanen. Die Reduktion des Ceramids betraf dagegen Lipid Rafts und Non-Rafts
in ahnlichem Mafte. Nun wird, wie bereits beschrieben sowohl die y- als auch die B-
Sekretase durch Sphingomyelin in ihrer Aktivitdt gehemmt. Somit kdnnte eine Erhéhung des
Sphingomyelins in den Lipid Rafts durch die enge raumliche Assoziation des Lipids mit den
Sekretasen zu einer effektiven Inhibierung beitragen. Denkbar ist zudem, dass es durch die
starke Akkumulation von Sphingomyelin zu einer Verdrangung und somit zu einer Abnahme
des Cholesterin-Gehaltes in den Lipid Raft-Domanen kommt. Nun scheint Cholesterin die
Lokalisation der y-Sekretase in den Lipid Rafts zu beglinstigen. So zeigten Urano et al. eine
Verschiebung der y-Sekretase aus den Lipid Rafts in die Non-Raft-Bereiche, sowohl nach
der Depletion von Cholesterin mit Methyl-B-Cyclodextrin als auch nach einer Reduktion der
Cholesterin de novo Synthese durch Statine (Urano et al., 2005). Somit kdnnte die durch

Amitriptylin verursachte Verschiebung von PS1 in die Non-Rafts erklart werden.

5.3.3 Amitriptylin erh6ht die nicht amyloidogene APP-Prozessierung iiber ADAM17

Zusatzlich zu der inhibitorischen Wirkung von Amitriptylin auf die amyloidogene
Prozessierung von APP konnte eine Erhéhung der nicht amyloidogenen APP-Proteolyse
festgestellt werden. Diese ging mit einer Erhéhung der a-Sekretase Produkte sAPPa und a-
CTF einher. In Analogie dazu zeigte sich eine erhéhte Aktivitat der Metalloprotease
ADAM17, die neben ADAM10 als die Haupt-a-Sekretase bei der APP-Prozessierung gilt
(Buxbaum et al., 1998). Die Analyse der Proteinlevel ergab eine Erhdhung bei ADAM17,
nicht aber bei ADAM10, die Gen-Expression beider a-Sekretasen war hingegen unverandert.
Die Erhdhung des ADAM17-Proteinlevels ist also nicht durch eine erhéhte Transkription des
ADAM17-Gens sondern wohl Uber eine Stabilisierung des ADAM17-Proteins bedingt. Dies
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht detaillierter untersucht, ein solcher Effekt auf
die ADAM17-Proteinstabilitdt konnte aber bereits in der Vergangeheit fur DHA gezeigt
werden (Grimm et al., 2011c). Zusatzlich wurde die Aktivitdt von ADAM17 durch Amitriptylin
erhéht, was die Inkubation von aufgereinigtem ADAM17 Enzym mit Amitriptylin zeigte. Der
Effekt auf die Aktivitat der a-Sekretase durch Amitriptylin war allerdings weniger deutlich als
er aufgrund der recht hohen Level an sAPPa und a-CTF zu erwarten gewesen ware. Dies
kénnte an der Reduktion der amyloidogenen Prozessierung des APPs liegen, wodurch der o-
Sekretase generell mehr Substrat zur Verflgung steht. Bemerkenswert ist, dass die
Erhéhung des nicht amyloidogenen Wegs nicht wie bei der Reduktion der amyloidogenen

Prozessierung eine Folge der Verschiebung des SM/Cer-Verhaltnisses ist, sondern davon
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unabhangig zu sein scheint. So hatte weder die Inkubation mit Sphingomyelin oder Ceramid,
noch der Knockdown der aSMase einen Effekt auf die Aktivitat der a-Sekretase. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden allerdings die durch die a-Sekretase produzierten APP-Spaltprodukte
sAPPa und a-CTF nach einer Erhéhung des SM/Cer-Verhaltnisses durch Inkubation der
Lipide oder den aSMase-Knockdown nicht Uberprift. Es ist aber davon auszugehen, dass
der nicht amyloidogene Weg alleine wegen der Inhibierung der amyloidogenen
Prozessierung bevorzugt ablaufen dirfte. Die Aktivierung der a-Sekretase ADAM17 durch
ein erhdhtes ADAM17-Proteinlevel und einen zusatzlichen direkten Effekt auf die Aktivitat
scheint jedoch durch einen anderen Mechanismus des Antidepressivums Amitriptylin als den

der aSMase-Inhibition hervorgerufen zu werden.

5.3.4 Amitriptylin reduziert AB lber eine verstarkte Degradation und inhibiert dessen

Aggregation

Die Menge an AB-Peptiden wird, neben dem Verhaltnis zwischen amyloidogener und nicht
amyloidogener APP-Prozessierung, auch uber deren Degradation Uber Ap-spaltende
Enzyme reguliert. Als Enzyme, die in der Lage sind AB zu degradieren, wurden unter
anderen Neprilysin (Howell et al., 1995; Iwata et al., 2001; Iwata et al., 2000), das
.endothelin-converting enzyme-1“ (ECE-1) (Eckman et al., 2001), das ,angiotensin-
converting enzyme® (ACE) (Hu et al., 2001), Cathepsin D (Hamazaki, 1996), die Gelatinase
A (Yamada et al., 1995), die Matrix-Metalloendopeptidase-9 (Carvalho et al., 1997), sowie
das Insulin-degradierende Enzym (IDE) (Kurochkin and Goto, 1994; McDermott and Gibson,
1997; Qiu et al, 1998) identifiziert. Bei letzterem handelt es sich um eine Zink-
Metalloendopeptidase, die neben A auch Insulin, Glukagon, Amylin, B-Endorphin und AICD
schneidet (Duckworth et al., 1998; Selkoe, 2001; Wang et al., 2006). Transgene Mause, die
IDE Uberexprimierten, zeigten eine Reduktion der Bildung seniler Plaques (Leissring et al.,
2003), wahrend IDE-Knockout-Mause eine deutliche Erhéhung von AB im Gehirn aufwiesen
(Farris et al., 2003). In den Gehirnen von Alzheimer-Patienten wurden reduzierte IDE mRNS-
sowie Proteinlevel gefunden (Cook et al., 2003). Nach der Inkubation mit Amitriptylin konnte
eine Erhéhung der Degradation synthetischer AB-Peptide festgestellt werden. In
Anwesenheit eines spezifischen IDE-Inhibitors war dieser Effekt nicht mehr zu beobachten.
Dieser Effekt auf IDE ist im Gegensatz zu dem Effekt auf die a-Sekretase abhangig von der
Veranderung des SM/Cer-Verhaltnisses. So zeigten auch die Zellen, in denen die aSMase-
Aktivitdt durch den Knockdown reduziert war, eine erhdhte AB-Degradation. Amitriptylin
reduziert also die AB-Menge zuséatzlich zur Verringerung der Produktion auch Uber eine

Erhéhung der Degradation durch IDE.
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Entscheidend flr die Manifestation der Alzheimer-Pathologie ist nicht nur die Produktion von
AB, sondern auch dessen Aggregation, wodurch es zu den Ablagerungen der senilen
Plaques in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten kommt. Die Umwandlung der AB-Peptide
von der a-helikalen Konformation in die B-Faltblattstruktur ist notwendig fur die Ausbildung
von Oligomeren und Protofibrillen. Mehrere Studien zeigen eine Abhangigkeit dieser
Konformationsanderung und der damit verbundenen Aggregation von den Lipid Raft-
Mikrodomanen. Dies wurde bisher hauptsachlich mit der Anwesenheit von Gangliosiden in
den Lipid Raft-Strukturen in Zusammenhang gebracht (Kim et al., 2006; Ogawa et al., 2011,
Okada et al., 2008). Da Lipid Rafts reich an Sphingomyelin sind, kénnte auch dieses Lipid
potentiell eine Rolle bei der Lipid Raft-mediierten Aggregation von A spielen. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten, dass die Inkubation mit Sphingomyelin die
Aggregation synthetischer AB42-Peptide reduziert. Vor allem die Bildung kleinerer Ap-
Oligomere, die als die toxische Form der AB-Aggregate gelten (Kayed et al., 2003), wird
durch Sphingomyelin inhibiert. Dagegen zeigt AB42 in Anwesenheit von Ceramid eine
verstarkte Bildung dieser |6slichen Aggregate. Die Inkubation von Amitriptylin dagegen hatte
in diesem zellfreien Ansatz, bei dem die Sphingomyelin- und Ceramidspiegel unbeeinflusst
bleiben, keinen Einfluss auf das Aggregationsverhalten der AB-Peptide. Durch sein Potential,
Sphingomyelin zu erhéhen und gleichzeitig Ceramid zu reduzieren, kann Amitriptylin aber
Einfluss auf die Aggregation von AB nehmen. Dies wird belegt durch eine Studie von
Chadwick et al., die transgene Alzheimer-Modellmause mit Amitriptylin behandelten. Sie
konnten zeigen, dass zytotoxische AB-Dimere abnahmen, was mit einer Verbesserung der

kognitiven Fahigkeiten der Mause einherging (Chadwick et al., 2011).

5.3.5 Andere FIASMA als therapeutische Targets fiir die Alzheimer Krankheit

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin die
AB-Produktion Uber eine Inhibierung der amyloidogenen Prozessierung senkt, zudem die
Degradation fordert und die Aggregation reduziert. All diese Effekte sind bedingt durch die
Veranderung des Verhaltnisses von Sphingomyelin zu Ceramid. Deshalb sollten auch
andere Antidepressiva, die zur Gruppe der FIASMA gehdren, also die aSMase inhibieren,
die AB-Produktion reduzieren. Es konnte gezeigt werden, dass Desipramin, das ebenfalls zur
Gruppe der trizyklischen Antidepressiva zahlt (Hurwitz et al., 1994), die Menge an
sekretiertem AR reduzierte, indem es die y- und die B-Sekretase-Aktivitat verringerte. Auch
das tetrazyklische Antidepressivum Maprotilin (Kornhuber et al., 2010) und Fluoxetin, das als
selektiver Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer beschrieben wird (Brunswick et al., 2002),
reduzierten die AB-Sekretion signifikant. Wahrend Maprotilin ebenso wie Desipramin und

Amitriptylin die Aktivitat der p- und der y-Sekretase reduzierte, hatte Fluoxetin zwar eine
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inhibierende Wirkung auf die B-, nicht aber auf die y-Sekretase. Weder Desipramin, noch
Maprotilin oder Fluoxetin beeinflussten signifikant die Aktivitdt der a-Sekretase, was die
Annahme bestatigt, dass der Effekt von Amitriptylin auf ADAM17 nicht aus der Veranderung
der Sphingomyelin- oder Ceramid-Level resultiert, sondern es sich um einen Nebeneffekt

handelt, der spezifisch fur Amitriptylin zu sein scheint.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden angewandt, um eine Veranderung
des SM/Cer-Verhaltnis zu erreichen. Es wurden zum einen Antidepressiva aus der Gruppe
der FIASMA eingesetzt, zum anderen wurde ein aSMase-Knockdown erstellt und die
nSMase wurde pharmakologisch inhibiert. Alle Ansatze resultierten in einem Anstieg des
Verhaltnisses von Sphingomyelin zu Ceramid und zu einer Abnahme der (B-Sekretase-
Aktivitat. Im Falle der y-Sekretase konnte dagegen fir das Antidepressivum Fluoxetin kein
Einfluss auf die y-Sekretase festgestellt werden. Fluoxetin scheint also die y-Sekretase
zusatzlich Uber andere Mechanismen zu beeinflussen als Uber den SM/Cer vermittelten
Weg.

5.3.6 Antidepressiva als moglicher Therapie-Ansatz bei der Alzheimer Krankheit —
Ein Fazit

Antidepressiva, die eine Inhibierung der aSMase bewirken, sind in der Lage die AB-Menge in
SH-SY5Y Zellen Uber verschiedene Mechanismen deutlich zu reduzieren. In den Gehirnen
von Alzheimer-Patienten wurden nicht nur erhéhte Ceramid-Level nachgewiesen (Cutler et
al., 2004; Filippov et al., 2012; Han et al., 2002), die vorliegenden Daten zeigen zudem eine
erhdhte Expression der SMasen. Dies wird durch die Ergebnisse einer Studie von He et al.
belegt, die Gehirne von Alzheimer-Patienten auf verschiedene Sphingolipide und Aktivitaten
mehrerer am Sphingolipid-Metabolismus beteiligter Enzyme untersuchten. Die Autoren
beschrieben erhdhte aSMase-Proteinlevel und -Aktivitdten verbunden mit einer Reduktion
der Sphingomyelin-Level. Bemerkenswert ist hierbei, dass die Level der aSMase signifikant
mit den AB-Leveln in den untersuchten Gehirnen korrelierten. Zudem fanden sie erhdhte
Level der sauren Ceramidase, dem Enzym, das die Degradation von Ceramid zu Sphingosin
katalysiert, vermutlich als Folge der hohen Ceramid-Konzentrationen. Demzufolge lag
Sphingosin in den Gehirnen der Alzheimer-Patienten erhéht vor (He et al., 2010). Dartber
hinaus zeigten Katsel et al., die die Expressionsprofile von Enzymen des Sphingolipid-
Metabolismus in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten in verschiedenen klinischen Stadien
der Demenz untersuchten, eine Erhdhung der Enzyme, die an der Ceramid de novo
Synthese beteiligt sind. Diese Erhéhung korrelierte mit dem klinischen Stadium der

Alzheimer-Erkrankung (Katsel et al., 2007). Wie bereits beschrieben, fuhren hohe Ceramid-
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Level zu einer erhdhten AB-Produktion und hohe ApB-Level bewirken umgekehrt Uber
verschiedene Mechanismen eine weitere Erhdhung der Ceramide. Der daraus resultierende
circulus vitiosus konnte durch den Einsatz von Antidepressiva, die gezielt die aSMase

inhibieren, durchbrochen werden.

Mielke et al. zeigten, dass hohe Sphingomyelin-Level bzw. hohe Sphingomyelin zu Ceramid-
Verhaltnisse im Plasma von Personen, die bereits an Alzheimer erkrankt waren, mit einer
langsameren Progression der Krankheit assoziiert waren (Mielke et al., 2011). Somit kdnnte
sich der Einsatz aSMase-inhibierender Antidepressiva nicht nur in der Pravention, sondern

auch bei der Therapie einer bestehenden Alzheimer-Erkrankung positiv auswirken.

Depressionen sind haufig eine Begleiterscheinung der Alzheimer Krankheit und so wurden
Amitriptylin sowie andere FIASMA bereits bei der Behandlung depressiver Zustiande auch
bei Alzheimer-Patienten eingesetzt. Eine Studie von Taragano et al., bei der Alzheimer-
Patienten mit Amitriptylin oder Fluoxetin behandelt wurden, ergab nicht nur eine
Verbesserung der Depressions-Symptomatik, sondern die Probanden erzielten auch bessere
Ergebnisse beim Mini-Mental-Status-Test (MMST). Die Autoren fuhrten dies in erster Linie
auf eine Verbesserung des depressiven Zustandes zuriick, auch weil beide Antidepressiva
auf den ersten Blick unterschiedliche Wirkmechanismen verfolgen. Wahrend Fluoxetin die
Serotonin-Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt hemmt, wirkt Amitriptylin eher auf
die Noradrenalin-Rezeptoren. Trotzdem war die Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten bei
beiden Gruppen fast identisch (Taragano et al., 1997). Die Gemeinsamkeit beider
Antidepressiva die aSMase zu reduzieren, zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden

Arbeit, sprechen eher fur einen Sphingomyelin und Ceramid vermittelten Effekt.

Eine Behandlung mit aSMase-reduzierenden Antidepressiva koénnte also in vielfacher
Hinsicht von Nutzen in der Alzheimer-Therapie sein. Zum einen reduzieren Amitriptylin,
Desipramin, Maprotilin, Fluoxetin und wahrscheinlich auch andere Antidepressiva aus der
Gruppe der FIASMA die AB-Produktion, zum anderen konnte zumindest fur Amitriptylin
gezeigt werden, dass zusatzlich die AB-Degradation stimuliert wird. Durch die Erhéhung des
SM/Cer-Verhaltnisses wirken sie sich auflerdem inhibierend auf die AB-Aggregation aus.
Daneben bekdmpfen sie in ihrer Eigenschaft als Antidepressiva die haufig als

Begleiterscheinung einer Alzheimer Erkrankung auftretenden depressiven Verstimmungen.
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Abb. 92 Ubersicht der Effekte von Amitriptylin auf die APP-Prozessierung

Durch die Inhibierung der aSMase bewirkt Amitriptylin eine Erhéhung des Sphingomyelinspiegels bei
gleichzeitiger Reduktion des Ceramidlevels. Dies fiihrt zu einer Reduktion des BACE1-Proteinlevels
und zu einer Verschiebung von PS1 von den Lipid Rafts in die Non-Rafts. Beides bedingt eine
Reduktion der amyloidogenen APP-Prozessierung und damit eine reduzierte AB-Produktion.
Gleichzeitig wird die Degradation dieser Peptide durch IDE verstarkt und die Aggregation vermindert.
Unabhangig von der Anderung der Sphingomyelin- und Ceramidspiegels kommt es durch die
Inkubation von Amitriptylin zu einer Aktivierung des nicht amyloidogenen Prozessierungswegs durch
eine Erhdhung des ADAM17-Proteinlevels und der ADAM17-Aktivitat.

Zahlreiche FIASMA sind bereits als pharmakologische Wirkstoffe in Medikamenten auf dem
Markt, wodurch langwierige Zulassungsverfahren vermieden werden konnten. Sie werden in
der Regel gut Uber den Magen-Darm-Trakt aufgenommen und koénnen die Blut-Hirn-
Schranke passieren (Kornhuber et al., 2011). Darliber hinaus wurden erhdhte Ceramid-Level
auch mit dem Auslésen von Inflammation, oxidativem Stress und neuronaler Apoptose in
Verbindung gebracht, Mechanismen die ebenfalls mit der Alzheimer-Pathologie in
Zusammenhang stehen (Ballou et al., 1996; Cutler et al., 2004; Cuvillier et al., 1996; de la
Monte, 2012; Toman et al., 2002). Auch diese Faktoren kénnten durch die Behandlung mit
FIASMA positiv beeinflusst werden.
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An dieser Stelle soll betont werden, dass fir jedes der beschriebenen Antidepressiva eine
Reihe von Nebenwirkungen, besonders auch in Kombination mit der Einnahme anderer
Medikamente, beschrieben wurde. Durch die Einnahme von Amitriptylin beispielsweise
kommt es haufig zu zentralnervésen Stérungen wie Kopfschmerzen, Muadigkeit, Tremor und
Schwindel, zu Beeintrachtigungen des Herz-Kreislauf-Systems, zu gastro-intestinalen
Beschwerden wie Verstopfung und Ubelkeit oder zu (bermaRigem Schwitzen und
Gewichtszunahme. Die 2010 verdéffentlichte PRISCUS-Liste fuhrt Amitriptylin als potentiell
inadaquate Medikation (PIM) bei alteren Patienten auf (Holt et al., 2010). Diese Liste, die in
Anlehnung an die 1997 in den USA eingefiihrte Beers-Liste (Beers, 1997) erstellt wurde,
enthalt 83 Wirkstoffe, deren Verabreichung nach Befragung von Experten sowie Auswertung
internationaler PIM-Listen und Literaturrecherche als potentiell mit einem hohen Risiko flr
unerwlnschte Arzneimittelwirkung bei alteren Patienten verbunden ist (Holt et al., 2010).
Nach Angaben der PRISCUS-Liste besteht durch die Gabe von Amitriptylin bei alteren
Patienten ein erhdhtes Risiko flr delirante Syndrome, Huftfrakturen, anticholinerge
Nebenwirkungen und vendse Tromboembolien. Besonders bei Begleiterkrankungen wie z.B.
kardialen Erkrankungen, Niereninsuffizienz, urologischen Stoérungen,
Leberfunktionsstérungen und Stérungen des ZNS, auch Demenzen, sollte die Verabreichung
von Amitriptylin vermieden und auf alternative Wirkstoffe zurlick gegriffen werden. Die
PRISCUS-Liste stellt allerdings keine generelle ,Verbots-Liste* dar und so schilagt sie, falls
die aufgeflhrten Wirkstoffe nach eingehender Risiko-Nutzen-Abwagung doch verabreicht
werden sollen, eine Reihe von KontrollmaRnahmen vor, die das Risiko minimieren sollen
(Holt et al., 2010). Auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Antidepressiva
Maprotilin und Fluoxetin sind laut PRISCUS-Liste bei alteren Patienten nur unter Einhaltung
regelmafiger Kontrollen zu verabreichen oder ganz zu vermeiden. Als alternativer Wirkstoff
zu den genannten  Antidepressiva wird unter anderem der  Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer Sertralin vorgeschlagen, welcher ebenfalls zur Gruppe der
aSMase-Inhibitoren zahlt. Durch die breite Palette an verschiedenen FIASMA bestiinde
vermutlich die Moglichkeit fur jeden Patienten individuell das am besten vertraglichste
Medikament zu finden. Bei Patienten, bei denen depressive Episoden im mittleren
Lebensabschnitt auftreten, was das Risiko einer spateren Alzheimer-Erkrankung erhéht
(Saczinsky et al., 2010; Barnes et al., 2006; Jorm et al., 1991; Speck et al., 1995; Green et

al., 2003), kommt die beschriebene Problematik ohnehin nicht zum Tragen.
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5.3.7 Ausblick

Die vorliegende Studie zeigt eine inhibierende Wirkung von aSMase-Inhibitoren auf die
amyloidogene APP-Prozessierung, wodurch die Menge an in hohen Konzentrationen
toxischen AB-Peptiden reduziert werden kann. Zusatzlich wird die Degradation dieser
Peptide verstarkt und deren Aggregation reduziert. Weitere Studien missen nun zeigen, ob
sich die Ergebnisse dieser Zellkultur-Studie auch im Tiermodell reproduzieren lassen und
letztlich auf den Alzheimer-Patienten Ubertragbar sind. Besonders im Hinblick auf den
vielfach postulierten Zusammenhang zwischen der Alzheimer Krankheit und dem Auftreten
von Depressionen erscheint ein solcher Therapieansatz sinnvoll, auch wenn die kausale
Verbindung der beiden Krankheitsbilder nach wie vor umstritten ist. Wahrend einige Autoren
in der Depression eine friihe Begleiterscheinung der Alzheimer-Pathologie sehen (Berger et
al., 1999; Chen et al.,, 1999; Li et al., 2011), gehen andere davon aus, dass depressive
Episoden das Risiko fur eine spatere Alzheimer-Erkrankung erhéhen. Mittlerweile konnten
mehrere Studien belegen, dass Depressionen in friiheren Lebensabschnitten das spatere
Risiko einer Demenzerkrankung auf das bis zu Zweifache erhdéhen (Saczinsky et al., 2010;
Barnes et al.,, 2006; Jorm et al., 1991; Speck et al., 1995; Green et al., 2003). Eine
Depression in einem spateren Lebensabschnitt scheint dagegen eher eine frihe
Manifestation der Alzheimer Krankheit zu sein (Barnes et al., 2012). In beiden Fallen
erscheint eine Behandlung mit trizyklischen Antidepressiva, die als aSMase-Inhibitoren
wirken, Erfolg versprechend. Dies wirde darUber hinaus die Unterscheidung und
Abgrenzung der frihen Symptome der Alzheimer Krankheit von einer depressiven
Verstimmung, die sich in der Praxis oft schwierig gestaltet, Uberflissig machen. Die
molekulare Gemeinsamkeit der Erh6hung der aSMasen und damit der Ceramidspiegel, die
sowohl bei Depressionen als auch bei der Alzheimer Krankheit auftreten, macht die
Entwicklung spezifischer, nebenwirkungsfreier aSMase-Inhibitoren zu einem attraktiven

Ansatzpunkt der Alzheimer-Therapie.
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