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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Der bidirektionale Zusammenhang zwischen Sulfatiden und den molekularen Me-

chanismen der Alzheimer-Erkrankung

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine neurodegenerative Erkrankung die durch Ablagerung von extrazel-
lularen senilen Plaques gekennzeichnet ist. Den Hauptbestandteil dieser Plaques bildet das Peptid Amy-
loid-B (AP), welches durch die sequentielle Proteolyse des Amyloiden Vorldufer Proteins (APP) entsteht
(MASTERS et al., 1985). Die amyloidogene Prozessierung von APP erfolgt im ersten Schritt durch die
B-Sekretase BACEL. Die nicht-amyloidogene Prozessierung wird alternativ durch den Schnitt der a-
Sekretase initiiert (ZHANG et al., 2012). Die in der Membran verbliebenen Fragmente werden anschlie-
Rend durch den Multienzymkomplex der y-Sekretase geschnitten. Dabei entstehen bei der amyloidoge-
nen Prozessierung AB-Peptide unterschiedlicher Lange, wéhrend durch die nicht-amyloidogene Prozes-
sierung die Entstehung von AB verhindert wird (DULIN et al., 2008). In beiden Fallen wird zusatzlich
die APP-intrazellulare-Domaine (AICD) gebildet. APP und seinen Prozessierungsprodukten, insbeson-
dere AICD, werden neben der pathologischen Bedeutung bei der Alzheimer-Erkrankung auch wichtige
physiologische Funktionen zugeschrieben (LI et al., 1997; ROBINSON et al., 2014), wobei insbeson-
dere die genregulatorische Funktion von AICD vielfach diskutiert wurde (LAUER et al., 2020). APP
und die an der Proteolyse beteiligten Enzyme gehéren zur Gruppe der Transmembranproteine, sodass
durch eine Veranderung der Lipidzusammensetzung der Membranen die APP-Prozessierung beeinflusst
werden kann. Dies konnte fir einige Lipide bereits gezeigt werden (GRIMM et al., 2011b; PUGLIELLI
et al., 2003). Umgekehrt wirken sich die Prozessierungsprodukte von APP auch auf den Metabolismus
verschiedener Lipide aus (GRIMM et al., 2005; GRIMM et al., 2011a).

Sulfatide gehéren zur Gruppe der Sphingolipide und sind ein wichtiger Membranbestandteil insbeson-
dere der Lipid Rafts des Zentralennervensystems (BLOMQVIST et al., 2002). Die Sulfatid-Synthese
erfolgt durch die beiden Enzyme Ceramid-Galactosyltransferase (CGT) und Cerebrosid-Sulfotrans-
ferase (CST), wobei letztere den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt katalysiert (HIRAHARA et al.,
2000). In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass der Sulfatid-Gehalt im Gehirn von Alzheimer-
Patienten bereits in frihen Stadien der Erkrankung reduziert ist, wahrend andere dies nicht bestétigen
konnten (CHENG et al., 2013; HAN et al., 2002; GONZALEZ DE SAN ROMAN et al., 2017). Es blieb
dabei unklar, ob dies Ursache oder Konsequenz der Alzheimer-Erkrankung ist was im Rahmen dieser

Arbeit néher analysiert wurde.

Diese Arbeit untersuchte zunachst verschiedene Zellkulturmodelle, welche eine Defizienz fiir die APP-

Proteinfamilie oder Presenilin aufwiesen. Es lie} sich dort eine Steigerung der Sulfatid-Synthese, des
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Sulfatid-Gehaltes und der Genexpression der beteiligten Enzyme CGT und CST nachweisen. Diese Ver-
anderungen konnten mit Hilfe veschiedener Methoden dem Effekt von AICD zugeordnet werden. Eine
Erhéhung von AICD in der Zelle, sowohl durch Zugabe von synthetischem AICD als auch durch Uber-
expression dieses APP-Fragments, fiihrte dabei zu einer Reduktion der Genexpression der CST. Im Pro-
motoraktivitatsversuch liel sich zudem eine reduzierte Promotoraktivitat der CST in Folge einer Inku-
bation mit AICD verzeichnen. In einem Mausmodell konnte die in vivo Relevanz dieser Ergebnisse in
murinem Gehirngewebe bestatigt werden. Die APP-Prozessierung scheint somit einen direkten Einfluss

auf die Sulfatid-Synthese zu besitzen.

Sulfatide flihrten umgekehrt im Zellkulturversuch zur Reduktion des sezernierten AB. Urséchlich zeigte
sich dabei eine verringerte amyloidogene Prozessierung, wéhrend die nicht-amyloidogene Prozessie-
rung und die AB-Degradation nicht durch Sulfatide beeinflusst wurden. Mechanistisch konnte beobach-
tet werden, dass Sulfatide den BACE1-Proteingehalt und die B-Sekretase-Aktivitat durch eine verstarkte
Degradation des Enzyms und eine Reduktion des endosomalen BACE1 vermindern konnen. Sulfatide
inhibitieren auBerdem die y-Sekretase-Aktivitat direkt, sowie indirekt durch eine Umverteilung aus den
Raft-Regionen in die non-Raft-Regionen. Die Beeinflussung der - und y-Sekretase durch Sulfatide lief}
sich zusatzlich in vivo in murinem Hirngewebe bestatigen. In vitro bewirkte aulerdem ein erhéhter Sul-

fatid-Gehalt eine Verzogerung der AP42-Aggregation und eine Reduktion der toxischen Oligomere.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der zerebralen Sulfatide im Rahmen der
Alzheimer-Erkrankung eine verstarkte amyloidogene Prozessierung und gesteigerte APs-Aggregation
bedingen sodass die pathophysiologischen Prozesse der Erkrankung gefdrdert werden kdnnten. Die da-
raus resultierende gesteigerte Bildung von AICD kénnte zusatzlich den Verlust der Sulfatide durch eine
Hemmung der Synthese verstérken, sodass ein circulus vitiosus die Folge wére. Umgekehrt konnte somit
die Erh6hung des Sulfatid-Gehaltes im Gehirn von Alzheimer-Patienten eine therapeutische Option dar-

stellen.
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1.2 Bidirectional link between sulfatides and the molecular mechanisms of

Alzheimer’s disease

Alzheimer's disease is a neurodegenerative disease characterized by the deposition of extracellular senile
plaques. The main component of these plaques is amyloid-p (AB) peptide, which is formed by the se-
guential proteolysis of the amyloid precursor protein (APP) (MASTERS et al., 1985). Two different
processing pathways exist. In the amyloidogenic processing p-secretase BACEL starts the cleavage,
whereas the non-amyloidogenic pathway is initiated by the a-secretase (ZHANG et al., 2012). The mul-
tienzyme complex of the y-secretase then catalyzes the subsequent proteolysis of the remaining mem-
brane fragments. During the amyloidogenic processing AB-peptides of different lengths are formed by
the y-secretase, while the non-amyloidogenic processing prevents the formation of A (DULIN et al.,
2008). In both cases, the APP-intracellular domain (AICD) is released to the cytosol. APP and its pro-
cessing products, particularly AICD, are believed to have important physiological functions beside their
relevance in Alzheimer's disease (LI et al., 1997; ROBINSON et al., 2014). In this context AICD is
discussed to influence transcriptional gene regulation (LAUER et al., 2020). Both, APP and the former
mentioned secretases, are transmembrane proteins, suggesting that APP processing is influenced by lipid
composition of the cellular membranes. This has already been proofed for some lipids (GRIMM et al.,
2011b; PUGLIELLLI et al., 2003). Conversely, the processing products of APP also affect the metabo-
lism of various lipid classes like cholesterol or sphingolipids (GRIMM et al., 2005; GRIMM et al.,
2011a).

Sulfatides belong to the group of sphingolipids and are important membrane components, especially in
the lipid rafts of the central nervous system (BLOMQVIST et al., 2002). Sulfatide synthesis is mediated
by the enzymes ceramide galactosyltransferase (CGT) and cerebroside sulfotransferase (CST), the latter
catalyzing the rate-limiting step of the sulfatide synthesis (HIRAHARA et al., 2000). Several studies
reported that sulfatide content in the brain of Alzheimer's patients is already reduced in the early stages
of the disease (CHENG et al., 2013; HAN et al., 2002; GONZALEZ DE SAN ROMAN et al., 2017).
Nevertheless, it remains unclear whether this is cause or consequence of Alzheimer's disease. Investi-

gating this controversy was one of the aims of this project.

This work first investigated various cell culture models with deficiency for the APP protein family or
presenilin. An increase in sulfatide synthesis, sulfatide content and gene expression of the involved en-
zymes CGT and CST was detected. Using various methods, these changes could be attributed to the
effect of AICD. Increased AICD level, through the addition of synthetic AICD as well as overexpression
of the APP fragment, led to a reduced CST gene expression. Moreover, promoter assays revealed a
decrease of CST promoter activity in the presence of AICD. Similar findings were also obtained when
analyzing murine brain tissue, pointing at the great the in vivo relevance and thus indicating that sulfatide

synthesis is directly influenced by APP-processing.
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On the other hand, we observed that, through an inhibition of the amyloidogenic processing, sulfatides
reduce the AP level in cell culture experiments, whereas the non-amyloidogenic pathway and Ap deg-
radation remained unaffected. Mechanistically, sulfatides decreased BACE1 protein levels and -secre-
tase activity by accelerating enzyme degradation and reducing endosomal BACEL. Furthermore, sul-
fatides inhibited y-secretase activity directly as well as indirectly by shifting the secretase from raft
regions to non-raft regions. The effect of sulfatides on B- and y-secretase was also confirmed in vivo in
murine brain tissue. In addition, elevated sulfatide level caused a delay in AB4> aggregation and reduc-

tion of toxic oligomers in vitro.

In conclusion, the loss of cerebral suldatides in Alzheimer's disease could result in enhanced amyloido-
genic processing and A4, aggregation and consequently accelerate the disease pathophysiological pro-
cesses. The increased formation of AICD could further promote the loss of sulfatides, resulting in a
vicious circle. Raising cerebral sulfatide concentration in Alzheimer's patients therefore represents a
promising therapeutic option.
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2 Einleitung

2.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Es wird geschétzt, dass derzeit ca. 55 Millionen Menschen weltweit an Demenz erkrankt sind, wobei
jeder siebte Tod mit einer Demenz assoziiert ist (GAUTHIER, 2021). Circa 60-80 % der Demenzkran-
ken leiden dabei an der Alzheimer-Erkrankung, womit diese die haufigste Ursache der Demenz darstellt
(PRINCE et al., 2015). Im Rahmen des Demographischen Wandels schétzt man, dass die Zahl der Er-
krankungen bis zum Jahr 2050 auf 131 Millionen ansteigen wird (PRINCE et al., 2015).

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine langsam fortschreitende, neurodegenerative Erkrankung die zu ei-
nem stetigen Abbau der kognitiven Leistungen fuhrt. Frilhe Symptome der Erkrankung zeigen sich hau-
fig in Form von Wortfindungsstérungen, Einschrankungen des Kurzzeitgedachtnisses und der raumli-
chen Orientierung (MCKHANN et al., 2011). Im spateren Verlauf verschlechtern sich insbesondere die
kortikalen Funktionen, sodass typische Symptome wie Apraxie, Agnosie und eine langsam progrediente
Aphasie auftreten (ATRI, 2019). Nach einem jahrelangen Prozess stellen Sekundarerkrankungen im
Rahmen der Bettlagerigkeit, beispielsweise Pneumonien oder Harnwegsinfekte, die haufigste Todesur-
sache dar (BRUNNSTROM, ENGLUND, 2009; DASCH et al., 2018). Man unterteilt die Erkrankung
heute in drei Stadien. Die praklinische Alzheimer-Erkrankung, die ohne spiirbare Symptome einhergeht,
kann schon Jahre vor Symptombeginn mit Hilfe von Biomarkern und radiologischer Bildgebung diag-
nostiziert werden (DUBOIS et al., 2016; JACK et al., 2009). Das sich anschlieBende Stadium des ,,Mild
Cognitive Impairment*, kurz MCI, ist gekennzeichnet durch geringfiigige Defizite der Patienten, diese
dirfen den Alltag jedoch noch nicht merklich beeinflussen (MUKADAM, 2018). In einer friiheren Stu-
die konnte gezeigt werden, dass etwa 50 % der MCI-Patienten innerhalb von vier Jahren eine Alzhei-
mer-Demenz entwickeln (PETERSEN et al., 1999). Die kognitive Leistungsfahigkeit der MClI-Patienten
zeigt sich bei neuropsychologischen Testungen insbesondere in der Gedéchtnissfunktion beeintrachtigt,
wéhrend die Patienten mit einer Alzheimer-Demenz auch in anderen Leistungsbereichen schlecht ab-
schnitten (PETERSEN et al., 1999). Im dritten Stadium der Erkrankung, der manifesten Alzheimer-
Demenz, sind die Patienten nicht mehr in der Lage ihren Alltag ohne fremde Hilfe alleine zu bewéltigen
(JACK et al., 2009). Wegen der hohen Pflegebedirftigkeit der Patienten ist der soziodkonomische
Aspekt der Erkrankung groR.

Aufgrund dieser Umsténde beschéftigt sich die Forschung seit vielen Jahren mit der Therapie der Er-
krankung. Die einzige bis heute zugelassene Therapie besteht in einer symptomatischen Behandlung mit
dem NMDA-Rezeptorantagonist Memantin oder Acetylcholinesterase-Inhibitoren (z. B. Rivastigmin
oder Donepezil) (KIM, FACTORA, 2018), wodurch der Zeitpunkt des Verlustes der Selbststandigkeit
um wenige Monate herausgezdgert werden kann. Eine Kombinationstherapie erscheint dabei der Mo-

notherapie Uberlegen zu sein (GUO et al., 2020). Obwohl zahlreiche Studien mit dem Ziel einer kausalen
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Therapiemdglichkeit initiiert wurden, waren die Ergebnisse der Forschungsarbeiten der letzten Jahre
meist negativ ausgefallen (DOODY et al., 2013; SALLOWAY et al., 2014). Eine erst kirzlich publi-
zierte Arbeit konnte zwar durch die Gabe eines speziellen gegen Amyloid B gerichteten Antikorper den
kognitiven Abbau leicht verzégern, jedoch traten hierunter auch merkliche Nebenwirkungen auf (VAN
DYCK et al., 2022). Malgeblich fiir die haufig fehlende Wirksamkeit scheint u. a. der zu spate Beginn
der Therapie bei bereits erkrankten Patienten zu sein (SPERLING et al., 2011). Das Erkennen von be-
handelbaren Risikofaktoren und frilhen Vorzeichen der Alzheimer-Erkrankung spielt somit eine ent-
scheidende Rolle. Neben den nicht beeinflussharen Risikofaktoren wie Alter, familiare Belastung und
dem Apolipoprotein Ee4 (ApoEe4) -Genotyp, wurde zunehmend auch flir modifizierbare Faktoren wie
Hyperlipiddmie, Diabetes mellitus, Rauchen, Adipositas und Hypertonie eine Erhéhung des Alzheimer-
risikos nachgewiesen (BAUMGART et al., 2015; BLECKWENN et al., 2017; KEHOE, WILCOCK,
2007; WHITMER, 2007). Interessanterweise zeigen neuere Studien, dass die Inzidenz der Alzheimer-
Erkrankung durch die Optimierung der vaskuldren Risikofaktoren in den letzten Jahren bereits gesunken
ist. Unter den Uber 65-Jahrigen konnte dabei eine Reduktion der Inzidenz um ca. 20 % innerhalb von
20 Jahren beobachtet werden (MATTHEWS et al., 2016). Dies unterstreicht die Relevanz von frihzei-
tigen, praventiven Malinahmen zur Verminderung der Erkrankungshaufigkeit.

Die sporadische Form der Alzheimer-Erkrankung, auch ,.late onset Alzheimer Disease*(LOAD), macht
mit Uber 95 % den weit groten Teil der Erkrankten aus. Neben dieser Form gibt es auch eine familiére
Form der Erkrankung, die sogenannte (sog.) ,,early onset Alzheimer Disease” (EOAD), die sich durch
einen friheren Erkrankungsbeginn in der Regel deutlich vor dem 65. Lebensjahr, auszeichnet
(CAMPION et al., 1999). Ursachlich fir diese seltene Form der Erkrankung sind Mutationen im Amy-
loiden Vorlauferprotein (engl.: Amyloid precursor protein, APP) oder im Presenilin (PS), Proteine denen
in der Pathogenese der Erkrankung eine entscheidende Funktion zugeschrieben wird (FILLEY et al.,
2007; GROUP, 1995).

2.2 Molekulare Prozesse der Alzheimer-Erkrankung

In der neuropathologischen Untersuchung des Gehirns von Alzheimer-Patienten findet sich makrosko-
pisch und radiologisch eine Erweiterung sowohl der duBeren als auch der inneren Liquorrdume, welche
auf eine ausgepréagte, kortikale Atrophie im Rahmen des neuronalen Zellverlustes zurtickzufiihren sind
(TEN KATE et al., 2018). Zu den am friihesten betroffenen Hirnregionen gehéren dabei der Hippocam-
pus sowie der temporale- und parietale Kortex. In diesen Hirnregionen sind die entscheidenden Struk-
turen fir den Erhalt einer regelrechten Gedé&chtnisfunktion lokalisiert (DICKERSON et al., 2001,
HUBBARD, ANDERSON, 1981). Histopathologisches Merkmal der Alzheimer-Erkrankung sind die
extrazelluldren senilen Plaques und die intraneuronalen Bundel aus sog. Neurofibrillen
(BEYREUTHER, MASTERS, 1997; GRUNDKE-IQBAL et al., 1986). Diese aus hyperphosphorylier-
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tem Tau-Protein bestehenden Neurofibrillen (NFTs, engl. neurofibrillary tangels) kénnen auch bei an-
deren neurodegenerativen Erkrankungen, wie beispielweise der Frontotemporalen Demenz oder der
Kortikobasalen Degeneration nachgewiesen werden, weswegen diese Erkrankungen auch unter dem
Begriff der Tauopathien zusammengefasst werden (SAHA, SEN, 2019). Tau-Proteine dienen unter phy-
siologischen Bedingungen insbesondere der Stabilisierung der Mikrotubuli, wobei diese Wechselwir-
kung in Folge der Hyperphosphorylierung im Rahmen der pathophysiologischen Prozesse gestort wird
(DRUBIN, KIRSCHNER, 1986; GOEDERT et al., 1993). Folge hieraus sind gestorte axonale Trans-
portprozesse und die Ablagerung der NFTs was im Verlauf zu einem progredienten Zelluntergang flhrt
(CONGDON, SIGURDSSON, 2018; IQBAL et al., 2005). Die Tauopathien unterscheiden sich insbe-
sondere durch die unterschiedlichen Lokalisationen der Ablagerung, welche jeweils charakteristisch fiir
eine bestimmte Erkrankung sind. Bei der Alzheimer-Erkrankung kdnnen NFTs zundchst im Entorhina-
len-Cortex und Hippocampus nachgewiesen werden. Mit fortschreitender Erkrankung weitet sich die
Ablagerung auch auf andere Hirnregionen wie den Neocortex aus (BRAAK, BRAAK, 1991, 1997).
Entsprechend dieser fiir die Alzheimer-Erkrankung typischen Verteilung, erfolgt auch die post mortem
durchgefiihrte pathologische Einteilung in die sog. Braak-Stadien. Es gibt insgesamt sechs Braak-Sta-
dien, wobei ein hoheres Braak-Stadium mit einer stdrkeren Tau-Pathologie einhergeht (BRAAK,
BRAAK, 1991). Im Rahmen fruherer Studien konnte ein enger Zusammenhang zwischen dem VVorkom-
men von NFTs und der Schwere der Erkrankung nachwiesen werden (ARRIAGADA et al., 1992).

Amyloid B (Ap) stellt den Hauptbestandteil der extrazelluldren senilen Plaques dar (MASTERS et al.,
1985). Wihrend Studien zeigten, dass eine erhdhte Konzentration von A zu einer vermehrten Bildung
von NFTs flihrt, kann umgekehrt durch die Steigerung der Tau-Synthese keine Ausbildung von senilen
Plaques provoziert werden (GOTZ et al., 2001; ODDO et al., 2007). Die Hypothese der Amyloid-Kas-
kade, die die gesteigerte Bildung von AB an den Beginn der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung
stellt, gewinnt daher zunehmend wissenschaftliche Evidenz (HURTADO et al., 2010). Mit der Ausbil-
dung von senilen Plaques kommt es wahrend des Krankheitsprozesses zu einer vermehrten Aktivierung
der Gliazellen und gesteigerten Ausschiittung von Entzindungsmediatoren in deren Umgebung
(BOLOS et al., 2017; HANSEN et al., 2018). Neben der direkten neurotoxischen Wirkung von AB und
den NFTs fuhrt dies zu einer zusétzlichen Schadigung der Neurone und schlieBlich zum Zelluntergang
(KOWALL, 1994; TUPPO, ARIAS, 2005).

Waéhrend die haufigste Form von AP das 40 Aminosdure lange APa4o bildet, kann innerhalb der senilen
Plaques als dominante Form A4, nachgewiesen werden (TAMAOKA et al., 1994). Dieses Peptid, wel-
ches nur etwa ein Zehntel des Gesamt-Ap bildet, besitzt die beiden zusétzlichen Aminoséuren Isoleucin

und Valin. Die hierdurch bedingte Zunahme der Hydrophobizitat bewirkt eine gesteigerte Tendenz zur
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Aggregation (BURDICK et al., 1992). Die verschiedenen AB-Spezies entstehen dabei infolge der se-
guenziellen Proteolyse von APP. Wie oben beschriebenen, lassen sich auch die EOAD-Falle auf Muta-
tionen in eben diesen Proteinen zurlckfihren (FILLEY et al., 2007; GROUP, 1995).

2.3 Amyloides Vorlauferprotein und seine Prozessierung

APP ist ein hochkonserviertes Protein dessen Homologe bei verschiedensten Spezies nachgewiesen wer-
den konnten (DAIGLE, LI, 1993; LUO et al., 1990). Dies legt eine wichtige physiologische Funktion
des Proteins nahe. Gemeinsam mit den beiden APP-ahnlichen Proteinen (engl. APP-like protein; APLP)
APLP1 und APLP2 bildet APP eine Proteinfamilie. Durch alternatives Splicen entstehen mindestens 10
verschiedene Isoformen des Proteins die gewebeabhéngig nachgewiesen werden kdnnen (SANDBRINK
et al., 1996). Das in Neuronen synthetisierte APP695 gehdrt gemeinsam mit dem in Gliazellen und pe-
ripherem Gewebe gebildetem APP751 und APP770 zu den hdufigsten Isoformen (SANDBRINK et al.,
1994). APP ist ein Typ I-Transmembranprotein und unterteilt sich in einen grof3en, extrazellularen N-
terminalen Bereich, eine Transmembrandomaéne und einen kurzen, intrazelluldaren C-Terminus (KANG
etal., 1987).

APP wird in der Zelle durch sequenzielle Proteolyse gespalten. Dieser Vorgang kann auf zwei unter-
schiedlichen Wegen stattfinden: der amyloidogenen- oder der nicht-amyloidogenen Prozessierung
(ZHANG et al., 2012). Entscheidend ist dabei der erste Schritt der Proteolyse von APP. Die nicht-amy-
loidogene Prozessierung wird durch den Schnitt der a-Sekretase eingeleitet. Dieser fulhrt zu einer N-
terminalen Freisetzung des sekretorischen APPa (sAPPa), sodass dieses extrazelluldr nachgewiesen
werden kann (LICHTENTHALER, 2012). Der in der Membran verbleibende Anteil des APP umfasst
83 Aminosduren und wird als a-Carboxy-terminales Fragment (a«CTF) bezeichnet (LE BROCQUE et
al., 1998). Die katalytische Aktivitdt der a-Sekretase wird durch Metalloproteasen der sog. ADAM-
Familie (engl.: a disintegrin and metalloproteinase) gebildet. Die beiden Vertreter ADAM 10 und
ADAM 17 besitzen dabei die groBte physiologische Bedeutung im Gehirn (ALLINSON et al., 2003;
SLACK et al., 2001).

Zu Beginn der amyloidogenen Prozessierung wird APP im Gegenzug durch die B-Sekretase geschnitten,
was in Analogie zur nicht-amyloidogenen Prozessierung, die Freisetzung des sekretorischen APPJ
(sAPPp) bewirkt. Das membrangebundene B-carboxy-terminale Fragment (B-CTF) besteht aus 99 Ami-
nosauren (LE BROCQUE et al., 1998). Die Proteolyse von APP im Bereich der B-Schnittstelle wird
durch das Enzym BACEL (engl. p-site APP converting enzyme) katalysiert (VASSAR et al., 1999).
Sowohl a-CTF als auch B-CTF werden anschliefend innerhalb der Transmembrandomaéne durch die y-
Sekretase geschnitten. Dabei wird in beiden Fallen vom C-Terminus die APP-intrazelluldare Doméne
(AICD) abgespalten, wahrend sich die in den Extrazellularraum freigesetzten N-terminalen Fragmente
unterscheiden (KAKUDA et al., 2006; LE BROCQUE et al., 1998). Der y-Sekretase-Schnitt des B-CTF
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bewirkt die Entstehung von AP, aus a-CTF wird das extrazelluldre Fragment p3 durch die Spaltung
gebildet (DULIN et al., 2008). Das Peptid p3 besitzt im Gegensatz zu AP keine erhohte Aggregations-
tendenz weswegen die negativen Effekte auf die synaptische Funktion und erhéhte Zelltoxizitét entfal-
len (DULIN et al., 2008). Abbildung 1 stellt die APP-Prozessierung noch einmal schematisch dar.

nicht-amyloidogene
Prozessierung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung. Abbildung 1 zeigt die schemati-
sche Darstellung der APP-Prozessierung. Hierbei wird die amyloidogene- von der nicht-amyloidogenen
Prozessierung unterschieden. Der erste Schritt der amyloidogenen Prozessierung wird durch die $-Sek-
retase katalysiert, wobei sAPPp freigesetzt wird. Die a-Sekretase schneidet im Gegenzug bei der nicht-
amyloidogenen Prozessierung APP innerhalb der AB-Domaéne, das sekretorische Fragment sAPPa wird
freigesetzt. Die in der Membran verbleibenden Fragmente a- bzw. B-CTF werden im zweiten Schritt der
APP-Prozessierung durch die y-Sekretase innerhalb der Transmembrandoméne geschnitten, wobei auf
dem Weg der amyloidogenen Prozessierung die Fragmente A und AICD, im Falle der nicht-amyloido-
genen Prozessierung die Fragmente p3 und AICD, gebildet werden.

Die Kenntnis (iber die molekularbiologischen VVorgange insbesondere der amyloidogenen Prozessierung
ist fUr das bessere Verstdndnis der Alzheimer-Erkrankung essentiell. Schlusselrolle kommt dabei den
beiden Enzymen f- und y-Sekretase zu, deren Aktivitaten die Entstehung von AP und somit den Ge-

samtgehalt von AP im Gehirn, direkt beeinflussen (BODENDORF et al., 2002; COOK et al., 2010). Im
Folgenden soll auf diese beiden Enzyme noch einmal ndher eingegangen werden.

Die B-Sekretase BACEL1 ist eine Aspartatprotease und gehort ebenso wie APP zu den Typ I-Transmemb-
ranproteinen. lhr katalytisches Zentrum besteht aus zwei Aspartat-Resten und befindet sich im Bereich
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der Ektodoméne (zusammengefasst in KOELSCH et al., 2017). Die proteolytische Aktivitat von BACE1
beschrankt sich dabei nicht nur auf APP, sondern auch andere Transmembranproteine kénnen BACE1
als Substrat dienen. Hierzu zahlen beispielsweise LRP (engl. low-density lipoprotein receptor-related
protein), die f2-Untereinheit spannungsabhangiger Natriumkanéle und Neuregulin I (VON ARNIM et
al., 2005; WILLEM et al., 2006; WONG et al., 2005). Neuregulin | spielt eine wichtige Rolle bei der
Myelinisierung von Nerven. Es wird deshalb flr den Phanotyp von BACE1-Knock-Out-Mausen ver-
antwortlich gemacht, die ebenfalls eine Beeintrachtigung der Myelinisierung aufweisen (FLECK et al.,
2012; WILLEM et al., 2006).

BACE1 wird im Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert. Nach posttranslationaler Reifung entsteht
im Golgi-Apparat durch Abspaltung der Prodoméne die aktive Form des Enzyms, welches von dort an
die Plasmamembran transportiert wird (BENNETT et al., 2000; CAPELL et al., 2000; KOELSCH,
2017). Die B-Sekretase unterliegt anschlie}end einem standigen Recycling zwischen der Plasmamemb-
ran, dem spaten Trans-Golgi-Netzwerk und den friihen endosomalen Kompartimenten (WALTER et al.,
2001). Die Aktivitat und die Substratspezifitat von BACEL werden dabei durch die Lokalisation stark
beeinflusst. Die groite Aktivitat, insbesondere auf APP, besitzt BACE1 auf Grund seines pH-Optimums
im sauren Bereich innerhalb der friihen endosomalen Kompartimente (CHOY et al., 2012; TESCO et
al., 2007). Die Bedeutung seiner Lokalisation in den Cholesterin- und Sphingolipid-reichen Mikrodo-
ménen der Membranen, sog. Lipid Rafts, fur die APP-Prozessierung wird bis heute kontrovers diskutiert
(CORDY et al., 2003; VETRIVEL et al., 2009). Die Degradation von BACEL erfolgt berwiegend in
den lysosomalen Kompartimenten (KANG et al., 2010; KOH et al., 2005). Der proteasomale Abbau des
Enzyms ist aufgrund der inkongruenten Studienlage noch umstritten (KANG et al., 2010; QING et al.,
2004).

Aufgrund der vielen physiologischen Funktionen von BACEL wurde flr die Alzheimer-Erkrankung als
therapeutische Strategie eine unvollstandige Inhibition des Enzyms diskutiert (SATIR et al., 2020). Im
Mausmodell konnten Chow et al. zeigen, dass dabei die simultane Inhibition der - und y-Sekretase
mittels heterozygoten Knock-outs einen deutlich starkeren Effekt auf die AB-Last und die kognitiven
Funktionen hatte, als die Reduktion nur eines Enzyms (CHOW et al., 2010). Hierdurch ware in der
klinischen Anwendung auch eine Verbesserung des Nebenwirkungsprofils denkbar. Eine Vielzahl von
Medikamentenstudien beschéftigte sich in den letzten Jahren mit der Anwendung von BACEZL-Inhibi-
toren in der Therapie der Alzheimer-Erkrankung (KENNEDY et al., 2016; WESSELS et al., 2020). Die
ersten Studien zur Wirksamkeit dieser Therapien zeigten bisher jedoch keine positiven Effekte auf die
kognitiven Funktionen (EGAN et al., 2018; EGAN et al., 2019). Als Ursache hierfir wird oft der zu
spate Therapiebeginn diskutiert. Noch gesunde Probanden, im préklinischen Stadium der Erkrankung,

kdnnten jedoch nur ohne das Auftreten relevanter Nebenwirkungen medikamentts behandelt werden.
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Hier wére eine geringe Inhibition des Enzyms (ber einen langen Zeitraum, beispielsweise durch Beein-
flussung der intrazellularen Verteilung oder der Degradation von BACEL, ein méglicher therapeutischer

Ansatz.

Die fiir den letzten Schritt der AB-Produktion verantwortliche y-Sekretase wird durch einen Mul-
tienzymkomplex gebildet. Dieser kann unterschiedlich zusammengesetzt sein, beinhaltet jedoch immer
vier Proteine. Die katalytische Einheit der y-Sekretase wird dabei durch Presenilin gebildet, welches in
den beiden Subtypen 1 oder 2 (PS 1, PS 2) Bestandteil der Sekretase sein kann (KIMBERLY et al.,
2000). Essentielle Komponenten der y-Sekretase sind aulerdem Nicastrin, PEN2 (engl. Presenilin en-
hancer 2) und eines der beiden Enzyme Aphla oder Aphlb (engl. Anterior pharynx detective 1) (DE
STROOPER, 2003). Presenilin besitzt insgesamt neun Transmembrandoménen, wobei zwei Aspar-
tatreste innerhalb der 6. und 7. Doméne flir seine proteolytische Funktion verantwortlich sind (WOLFE
et al., 1999). Nicastrin wird eine Bedeutung bei der Erkennung und Bindung des Substrates zugeschrie-
ben und stabilisiert den Multienzymkomplex (SHAH et al., 2005). Eine neuere Studie konnte zeigen,
dass die Produktion der verschiedenen AB-Subspezies unter anderem (u. a.) auch von der Zusammen-
setzung des y-Sekretase-Komplexes abhéngig ist (SHAH et al., 2005). Interessanterweise scheint des
Weiteren die Membrandicke fiir die Entstehung der verschiedenen AB-Spezies entscheidend. Dabei wer-
den einer Studie zufolge vermehrt APso-Peptide in diinneren Membranen gebildet (GRZIWA et al.,
2003). Veranderungen der Lipidkomposition kénnen dabei die Membrandicke beeinflussen, was sich
folglich auch auf das A4/ APao-Verhaltnis auswirken wirde. Neben APP wurden tber 90 weitere Trans-
membranproteine beschrieben die dem Enzymkomplex als Substrat dienen kénnen (MEDORO et al.,
2018). Besonders hervorzuheben ist dabei das Notch-Protein, welches als Rezeptor an der Zelloberfla-
che dient. Nach Einleitung des Notch-Signalweges wird die durch die y-Sekretase gebildete intrazellu-
lare Doméne von Notch (NICD) freigesetzt. Diese besitzt wichtige genregulatorische Funktionen
(KOPAN et al., 1996) und ist wahrend der zerebralen Entwicklung beispielsweise bei der Entstehung
neuronaler Netzwerke und der synaptischen Plastizitét beteiligt (ALBERI et al., 2013).

Die y-Sekretase besitzt die Besonderheit ihre Substrate in der Mitte der Membran zu schneiden, ein
Prozess der als RIP (engl. regulated intramembrane proteolysis) bezeichnet wird. Im Gegensatz zu an-
deren proteolytischen VVorgéangen scheint durch die spezielle Lage der Proteolyse innerhalb der Memb-
ran nicht die Aminoséuresequenz des Proteins entscheidend zu sein (BROWN et al., 2000). Stattdessen
spielt die Zusammensetzung der Lipide in der Membran eine wichtige Rolle in der Funktion des Enzyms
(OSENKOWSKI et al., 2008). Im Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung wird die unterschied-
liche Lokalisation der y-Sekretase innerhalb der Membran als entscheidender Faktor fur die Substratspe-
zifitdt angesehen. Dabei wird diskutiert, dass die amyloidogene Prozessierung des BCTF inshesondere

in den Lipid Raft-Regionen der Membranen stattfindet, wéhrend andere Substrate der y-Sekretase, u. a.
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auch aCTF, vorwiegend in den Non-Raft-Doménen geschnitten werden (BHATTACHARYYA et al.,
2013; HUR et al., 2008).

Betrachtet man die beiden Schritte der amyloidogenen Prozessierung in Zusammenschau ist besonders
auffdllig, dass es sich bei allen beteiligten Proteinen um Transmembranproteine handelt und die y-Sek-
retase sogar innerhalb der Lipiddoppelschicht ihr Substrat umsetzt. Dies legt nahe, dass die Funktion
und Lokalisation der Proteine durch die Lipidkomposition der Membranen beeinflusst werden konnte.
Mehrere Studien zeigten, dass sowohl fiir die B-Sekretase als auch fiir die y-Sekretase Anderungen ihrer
Aktivitat durch Lipide moglich sind (GRIMM et al., 2005; PUGLIELLI et al., 2003).

2.4  Ap-Homoostase: Degradation und Aggregation

Neben der Synthese von AP ist auch die Kenntnis iiber die Degradation und Aggregation von A wichtig
fur das Verstandnis der Alzheimer-Erkrankung. Die Degradation von AP kann sowohl intra- als auch
extrazelluldr stattfinden. Die meisten AB-degradierenden Enzyme sind Metalloproteasen, wobei die
grofte Bedeutung und Relevanz in vivo das intrazelluldre IDE (engl. insulin degrading enzyme) und das
membrangebundene Neprilysin (NEP) besitzen (FARRIS et al., 2003; IWATA et al., 2000). Im IDE-
bzw. NEP-Knock-Out Mausmodell, sowie Tierversuchen mit NEP-Inhibitoren, konnte eine signifikante
Steigerung des zerebralen AB-Gehaltes beobachtet werden (FARRIS et al., 2003; HUANG et al., 2006;
IWATA et al., 2000). Gleichzeitig lieRen sich auch eine reduzierte synaptische Plastizitét und schlech-
tere Resultate bei der rdumlichen Orientierung nachweisen (HUANG et al., 2006). Vergleichbare Ver-
anderungen spielen auch im Mausmodell der Alzheimer-Erkrankung eine Rolle, weswegen ein Zusam-
menhang zwischen der Verdnderung der AB-Degradation und der Alzheimer-Erkrankung vermutet
wurde. Anabolismus und Katabolismus von AP stehen unter physiologischen Bedingungen im Gleich-
gewicht und verhindern so einen AB-Uberschuss (BARANELLO et al., 2015). Neben einer verstarkten
Produktion konnte also auch ein verringerter Abbau von AP zur Entwicklung der Erkrankung beitragen.
Tatséchlich lieR sich bei Alzheimer-Patienten eine Reduktion von NEP und der AB-Degradation in den
am stérksten von der Pathologie betroffenen Hirnregionen nachweisen (MAWUENYEGA et al., 2010;
YASOJIMA et al., 2001). Auch fiir einige APP-Mutationen, die fur die EOAD verantwortlich sind,
konnte eine verringerte Aktivitat von NEP nachgewiesen werden (TSUBUKI et al., 2003). Eine Mitbe-
teiligung der AB-Degradation an der Krankheitsentstehung scheint daher moglich. In diesem Zusam-
menhang konnte das in den letzten Jahren vermehrt zum Einsatz kommende Medikament Sacubitril eine
besondere Relevanz besitzen. Der zur Herzinsuffizienztherapie eingesetzte NEP-Inhibitor konnte im
Tierversuch auch im Liquor nachgewiesen werden und filhrte zu Beginn der Therapie bei Affen zu
einem Anstieg der verschiedenen AB-Spezies im Gehirn. Im weiteren Verlauf von 30 Tagen normali-
sierte sich der AB-Gehalt jedoch wieder, sodass gefolgert wurde, dass die anderen AB-degradierenden
Enzyme in der Lage sind den Funktionsverlust von NEP auszugleichen (SCHOENFELD et al., 2017).

Es existieren bisher jedoch keine Langzeitstudien mit einer Medikamenten-Exposition tUber mehrere
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Jahre, sodass hier weitere Studien zeigen miissen, ob sich das Alzheimer-Risiko fur diese Patienten tiber

die Jahre hinweg erhoht.

Wihrend sich die bisherigen Ausfiihrungen mit der monomeren Form von AP beschéftigten, spielt ins-
besondere auch die AB-Aggregation fur die pathophysiologischen Prozesse der Erkrankung eine wich-
tige Rolle. Wie unter Abschnitt 2.2 erwéhnt findet sich in den Senilen Plaques, aufgrund seiner gréfieren
Aggregationsneigung, insbesondere ABs (TAMAOKA et al., 1994). Initiiert wird dieser Prozess der
Aggregation durch eine Konformationsianderung von A, wobei sich die zuféllige a-helikale Struktur in
eine p-Faltblattstruktur umwandelt (SOTO et al., 1994). Diese Anderung der Tertiarstruktur findet ins-
besondere bei Aa, statt, wihrend die kiirzeren AB-Peptide deutlich seltener p-Faltblattstrukturen aus-
bilden (BARROW, ZAGORSKI, 1991). Solche Monomere mit $-Faltblattstruktur lagern sich zunéchst
zu Dimeren zusammen, bevor sie zu Oligomeren aus 5-50 AB-Peptiden fusionieren (ROHER et al.,
1996). Dieser Prozess ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der AB-Aggregation und fihrt
schlielich zur Bildung eines Kerns der fur die weitere Anlagerung von AP-Peptiden essentiell ist
(LOMAKIN et al., 1996). Die darauffolgende Aggregation von AP verlduft iiber die Ausbildung von
Protofibrillen schliellich zu reifen Fibrillen, welche den Hauptbestandteil der Senilen Plaques darstellen
(ACX et al., 2014). Groltes wissenschaftliches Interesse gilt heute der Oligomer-Zwischenstufe. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass diese eine starke zytotoxische Wirkung besitzen, die
deutlich groRer ist als die der reifen Fibrillen (CLEARY et al., 2005; RESENDE et al., 2008). Neben
neurotoxischen Effekten scheinen die AB-Oligomere auch die Synaptogenese zu beeintrachtigen und
sich direkt auf die kognitiven Fahigkeiten von Méausen auszuwirken (CLEARY et al., 2005; SHANKAR
et al., 2007). Wahrend die Menge der Senilen Plaques in Gehirnen von Alzheimer-Patienten nur gering
mit dem Fortschritt der Erkrankung korreliert (TERRY et al., 1991), zeigten spatere Studien einen Zu-
sammenhang zwischen 16slichem AP und der Schwere der Erkrankung (MCLEAN et al., 1999). Be-
trachtet man diese Erkenntnisse in Zusammenschau wird deutlich, dass die oligomere Form von Af eine

wichtige Bedeutung in der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit besitzt.

2.5 Physiologische Funktionen von APP und seinen Prozessierungsprodukten

Die Forschung der letzten Jahre beschéftigte sich nicht nur mit den pathologischen Prozessen der Alz-
heimer-Erkrankung, sondern versuchte auch die physiologischen Funktionen von APP besser zu verste-
hen. In Knock-out-Experimenten wurde gezeigt, dass Mé&use, denen alle drei Mitglieder der APP-Fami-
lie fehlen, aufgrund einer schweren kortikalen Dysplasie bereits perinatal versterben (HERMS et al.,
2004). Auch die Defizienz von APP und APLP2 fiihrt zu schweren neuronalen Schéden beispielsweise
im Bereich von Synapsen und neuromuskuléaren Endplatten (WANG et al., 2005). Die Ergebnisse dieser
Knock-out-Studien zeigen, dass die APP-Proteinfamilie eine essentielle Rolle in der neuronalen Ent-
wicklung spielt. Auch nach der Reifung des zentralen und peripheren Nervensystems scheint das Trans-

membranprotein wichtige Aufgaben zu tibernehmen. Fir einige Proteine wie beispielsweise F-Spondin
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und LRP, konnte eine Bindung an die extrazellulare Doméne des APP nachgewiesen werden, sodass
man eine rezeptordhnliche Funktion des Proteins vermutet (HO, SUDHOF, 2004; KNAUER et al.,
1996). Neben dem Volllange-APP konnte auch flr seine Prozessierungsprodukte eine physiologische
Rolle belegt werden. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass SAPPa das Wachstum von Neuriten sti-
muliert und neurotrophe sowie neuroprotektive Wirkungen besitzt (LI et al., 1997; MUCKE et al.,
1996).

Mitunter das meiste Interesse der Forschung galt in den letzten Jahren dem sog. YENPTY-Motiv von
APP. Diese im Bereich des C-terminalen Endes von APP liegende Aminoséuresequenz ist hochkonser-
viert und bis zum Fadenwurm nachweisbar, was seine essentielle Bedeutung in der Funktion des Pro-
teins nahelegt (AYDIN et al., 2012). Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass durch eine Punktmutation
innerhalb dieser Sequenz ein funktionsunfahiges APP-Molekdl entsteht (BARBAGALLO et al., 2011).
In anderen Studien an Knock-Out-Mauslinien hat man nachweisen konnen, dass ohne diesen C-termi-
nalen Abschnitt von APP die Plastizitit und Morphologie der Synapsen beeintrachtigt wird
(KLEVANSKI et al., 2015). Viele verschiedene Proteine wurden beschrieben die in der Lage sind tber
diese Region mit APP zu interagieren, von denen einige der Internalisierung (z. B.: Dab2) oder Stabili-
sierung (z. B.: X11) von APP dienen (BORG et al., 1996). Am wichtigsten fiir das Verstandnis der
physiologischen Funktion von APP kdnnte dabei der Bindungspartner Fe65 sein. Nach der Spaltung von
APP durch die y-Sekretase bindet Fe65 an die im AICD befindliche YENPTY-Sequenz und wird ge-
meinsam mit diesem zum Zellkern transportiert. Es wird postuliert, dass durch die zuséatzliche Bindung
von Tip60 ein transkriptionell aktiver Komplex gebildet wird; der sog. AFT-Komplex (CAO, SUDHOF,
2001; PROBST et al., 2021). AICD wird somit eine genregulatorische Wirkung &hnlich der oben be-
schriebenen Funktion von NICD zugesprochen. Fe65 scheint dabei eine Rolle bei der Stabilisierung von
AICD wahrend des intrazellularen Transports zu spielen (CUPERS et al., 2001). Die molekularbiologi-
schen Vorgange der Translokation in den Nukleus und die zeitliche Zusammensetzung des AFT-Kom-
plexes wird noch immer kontrovers diskutiert und wird Forschungsziel der néchsten Jahre sein. Interes-
santerweise scheint insbesondere durch die amyloidogene Prozessierung gebildetes AICD transkriptio-
nell aktiv zu sein (BELYAEYV et al., 2010; GOODGER et al., 2009). In den letzten Jahren wurden immer
mehr Gene detektiert die einer Regulation durch AICD unterliegen (JIANG et al., 2020). Hierzu z&hlen
neben BACEL, IDE und NEP auch einige Schlusselenzyme des Lipidstoffwechsels (GRIMM et al.,
2015a; VON ROTZ et al., 2004). Insbesondere der Sphingolipidstoffwechsel scheint auf diesem Weg
beeinflusst zu werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der fir die Synthese aller Sphin-
golipide essentiellen Serin-Palmitoyl-CoA-Transferase durch AICD inhibiert werden kann (GRIMM et
al., 2011a). Auch die Aktivitaten der Glucosylceramidsynthase (GCS) und der GD3-Synthase (GD3S),
Schliisselenzyme des Gangliosid-Metabolismus, konnten durch AICD gesenkt werden (GRIMM et al.,
2014a; GRIMM et al., 2012). Zusatzlich zu diesen AICD-abhingigen Effekten konnte auch fiir AP selbst

eine Beteiligung an der Lipidhomdostase von Cholesterin und Sphingomyelin nachgewiesen werden
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(GRIMM et al., 2005). Betrachtet man dies in Zusammenschau scheint eine wechselseitige Interaktion

zwischen APP und den Membranlipiden wahrscheinlich.

2.6 Lipide und die Alzheimer-Erkrankung

Mit einem Lipidgehalt von etwa 50 % in Trockenmasse ist das Gehirn nach den Adipozyten das lipid-
reichste Gewebe des menschlichen Korpers (O'BRIEN, SAMPSON, 1965). Neben ihrer wichtigen Rolle
als membranbildende Molekiile besitzen einige Lipidklassen auch spezielle Aufgaben im Bereich der
Signaltransduktion oder der Funktion von Synapsen (LAUWERS et al., 2016; MENDELSON et al.,
2014). Interessanterweise konnten Mutationen in Genen des Lipidstoffwechsels auch fir einige neuro-
degenerative Erkrankungen im Kindesalter wie beispielsweise die Niemann-Pick- oder Krabbe-Erkran-
kung, verantwortlich gemacht werden (MIKULKA, SANDS, 2016; WHEELER, SILLENCE, 2020).
Aufgrund der bereits beschriebenen engen Beziehung der APP-Prozessierung zu den Membranlipiden,
wurde auch die Rolle der Lipide bei der Entstehung und dem Progress der Alzheimer-Erkrankung un-

tersucht.

Zusatzliche Hinweise auf eine Beteiligung der Lipidhomdostase bei der Alzheimer-Erkrankung ergaben
sich, als das ApoEe4-Allel als genetischer Risikofaktor fir die Entstehung der sporadischen Alzheimer-
Erkrankung gefunden wurde (PANPALLI ATES et al., 2016). Corder et al. zeigten, dass Probanden
ohne ein g4-Allel nur ein Risiko von etwa 20 % aufweisen an Alzheimer zu erkranken, wéhrend ho-
mozygote Trager des ApoEe4-Allels in etwa 90 % der Falle erkranken (CORDER et al., 1993). Im
Durchschnitt litten die homozygoten e4-Trdger etwa 16 Jahre friiher an der Erkrankung, sodass der
ApoE-Phédnotyp heute als einer der wichtigsten Risikofaktoren fur die LOAD angesehen wird
(CORDER et al., 1993). ApoE-Lipoproteine dienen im Gehirn vor allem dem Transport von Cholesterin
und anderen Lipiden zwischen Astrozyten und Neuronen (NUNES et al., 2018). Der ApoEe4-Phénotyp
scheint dabei mit einer verringerten Bindung von Cholesterin und anderen Lipiden assoziiert zu sein,
was bei Tragern dieses Allels zu einer Hypercholesterindmie fiihrt (BOER et al., 1997). In den letzten
Jahren konnten weitere in Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkankung stehende Gene identifiziert
werden die ebenfalls an der Lipidhomdostase des Gehirns beteiligt sind. Hierzu zahlen u. a. das Clustrin-
Gen, welches fir ein lipidbindendes Protein kodiert, sowie das ABCA7-Gen, welches eine Rolle in der
Ubertragung von Cholesterin auf ApoE spielt (NUUTINEN et al., 2009; SAKAE et al., 2016).

Diese Beobachtungen wurden durch epidemiologische Studien unterstiitzt in denen eine Hypercholes-
terindmie im mittleren Lebensalter mit dem spéteren Auftreten der Alzheimer-Erkrankung assoziiert
wurde (KIVIPELTO et al., 2002; SOLOMON et al., 2009). Molekularbiologische Studien zeigten, dass
durch eine Reduktion des Cholesterinspiegels in der Zelle die Aktivitit der B- und y-Sekretase gesenkt
werden kann (GRIMM et al., 2008). Dabei spielt die Kolokalisation von APP mit der - und y-Sekretase

innerhalb der Lipid Raft-Doménen vermutlich eine entscheidende Rolle. Diese konnte durch eine direkte
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Bindung von Cholesterin an 3-CTF bzw. APP verstarkt werden und somit eine gesteigerte amyloidogene
Prozessierung bewirken (BARRETT et al., 2012).

Neben Cholesterin konnte aber auch fur andere Lipide ein mdglicher Zusammenhang mit der Alzhei-
mer-Erkrankung gezeigt werden (BURG et al., 2013; GRIMM et al., 2016; KOIVISTO et al., 2014).
Insbesondere die Sphingolipidhomdostase scheint im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung gestort zu
sein. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Ceramide im Gehirn von Alzheimer-Patienten
im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen deutlich hoher konzentriert vorliegen (FILIPPOV et al.,
2012; HAN et al., 2002). Erhohte Ceramid-Spiegel im Serum wurden zusétzlich mit dem Auftreten von
Alzheimer im spéteren Lebensverlauf korreliert (MIELKE et al., 2012). Ceramide bilden dabei eine
Lipidgruppe die den wichtigsten Vorlaufer aller Sphingolipide darstellt. Sie besitzen in htheren Kon-
zentrationen eine neurotoxische Wirkung und kénnen eine verstarkte Apoptose induzieren (DAWSON
et al., 1998). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass auch die durch AB-Peptide induzierte Zy-
totoxizitat Gber diesen Ceramid-abhéngigen Weg verlaufen konnte (LEE et al., 2004). Des Weiteren
wurde in mehreren Studien nachgewiesen, dass Ceramide durch Stabilisierung des BACE1-Proteins die
amyloidogene Prozessierung steigern und somit die Bildung von AP stimulieren konnen (PUGLIELLI
et al., 2003). Anderseits konnte in einer Studie gezeigt werden, dass durch einen erhdhten AB.>-Gehalt
der Abbau von Sphingomyelin verstarkt wird, sodass der Ceramid-Gehalt ansteigt (GRIMM et al.,
2005). Ein Teufelskreis wiirde entstehen bei dem immer mehr Ceramid zu einer immer starkeren Bil-

dung von AP fithren wiirde.

Neben der negativen Rolle von Ceramid wurden andere Sphingolipide eher positiv mit der Alzheimer-
Krankheit in Zusammenhang gebracht. Mielke et al. konnten zeigen, dass hohe Sphingomyelin-Spiegel
im Plasma mit einer langsameren Progression der Erkrankung assoziiert sind (MIELKE et al., 2011). In
Zellkulturstudien wurde zudem nachgewiesen, dass durch die Erhdhung des Sphingomyelins die AB-
Produktion reduziert werden kann (GRIMM et al., 2005). Eine weitere Sphingolipidklasse, auf die im
Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung ein besonderes Augenmerk gelegt werden sollte, sind
die Sulfatide. Ihr Stoffwechsel, ihre Funktion im Zentralennervensystem und ihre Rolle bei der Alzhei-
mer-Krankheit werden aufgrund ihrer Bedeutung fur diese Arbeit im folgenden Abschnitt naher erlau-

tert.

2.7 Sulfatide und ihre Rolle bei der Alzheimer-Erkrankung

Sulfatide gehoren wie oben beschrieben zur Gruppe der Sphingolipide. Ihre Synthese beginnt am Endo-
plasmatischen Retikulum. Die dort vorhandenen Ceramide dienen als Grundgerist. Mit Hilfe der UDP-
Galaktose:Ceramid-Galaktosyltransferase (CGT) wird zundchst ein Galaktoserest auf die Cl-Hy-
roxylgruppe von Ceramid transferiert (BASU et al., 1971). Die so synthetisierten Galaktosylceramide

(GalCer) werden zum Golgi-Apparat transportiert, wo der zweite, geschwindigkeitsbestimmende Schritt
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der Sulfatid-Synthese durch die Cerebrosidsulfotransferase (CST) katalysiert wird (HIRAHARA et al.,
2000). Hierbei wird mit Hilfe des Coenzyms 3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS) eine Sulfat-
Gruppe an die C3-Hyroxylgruppe der Galaktose gekoppelt wodurch die Sulfatide gebildet werden. Der
Abbau der Sulfatide erfolgt innerhalb der Lysosomen. Dort werden durch das Koenzym Sphingolipid-
Aktivator-Protein B (Saposin B) die Sulfatide aus der Membran herausgeldst um die anschliellende
Hydrolyse der Sulfatgruppe durch die Arylsulfatase A (ASA) zu ermdglichen (ECKHARDT, 2008;
HIRAHARA et al., 2000). GalCer wird schlieBlich durch die Galaktocerebrosid-R-Galaktosidase wieder

in Galaktose und Ceramid gespalten. In Abbildung 2 ist die Sulfatid-Homdostase noch einmal schema-

tisch dargestellt.

Galactosylceramide Sulfatide
PAPS
Ceramid Cerebrosid
Galactosyltransferase Sulfotransferase
I (CGT) I (CST) I
OH 0 _ OH 0 — OH 0
HzC_CH_HNz H2C _CH—H N2 H2C _C Fi=H N2
| Galactosy! | Arylsulfatase A |
OH Ceramidase (0] OH o (iuRg:)se (0] OH
£ ?
0 OH SaposinB O O‘%’O
O
HO OH HO OH

Abbildung 2: Darstellung der Sulfatid-Homdostase. Abbildung 2 zeigt die schematische Darstellung
des Sulfatid-Metabolismus. Ceramide werden durch die CGT in Galactosylceramide umgewandelt. Un-
ter Einfluss des Coenzyms PAPS werden anschliefend im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Synthese aus GalCer mit Hilfe des Enzyms CST die Sulfatide gebildet. Durch das lysosomale Enzym
ARSA erfolgt schlieflich mit Hilfe des Coenzyms Saposin B der Abbau von Sulfatiden zu GalCer,
welche durch die Galactosyl-Ceramidase wieder in Ceramide umgewandelt werden kénnen.

Sulfatide spielen insbesondere im zentralen Nervensystem eine wichtige Rolle. Dabei machen sie etwa
5 % der Lipide innerhalb der, aus Oligodendrozyten gebildeten, Myelinscheiden aus, wo sie folglich
eine besonders grolRe Bedeutung besitzen. Es konnte gezeigt werden, dass sie dabei sowohl an der Dif-
ferenzierung der Zellen beteiligt sind als auch an der Ausbildung der Axo-Glialen-Verbindungen

(HONKE, 2018). Die langkettigen Sulfatide, die vorwiegend eine Kettenlange von C22-C26 aufweisen,

von denen C24 die haufigste Form darstellt, befinden sich in den Oligodendrozyten vor allem im auf3e-
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ren Blatt der Lipiddoppelschicht der Plasmamembranen. Neben ihrer Funktion innerhalb der Myelin-
scheiden konnten Sulfatide aber auch in Astrozyten und Neuronen nachgewiesen werden (PERNBER
et al., 2002). Die dort vorkommenden Sulfatide scheinen sich von den myelinassoziierten Sulfatiden zu
unterscheiden: mit einer Kettenldnge von C16-C20 (haufigste Form C18) sind sie deutlich kiirzer was
sich auf das innerhalb von Neuronen dominant vorkommende Ceramid C18 als VVorldufer zurtickfiihren
lasst (ECKHARDT, 2008). Sulfatide sind dabei wie Cholesterin und andere Sphingolipide in den Lipid
Raft-Doménen angereichert (BLOMQVIST et al., 2002). Neben der Synthese von Sulfatiden durch Neu-
rone selbst kdnnte auch der Transport von umliegenden Astrozyten zu den neuronalen Zellen mit Hilfe
von Lipoproteinen fiir ihre Verteilung wichtig sein. Interessanterweise scheint flr diesen Transport das
ApoE-Lipoprotein verantwortlich zu sein, dem wie oben beschrieben auch eine groRe Rolle in der Pa-

thogenese der Alzheimer-Erkrankung zugeschrieben wird (HAN et al., 2003a).

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Alzheimer-Erkrankung und den Sulfatiden
konnten Han et al. nachweisen (HAN et al., 2002). In einer massenspektrometrischen Studie korrelierten
sie den Sulfatid-Gehalt in der Grauen bzw. Weien Substanz von Alzheimer-Patienten mit dem Progress
der Erkrankung. Es wurden deutlich reduzierte Sulfatid-Spiegel nachgewiesen, wobei insbesondere die
Sulfatide in der grauen Substanz von einer 93%igen Reduktion betroffen waren, wahrend sich in der
weillen Substanz nur eine 58%ige Verringerung der Sulfatide zeigte. Besonders auffallig war, dass diese
Veranderungen bereits zu einem friihen Zeitpunkt der Erkrankung, im Stadium des MCI, beobachtet
wurden (HAN et al., 2002). Die Ergebnisse weiterer Studien erbrachten jedoch inhomogene Ergebnisse.
Wahrend einige Studien keine Verringerung der Sulfatide bei Alzheimer-Patienten nachweisen konnten
(CHAN et al., 2012; CUTLER et al., 2004), konnte die Reduktion der Sulfatide im Rahmend er Alz-
heimter-Erkrankung von anderen besatigt werden (GONZALEZ DE SAN ROMAN et al., 2017;
MICHNO et al., 2019). Bandaru et al. fanden eine Abnahme der Sulfatide in der Weillen Substanz,
jedoch ohne Veranderungen in der Grauen Substanz (BANDARU et al., 2009). In einer neueren Studie
konnte auch eine Abnahme der Sulfatide im Bereich der Amyloid-Plagues nachgewiesen werden
(MICHNO et al., 2022). Es zeigten sich auch reduzierte Sulfatid-Spiegel im Liquor von Alzheimer-
Patienten, wobei das Verhaltnis aus Sulfatiden zu Phosphatidyl-Insositol, einer weiteren Lipidklasse, als
moglicher Biomarker fir das Frihstadium der Erkrankung diskutiert wurde (HAN et al., 2003a). In
Folge dieser Erkenntnisse aus humanem Gewebe erfolgten auch Untersuchungen der Sulfatid-Lipid-
klasse in verschiedenen Mausmodellen der Alzheimer-Erkrankung. Wéhrend sich in einer Studie von
Chan et al. eine leichte Reduktion der Sulfatide in Mausmodellen mit FAD Mutationen im APP oder
PS1 zeigte (CHAN et al., 2012), lieRen sich in einer anderen Arbeit an einem Modell mit einer PS1/APP
Doppelmutation keine Veradnderungen der Sulfatide detektieren (BARRIER et al., 2010).

Um die molekularen Mechanismen dieser Verédnderungen zu untersuchen wurden im Zellkultur- und

Mausmodell weitere Studien durchgefihrt. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Mause mit
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dem ApoEe4-Genotyp im Vergleich zu anderen ApoE-Genotypen einen deutlich starkeren Verlust der
Sulfatide im Gehirn aufwiesen (HAN et al., 2003a). Gleichzeitig wurde nachgewiesen, dass durch die
Supplementierung von Sulfatiden in der Zellkultur der AB-Gehalt gesenkt werden kann (ZENG, HAN,
2008). Dies wurde auf eine erhohte Bindungsaffinitdt von Ap zu Sulfatid-enthaltenden ApoE-Lipopro-
teinen zuriickgefiihrt, die beim e4-Genotyp am meisten gesteigert werden konnte (ZENG, HAN, 2008).
Diese Untersuchungen zeigen einen mdéglichen Mechanismus, wie es im Rahmen der Alzheimer-Er-
krankung zur Reduktion des Sulfatid-Gehaltes kommen konnte und wie sich Sulfatide gleichzeitig auf
die Alzheimer-Pathologie auswirken kénnten. Ein Grof3teil der molekularen Mechanismen, die zu einer
gegenseitigen Beeinflussung der Sulfatid-Homdostase und der Alzheimer-Pathologie fihren kdnnten,

wurde bisher jedoch nicht untersucht.

2.8 Zielsetzung der Arbeit

Die Pravalenz der Alzheimer-Erkrankung wird in Folge der stetig steigenden Lebenserwartung in den
kommenden Jahren weiter zunehmen. lhre individuelle Bedeutung flr die Vielzahl der Betroffenen,
sowie die sozio6konomischen Auswirkungen werden daher in Zukunft eine immer gréere Rolle spie-
len. Das Verstandnis flr die Pathogenese der Erkrankung, sowie die physiologische Funktion der betei-
ligten Proteine, ist dabei essentiell um neue therapeutische Ansétze zu entwickeln. Als entscheidendes
Protein in der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung wird heute AB, der Hauptbestandteil der Senilen
Plaques, sowie sein Vorl&uferprotein APP angesehen. Die Synthese von AP zu inhibieren oder die Ent-
stehung seiner toxischen Oligomere zu vermeiden kénnten wichtige therapeutische Ansétze darstellen.
Aufgrund der Vielzahl der physiologischen Funktionen scheint eine vollstandige Inhibition der beteilig-
ten Enzyme ohne das Auftreten von komplizierenden Nebenwirkungen nicht mdglich. Eine nur mode-
rate Beeinflussung, beispielsweise durch kombinierte Effekte auf verschiedene Enzyme, kénnte somit
zukiinftig eine grofRere Rolle spielen. Dies ware beispielweise durch VVeranderungen der direkten Lipid-

Umgebung der Enzyme maglich.

In einigen Studien konnten bereits Veradnderungen der Sulfatide in frihen Stadien der Alzheimer-Er-
krankung nachgewiesen werden. Bisher wurde jedoch kaum untersucht, ob diese Veranderungen eher
als Folge der pathologischen Prozesse zu werten sind oder ob Sulfatide selbst die bei der Krankheitsent-
stehung beteiligten molekularen VVorgange verdndern. Die wechselseitige Beeinflussung der Sulfatid-

Homd@ostase und der APP-Prozessierung sollte daher in dieser Arbeit genauer untersucht werden.

Aufgrund der bisher kontroversen Ergebnisse war es Ziel dieser Arbeit den Sulfatid-Gehalt im Gehirn
von Alzheimer-Patienten in einer groReren post mortem Kohorte zu analysieren und mogliche Ursachen
fiir diese Veranderungen nachzuweisen. In der Vergangenheit wurde postuliert, dass durch verschiedene
an der APP-Prozessierung beteiligte Proteine die Homdostase von Lipiden beeinflusst werden kann.

Diese Arbeit hatte daher zum Ziel zu untersuchen, ob solche Effekte auch bei der Sulfatid-Synthese eine
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Rolle spielen und welche Enzyme hierbei betroffen sind. Die Bedeutung dieser Ergebnisse unter patho-
physiologischen Bedingungen wurde im Verlauf mit Hilfe von Alzheimer-Mausmodellen und humanen

post mortem Proben untersucht.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Fragestellung, ob sich ein verénderter Sulfatid-Gehalt
im Gehirn von Alzheimer-Patienten auf die pathophysiologischen Prozesse der Erkrankung auswirken
konnte. Um dieses Ziel zu verfolgen wurde der Einfluss des Sulfatid-Gehaltes auf die APP-Prozessie-
rung und AB-Aggregation untersucht. Hierzu wurden Versuche in vitro, an verschiedenen Zellkultur-
modellen und in vivo in einem Mausmodell durchgefihrt. Die ursachlichen molekularen Mechanismen
aufzudecken war Ziel der weiterfuhrenden Versuche und gliederte sich daran an. Abbildung 3 fasst die
Ziele der Arbeit nochmals schematisch zusammen

3 cne Mechanismus
A O\Og 7 Welche Enzyme  APP oder seine
des Sulfatid-Metabolismus  Prozessierungsprodukte

Sulfatide

[

l
| Sulfatid-Metabolismus }

T

H,C—CH—HN;

Aggregation

®
Mechanismus

nicht-amyloidogeng/\ amyloidogene
Prozessierung Prozessierung

B-Sekretase y-Sekretase

a-Sekretase =)

Einfluss auf Enzymaktivitat Protein Gehalt
\ durch direkte Interaktion Subzelluldre Lokalisation/

direkte Effekte vs. indirekte Effekte

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Zielsetzung der Arbeit. Ziel dieser Arbeit ist es die
gegenseitige Wechselwirkung des Sulfatid-Metabolismus und der APP-Prozessierung néher zu untersu-
chen. Zum einen sollte die Auswirkung der APP-Prozessierung auf die Sulfatid-Homdostase beurteilt
werden. Dabei sollte im Weiteren auch untersucht werden wie die APP-Prozessierung einen Einfluss
auf den Sulfatid-Metabolismus besitzen kénnte. Auf der anderen Seite sollte analysiert werden wie sich
Sulfatide auf die APP-Prozessierung und Af-Aggregation auswirken. Die zugrundeliegenden Mecha-
nismen sollten im weiteren Verlauf erarbeitet werden. Diese Zusammenhénge sollten weiteren Auf-
schluss (ber die pathophysiologischen Prozesse der Erkrankung geben.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Tabelle 1: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien.

Material/Chemikalien

Bezugsquelle

1-Step PNPP

Thermo Scientific

[35S]-Sulfat PerkinElmer
96-Well-Platte (schwarz) fur Fluoreszenz-Messung Costar
96-Well-Platte (transparent) fiir OD-Messung Falcon

96-Well-Platte (RTPCR; 8x12)

Life Technologies

96-Well-Sammelplatte Nunc
96-Well-Sterilfilterplatte Millipore
AICD-Peptid GenScript
Amplex Red Cholesterol Assay Kit Life Technologies
APao-Peptid Botond Penke
APao-Peptid Yale University
BCA-L6sung (Bicinchoninséure) Sigma
Bromphenolblau Na-Salz Serva

BSA (Fettsdure frei) Sigma

CaClax H20 Merck
Chloroform, HPLC grade Merck
Chloroquin Sigma

Ceramid d18:1/12:0

Avanti Polar Lipids

Complete Proteaseinhibitor-Tabletten (+ EDTA)

Roche Diagnostics

Cryo Tube Vials Nunc
CuSO4 x5 H0 J.T.Baker
Cycloheximid Sigma
Cytotoxicity Detection Kit Roche

DAPT Merck Millipore
DMEM Sigma
DMSO Sigma
96-Loch-Dotblotter DHM96 Scie-Plas
ECL-Hyperfilm Amersham
ECL-L6sungen 1/2 Amersham
EDTA (Titriplex 1) Merck
Entwicklerlésung GBX Kodak
Ethanol, HPLC grade J.T.Baker
Falconréhrchen, 15 und 50 ml Sarstedt
FCS PAN
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Material/Chemikalien

Bezugsquelle

Filterpapier Whatman
Fixiererlésung Kodak
Fluoreszierendes Peptid Substrat, Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH R&D Systems
Fotokopierfolien TypeC A4 XEROX
Galactosylceramid d18:1/12:0 Avanti Polar Lipids
Glasflaschen, 2ml NeoLab
Glas-Kiigelchen fiir Minilys-Homogenisator 0,5mm Peglab

Gluc-ON (m) Gal3stl promoter reporter clone

GeneCopoeia

Glycerin J. T. Baker
Glycin AppliChem
Glaspipette NeoLab
Glasrohrchen Wheaton

Gummischaber

Hartenstein

HBS-Puffer Synvolux Therapeutics
HCL, rauchend Merck

HEPES, pH 7,4 Carl Roth

High Capacity cDNA RT Kit Life Technologies
Hygromycin B PAN

Isopropanol J.T.Baker
Imidazol pH 7,0 Sigma

Kanilen 10 x 27Gx¥ Nr.20 0,4 mm x 19 mm Becton Dickinson
KCI Merck

KH2PO, x 3H,0 Merck
Keramikkugelchen fur Minilys-Homogenisator 1,4 mm Peglab
L-Glutamin Sigma
Lipofectamin™2000 Invitrogen

MEM Aminosdure Lésung Sigma

Methanol, HPLC grade VWR

MgCl, Sigma
Milchpulver blotting grade Roth

Multitip Aufsétze fiir Multistep-Pipette Eppendorf
Na,CO3 Roth

Naz;HPO4 x 2 H20 Roth

NaCl AppliChem
NaOH Roth
Natrium-Desoxycholat Sigma
Natriumpyruvat Sigma

NEM Santa Cruz
Nitrozellulosemembran PorengréRe 0,2 um und 0,45 pum Whatman
Nonidet P40 Substitute Fluka
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Material/Chemikalien

Bezugsquelle

Novex Pre-Cast gels 10-20 % Tricine Invitrogen
1,0 mm x 10 well, 12 well, 16 well

OptiMEM Gibco
Pasteurpipetten VWR
Penicillin-Streptomycin Sigma
Pepstatin A Sigma
PEZX-PG04-GAL3ST1-GLuc GeneCopoeia
Protease-Inhibitor-Cocktail mit AEBSF Calbiochem
Protein Rainbow-Marker full-range Amersham
Protein-G-Sepharose Sigma
Quartzglas-Kiivette 105.251-QS Hellma
Reaktionsgefale 1,5 ml Eppendorf
ReaktionsgeféaRe 2 ml Eppendorf
Saccharose Sigma

Saint PhD Synvolux Therapeutics
SDS Sigma

Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit
Gal3St1-Promotor

GeneCopoeia

SshRNS Plasmid ARSA (suresilencing) Quiagen
siRNS Plasmid Gal3stl Santa Cruz
Streptavidin-Agarose 50%ig Thermo

Sulfatid-Gemisch aus Schweinehirn Extrakt

Avanti Polar Lipids

Sulfatid d18:1/12:0

Avanti Polar Lipids

Sulfo-NHS-SS-Biotin

Thermo

SYBR-Green Master Mix

Applied Biosystems

Szintillationslésung Ultima Gold Perkin Elmer
Szintillationsréhrchen Perkin Elmer
Thioflavin T Sigma

Tricin Biomol
Tris/HCI Sigma
Tris-Tricin-Gele (10-20%) Anamed Gelektrophorese
Triton X-100 Merck
Trizma Base Sigma

Trizol Reagenz Invitrogen
Trypsin-EDTA-solution (1x) Sigma
Tween-20 Sigma

Ultrazentrifugenréhrchen

Beckman Coulter

Verschlussfolie fiir 96-Well-Platten

Peglab

Verschlussfolie flir RT-PCR-Platten

Thermo Scientific

Wasser, HPLC grade

VWR

Woasser, RNAse-frei

Qiagen
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Material/Chemikalien

Bezugsquelle

Wheaton-Réhrchen Wheaton
Zellkultur 6-Well-Platte Falcon
Zellkultur 24-Well-Platte Falcon
Zellkultur 96-Well-Platte Falcon
Zellkulturschale 100 x 20 mm Sarstedt

Zellkulturschale 500 cm?

Thermo Scientific

Zeocin Life Technologies
ZnCl, Merck
a-Sekretase-Substrat (#565767) Calbiochem
B-Mercaptoethanol Sigma
[B-Sekretase-Inhibitor 11 (#565749) Calbiochem
[B-Sekretase-Substrat (#565758) Calbiochem
y-Sekretase-Inhibitor X (# 565771) Calbiochem
y-Sekretase-Substrat (#565764) Calbiochem

3.1.2 Gerate

Tabelle 2: Liste der verwendeten Gerate.
Gerat Hersteller
8-Kanal-Multipette Eppendorf
Axiovert 200 mit Kamera HAL 100 Zeiss
Analysenwaage ABS 80-4 Kern
Blotkammer Trans-Blot Cell BioRad
Brutschrank 37 °C Heraeus
Einfrierbox Cryo 1 °C Freezing Container Nalgene
Einkanal-Multipette M4 Eppendorf
Fluorometer Infinite M1000Pro Tecan
Fluorometer Safire? Tecan
Gefrierschrank -20 °C Premium Liebherr

Gefrierschrank -80 °C Hera Freeze

Thermo Electron

Gelkammer Xcell SureLock Novex Mini-Cell Invitrogen
Gwyddion 2.29 Gwyddion
Hamilton Pipette Hamilton

Heizblock Thermoshaker

Universal Labortechnik

Inkubationsschittler New Brunswick Innova 44 Eppendorf
Inkubator HeraCell 150 Heraeus
Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100 Nicon
Magnet-Heizrihrer Heidolph
Massenspektrometer 4000 QTRAP AB Sciex
Mikrowelle Continent
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Gerat Hersteller
Minilys-Homogenisator Peglab
Multipette plus Eppendorf

NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer

Thermo Scientific

NanoWizard Il AFM

JPK Instruments

OD Lesegerat flr 96-Lochplatten

Thermo Scientific

PCR-Cycler PRIMUS 25 Advanced

Peglab

pH-Meter 766

Calimatic Knick

Pipetten-Set Research Eppendorf
Potter-Rohrchen B. Braun
PotterS Homogenisator B. Braun
Power-Supply Consort EV231 fiir Gelelektrophorese Sigma Aldrich

Reagenzglasschiittler Multi-Reax

Heidolph Instruments

Rotor SW40

Beckmann Coulter

Rotor SW41

Beckmann Coulter

Rotor TLA-55

Beckmann Coulter

Rotor TLA-100 fur Ultrazentrifuge

Beckmann Coulter

Scanner CanoScan LiDE 50

Canon

Software Analyst 1.5

AB Sciex

Software Image Gauge V3.45

Fuji Science Lab

Sotware JPK NanoWizard Control v.4

JPK Instruments

Software Piko Real 2.1

Thermo Scientific

Software SPSS Statistics 22

IBM Corporation

Software Zetasizer 7.0 |

Malvera Instruments Ltd.

Sterilbank HeraSafe Heraeus
Stickstoff-Abdampfvorrichtung VLH
Stickstofftank -196 °C GT 140 Air Liquide
Szinitlationszéhler Tri-Carb 2800TR Perkin Elmer
Teflonschaber neolab
Thermomixer comfort 5355 Eppendorf
TranBlot Gel-Halter mit Schwammen BioRad
Transferkammer TransBlot Cell BioRad
Turbo Spray-lonenquelle AB Siex
Uberkopfschittler Reax2 Heidolph
Ultraschallbad USR | Julabo

Ultrazentrifuge Optima LE-80k

Beckman Coulter

Vortex Genie2

Bender & Hobein

Wérmeschrank UT12 Heraeus
Wasserbad GFL
Wippschuttler SkyLine Shaker S-4 EMLI
Zentrifuge 5415D Eppendorf
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Gerat Hersteller

Zentrifuge Avanti J-20 XP Beckman Coulter
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus

Zentrifuge Biofuge Primo Heraeus

Zentrifuge Fresco21 Heraeus

Zentrifuge Labfuge GL Heraeus

Zentrifuge Mikro 22R Hettich Zentrifugen
Zetasizer Nano Malvera Instruments Ltd

3.1.3 Verwendetes in vivo Material
3.1.3.1 Verwendetes humanes post mortem Gehirngewebe

Die verwendeten humanen post mortem Gehirnproben wurden von BrainNet in Munchen zur Verfligung
gestellt. Es handelt sich bei dem verwendeten Gehirngewebe fiir die massenspektrometrische Untersu-
chung um Anteile des Kortexbandes des Frontallappens. Fir die qRT-PCR wurden sowohl Proben aus
dem Kortexband von Frontallappen als auch Temporallappen des gleichen Gehirngewebes untersucht.
Die Reinheit der Grauen Substanz wurde mit Hilfe einer Analyse des Protein/Nassgewicht-Verhaltnisses
i. R. einer vorangehenden Arbeit Uberprift (MYLONAS, 2015). In der Grauen Substanz kann mit etwa
71 mg Protein/g Nassgewicht ein deutlich hdherer Protein-Gehalt gemessen werden als in der WeilRen
Substanz (ca. 11 mg Protein/g Nassgewicht). Konnte in Proben ein Verhaltnis von weniger als 55,8 mg
Protein/g Nassgewicht (einfache Standardabweichung) gemessen werden, wurden diese unter der An-
nahme eines zu hohen Anteils WeiRer Substanz exkludiert (MYLONAS, 2015).

Tabelle 3: Spezifikationen der verwendeten humanen post mortem Gehirnproben.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Spezifikationen der unterschiedlichen post mortem Gehirnproben.
Abkiirzungen: w = weiblich, m = minnlich. CERAD =“The consortium to establish a registry for AD”.
Unter Verwendungszweck sind die Methoden aufgefiihrt, fur welche die genannte Probennummer ver-
wendet wurde. Die Patienten der Kontrollgruppe zeigten zum Todeszeitpunkt keine klinischen Symp-
tome einer Alzheimer-Erkrankung. Das angegebene Alter beschreibt das Alter zum Todeszeitpunkt. Die
verschiedenen Braak-Stadien wurden entsprechend Braak et. al. neuropathologisch bestimmt (BRAAK,
BRAAK, 1991). Bei der CERAD-Einteilung handelt es sich um eine semiquantitative Bestimmung der
Héufigkeit neuritischer Plaques, welche im Gegensatz zu den Braak-Stadien alterskorreliert wird
(MIRRA et al., 1991).

Probe Verwendungszweck Diagnose Geschlecht  Alter Braa_k CERAD
Stadium
#1 RT-PCR + Massen-—nirolle w 88 I-11 B
spektrometrie
#2 RT-PCR Kontrolle w 77 I C
#3 RT-PCR + Massen- 1 irolle m 75 I 0

spektrometrie

"y RT-PCR + Massen- Kontrolle W 75 Hi-1v B
spektrometrie
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Braak

Probe Verwendungszweck  Diagnose Geschlecht  Alter Stadium CERAD
#5 RT-PCR Kontrolle w 76 H-1v C
#6 RT-PCR + Massen- Kontrolle m 63 | 0
spektrometrie
RT-PCR + Massen-
#7 spektrometrie Kontrolle m 71 0-1 0
RT-PCR + Massen-
#8 spektrometrie Kontrolle m 85 H-1v B
#9 RT-PCR Kontrolle m 87 I-11 0
#10 RT-PCR Kontrolle m 61 0 0
RT-PCR + Massen-
#11 spektrometrie Kontrolle w 85 | 0
#12 RT-PCR + Massen-  iolle w 80 -1V 0
spektrometrie
#13 RT-PCR + Massen- hirolle w 77 I A
spektrometrie
#14 RT-PCR + Massen- iolle w 83 I 0
spektrometrie
#15 RT-PCR + Massen- | cimer m 83 Vi C
spektrometrie
RT-PCR + Massen- .
#16 spektrometrie Alzheimer w 82 Vv C
RT-PCR + Massen- .
#17 spektrometrie Alzheimer m 80 Vv C
#18 RT-PCR Alzheimer m 73 V-VI C
#19 RT-PCR + Massen- | cimer W 65 V-V C
spektrometrie
RT-PCR + Massen- .
#20 spektrometrie Alzheimer w 67 V-VI C
RT-PCR + Massen- .
#21 spektrometrie Alzheimer m 74 V-VI C
wpp  RT-PCR+Massen- ) Lo or m 75 Vi C
spektrometrie
#23 RT-PCR Alzheimer m 83 Vi C
# 24 RT-PCR Alzheimer w 82 V-VI C
# 25 RT-PCR + Massen- Alzheimer w 68 VI C
spektrometrie
# 26 RT-PCR Alzheimer w 78 V-VI C
427 RT-PCR + Massen- 1 cimer w 85 1 C
spektrometrie
# 28 RT-PCR Alzheimer m 62 VI C
#29 RT-PCR + Massen- ) pcimer w 85 W, C

spektrometrie
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Braak

Probe Verwendungszweck  Diagnose Geschlecht  Alter Stadium CERAD
w30  RT-PCR+Massen- i w 73 V-VI C
spektrometrie
#31 RT-PCR Alzheimer w 76 V-VI C
# 32 RT-PCR Alzheimer m 87 \V C
# 33 RT-PCR + Massen- Alzheimer w 88 Vi C
spektrometrie
#34 RT-PCR + Massen- Alzheimer w 78 Vi C
spektrometrie
#35 RT-PCR + Massen- Alzheimer m 87 Vv C
spektrometrie
RT-PCR + Massen- .
# 36 spektrometrie Alzheimer m 83 Vv C
RT-PCR + Massen- .
# 37 spektrometrie Alzheimer w 78 VI C
# 38 RT-PCR + Massen- Alzheimer m 76 Vv B
spektrometrie
#3g  RT-PCR+Massen- 0 oimer w 88 C
spektrometrie
#40 RT-PCR Alzheimer m 80 C
RT-PCR + Massen- .
#41 spektrometrie Alzheimer w 80 C
RT-PCR + Massen- .
#42 spektrometrie Alzheimer m 70 VI C
#43 RT-PCR Alzheimer w 75 VI C
# 44 RT-PCR Alzheimer w 79 \V C

3.1.3.2 Verwendetes murines in vivo Material

Das verwendete murine in vivo Material wurde im Rahmen von Kooperationsprojekten durch andere

Arbeitsgruppen zur Verfugung gestellt. Die genaue Herkunft kann nachfolgender Tabelle enthommen

werden.

Tabelle 4: Murines in vivo Material

Genotyp  Gewebeart Beschreibung Herkunft

Wildtyp Gehirn Vergleichsgruppe aus den entspre- Siehe folgende Zeilen

(wt) chenden Laboren

APP Gehirn/ Mausmodell mit homozygotem APP  Zucht, Fitterung und Tétung

Hippocampus

Knock-Out

durch das Labor von Prof. Dr.

Ulrike

Maller
(RING et al., 2007)

(Heidelberg)
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Genotyp  Gewebeart Beschreibung Herkunft
APP Gehirn/ Deletion der letzten 15 Aminosdu- etabliert und geziichtet im La-
ACT15 Hippocampus  ren des C-Terminus von APP durch bor von Prof. Dr. Ulrike Miller

homologe Rekombination

(Heidelberg);(RING et al.,

2007)

5XFAD

Gehirn

Mausmodell mit kombinierter Ex-
pression 5 verschiedener humaner
FAD-APP- und PS 1-Mutationen:

APP K670N/M671L (MULLAN et
al., 1992), APP 1716V (ECKMAN
et al., 1997), APP V7171 (GOATE
et al., 1991), PS1 M146L und PS1
L286V (SHERRINGTON et al.,
1995)

fiir diese Arbeit zur Verfugung
gestellt durch das Labor von
Dr. Kiristina Endres (Mainz)
(REINHARDT et al., 2014)

ASA "

Gehirn

Mausmodell mit homozygotem
Knock-Out der Arylsulfatase A

fur diese Arbeit zur Verfiigung
gestellt durch das Labor von
Prof. Dr. Volkmar Gieselmann
(Bonn) (HESS et al., 1996)

ASA

Gehirn

Mausmodell mit heterozygotem
Knock-Out der Arylsulfatase A,
Phanotyp entspricht dem von Wild-

fiir diese Arbeit zur Verfugung
gestellt durch das Labor von
Prof. Dr. Volkmar Gieselmann

typ Mausen, Kontrollgruppe fir
ASA 7~Maus

(Bonn) (HESS et al., 1996)

3.1.4 Verwendete Zelllinien

Tabelle 5: Zelllinien

Bezeichnung

Beschreibung / Herkunft

MEF wt Embryonale Mausfibroblasten (MEF) Wildtyp; zur Verfligung gestellt
durch Prof. Dr. U. Miiller (Heidelberg)

MEF PS 1/2 Presenilin 1 und 2 defiziente embryonale Mausfibroblasten; zur Verfu-
gung gestellt durch Prof. Dr. Bart de Strooper (Leuve,Belgien)
(HERREMAN et al., 2000)

MEF PS res MEF PS 1/2 Zellen (s. 0.) stabil retransfiziert mit humanem PS1 Wild-

typ; hergestellt durch Dr. Eva Hesser; Klonierung des Plasmids durch
Dr. Marcus Grimm (GRIMM et al., 2005)

MEF APP/APLP2

APP/APLP2 defiziente embryonale Mausfibroblasten; zur Verfligung
gestellt durch Prof. Dr. U. Miiller (Heidelberg) (HEBER et al., 2000)

MEF APPACTI15

Embryonale Mausfibroblasten mit Deletion der letzten 15 Aminosauren
des C-Terminus von APP; zur Verfiigung gestellt durch Prof. Dr. U.
Muller (Heidelberg) (RING et al., 2007)
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Bezeichnung

Beschreibung / Herkunft

MEF APPACT15 C50

MEF APPACTI1S5 Zellen (s. 0.) stabil transfiziert mit den letzten 50 Ami-
nosduren des C-Terminus von APP; Klonierung des Plasmids und Her-
stellung durch Dr. Christoph Stahlmann

MEF APPACT15 (mock)

MEF APPACTI15 Zellen (s. 0.) stabil transfiziert mit einem mock-Plas-
mid als Kontrollzelllinie fir MEF APPACT15 C50; Klonierung des
Plasmids und Herstellung durch Dr. Christoph Stahlmann

N2a wt Wildtyp einer murinen Neuroblastom-Zelllinie
SH-SYS5Y wt Wildtyp einer humanen Neuroblastom-Zelllinie
SH-SY5Y APP SH-SY5Y wt mit stabiler Uberexpression von APPegs; hergestellt durch

Dr. Heike Grimm

SH-SY5Y APBB1-KD
(Fe65-KD)

SH-SY5Y wit stabil transfiziert mit APBB1-shRNS zur Generierung ei-
nes Fe65-Knock-Down; hergestellt durch Dr. Sven Grdsgen

SH-SY5Y ARSA-KD

SH-SY5Y wit stabil transfiziert mit Arylsulfatase A (Genname: ARSA)-
SshRNS zur Generierung eines ARSA-Knock-Down im Rahmen dieser
Arbeit generiert durch Valerie Zimmer

SH-SY5Y C50

SH-SY5Y wt Zellen stabil transfiziert mit den letzten 50 Aminosauren
des C-Terminus von APP; Klonierung des Plasmids und Herstellung der
Zelllinie durch Dr. Christoph Stahlmann

SH-SY5Y mock

SH-SY5Y wt Zellen (s. 0.) stabil transfiziert mit einem mock-Plasmid
als Kontrollzelllinie fir SH-SY5Y C50; Klonierung des Plasmids und
Herstellung durch Dr. Christoph Stahlmann

SH-SY5Y wt (mock)

3.1.5 Zellkulturmedien

SH-SY5Y wt stabil transfiziert mit mock-shRNS als Kontrollzelllinie
fir SH-SY5Y ARSA KD im Rahmen dieser Arbeit generiert durch
Valerie Zimmer

Bzw. als Kontrollzelllinie fir SH-SY5Y APBB1-KD generiert durch Dr.
Sven Grdsgen

Tabelle 6: Verwendete Zellkulturmedien

Zelllinie

Medium

SH-SY5Y-Wildtyp (SH-SY5Y wt)

DMEM, 10 % FCS, 1 % MEM

SH-SY5Y-APP
SH-SY5Y-ARSA KD
SH-SY5Y-FE65 KD
SH-SY5Y mock

DMEM, 10 % FCS, 1 % MEM, 400 pg/ml Hygromycin B

SH-SY5Y-mock
SH-SY5Y C50

DMEM, 10 % FCS, 1 % MEM, 300 pg/ml Zeocin
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Zelllinie Medium

N2a-Zellen DMEM, 10_% FCS, 1% MEM_, 1% Penicill_in—
Streptomycin, 2mM L-Glutamin, ImM Natriumpyruvat

MEF Wildtyp (MEF wt) DMEM, 10 % FCS

MEF APP/APLP2" DMEM, 10 % FCS

MEF APPACT15 DMEM, 10 % FCS

MEF PS1/2" DMEM, 10 % FCS

MEF PS1 rescue (MEF PS1r)
MEF APPACT15 C50 rescue DMEM, 10 % FCS, 300 pg/ml Zeocin
MEF APPACT15 mock

3.2 Methoden
3.2.1 Zellbiologische Techniken
3.2.1.1 Kultivieren eukaryotischer Zellen

Verwendete Medien:

Zellkulturmedium
10 % FCS in DMEM [+ Zusdtze entsprechend der verwendeten Zelllinien]

Die oben genannten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO> und 90 % Luftfeuchtigkeit
auf Poly-L-Lysin beschichteten Zellkulturschalen kultiviert. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von
90-100 % passagiert. Die Schalen wurden mit sterilem PBS gewaschen und anschlieend mit 1,5 ml
Trypsin fir 5 Min bei 37 °C inkubiert. Durch die proteolytische Aktivitat von Trypsin werden die Ober-
flachenproteine verdaut, sodass sich die adharenten Zellen von der Kulturschale 16sen und die Zell-Zell-
Kontakte aufgeschlossen werden. Dieser VVorgang wurde durch die entstehenden Scherkrafte beim Pi-
pettieren unterstiitzt und anschlieBend mit Hilfe von FCS-haltigem Kulturmedium abgestoppt. Die Zell-
suspension wurde je nach gewiinschter Verdiinnung gleichmé&Rig in Schalen mit frischem Medium (ber-

fuhrt und die Zellen wie oben beschrieben weiter kultiviert.

3.2.1.2 Kryokonservieren eukaryotischer Zellen

Verwendete Medien:

Gefriermedium
20 % FCS, 10 % DMSO in DMEM
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Zur dauerhaften Lagerung der hier verwendeten Zelllinien, wurden die Zellen bei einer Konfluenz von
ca. 80 % wahrend ihrer exponentiellen Wachstumsphase eingefroren. Nachdem die Zellen mit sterilem
PBS gewaschen wurden erfolgte der Trypsinverdau wie unter Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben. Die ent-
standene Zellsuspension wurde mit 5 ml Kulturmedium versetzt und bei Raumtemperatur (RT) und
1500 rpm flr 5 Min. in einem Falcon-Réhrchen zentrifugiert. Um das verbleibende Trypsin vor der
Kryokonservierung zu entfernen wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in 3 ml des DMSO-
haltigen Gefriermediums resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschliefend auf Einfrierréhrchen
verteilt, sodass ca. 5 x 10° Zellen pro Kryoréhrchen weggefroren wurden. Zum Einfrieren wurden die
Zellen in speziellen Boxen mit einer Abkihlrate von -1 °C/min gelagert und anschlieRend in flussigen
Stickstoff uberfihrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrierréhrchen bei 37 °C im Wasserbad erwarmt, die Zellsus-
pension mit 5 ml frischem Wachstumsmedium in einem Falcon-Rdhrchen versetzt und dieses bei RT
und 1500 rpm fur 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen um das DMSO-haltige Ge-
friermedium zu entfernen. Das entstandene Zellpellet wurde in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert
und auf eine 10 cm Kulturschale tberfuhrt. VVor der weiteren Verwendung der Zellen, wurden diese wie
in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben weiterkultiviert und mindestens zweimal passagiert, um eine potentielle
Beeinflussung der Versuche durch Veranderungen der Zellhomdostase im Rahmen des Einfrierprozes-

ses zu vermeiden.

3.2.1.3 Inkubation von Zellen mit unterschiedlichen Substanzen

3.2.1.3.1 Inkubation von Zellen mit Sulfatiden oder Galactosylceramid

(etabliert im Rahmen dieser Arbeit)
Verwendete Medien:

Inkubationsmedium
0,1 % FCS in DMEM [+ Zusétze entsprechend der verwendeten Zelllinien]

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Zellkulturschalen zu ermdglichen, wurden beim letztmaligen
Passagieren der Zellen zunéchst die Zellsuspensionen mehrerer Kulturschalen zusammengefihrt. Die
Zellsuspension wurde durchmischt und gleichméRig, je nach geplanten Versuchen, auf 10 cm Schalen,
6- oder 96-Loch Platten verteilt. Da durch den Trypsinverdau auch an der APP-Prozessierung beteiligte
Plasmamembranproteine proteolytisch gespalten werden kénnen wurden die Zellen anschlieRend fiir
mindestens 24 Std. wie in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben kultiviert um eine Regeneration der Zellhomo-
ostase zu ermdglichen. Nach Erreichen einer Konfluenz von 90-100 % wurde das Wachstumsmedium

abgenommen und die Zellen fiir 16 Std. mit FCS-reduziertem Inkubationsmedium kultiviert. Dieses
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FCS-reduzierte Medium wurde auch wahrend den folgenden Inkubationszeiten zum Kultivieren der

Zellen verwendet, um eine Beeinflussung durch die im FCS enthaltenen Lipide zu vermeiden.

Die zur langerfristigen Lagerung eingedampften und in fllissigem Stickstoff gelagerten Sulfatide aus
Schweinehirn-Extrakt wurden unmittelbar vor der Inkubation in Ethanol aufgenommen. Um die L0Os-
lichkeit der Sulfatide zu erh6éhen wurden diese fir 45 Sek. im 50 °C warmen Wasserbad erwérmt und
anschlieRend fiir 45 Sek. mittels VVortex durchmischt. Dieser VVorgang wurde bis zu drei Mal wiederholt,
bis die Losung klar und das Lipid vollstdndig geldst war. Unter Bewegung des Mediums erfolgte die
Zugabe der Sulfatide in das auf 37 °C erwdrmte Inkubationsmedium, das Inkubationsmedium der Kon-
trollen wurde mit der gleichen Menge Ethanol behandelt. Nach dem die Zellen fiir 16 Std. mit FCS-
reduziertem Medium inkubiert wurden, sind sie anschlielend zun&chst fir 8 Std. und dann flr weitere
16 Std. mit Sulfatiden bzw. Lésungsmittel angereichertem Inkubationsmedium inkubiert worden. Hier-
bei wurden fir 10 cm-Schalen 5 ml Medium, fir 6-Loch-Schalen 1,5 ml Medium und fur 96-Loch-
Schalen 100 pl Medium verwendet.

Die Inkubation mit Galactosylceramiden erfolgte nach dem gleichen zeitlichen Schema. Ein zusatzli-
ches Erwarmen des Lipids war aufgrund der besseren Loslichkeit von GalCer in Ethanol nicht notwen-

dig, sodass das in Ethanol geltste Lipid dem Inkubationsmedium direkt zugegeben werden konnte.

3.2.1.3.2 Inkubation von Zellen mit y-Sekretase-Inhibitor

(modifiziert nach (ROBINSON et al., 2014))

Verwendete Medien:

Inkubationsmedium
0,1 % FCS in DMEM [+ Zusétze entsprechend der verwendeten Zelllinien]

Die Inhibition der y-Sekretase erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe des y-Sekretase-Inhibitor X oder
DAPT. Die Zellen wurden zunéchst fur 24 Std. mit Inkubationsmedium kultiviert. Anschlielend er-
folgte fur 24 Std. die Zugabe des in DMSO gel6sten y-Sekretase Inhibitor X, sodass eine Endkonzent-
ration von 2 pM und eine DMSO-Konzentration von 2 %o vorlagen. Der y-Sekretase-Inhibitor DAPT
wurde flir 72 Std. in einer Konzentration von 2,5 uM und einer DMSO-Konzentration von 1%. inkubiert.

Die Kontrollzellen wurden nur mit DMSO in der entsprechenden Konzentration und Dauer inkubiert.
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3.2.1.3.3 Inkubation von Zellen mit Cycloheximid oder Chloroquin

(etabliert im Rahmen dieser Arbeit)

Verwendete Medien:

Inkubationsmedium
0,1 % FCS in DMEM [+ Zusétze entsprechend den verwendeten Zelllinien]

Die Inhibition der Translation zur Beurteilung des Einflusses der Sulfatide auf die BACEL-Stabilitat
und Proteindegradation erfolgte in dieser Arbeit durch Zugabe von Cycloheximid. Die Inhibition der
Lysosomen wurde durch Zugabe von Chloroquin erreicht. Die Zellen wurden hierzu wie unter Abschnitt
3.2.1.3.1 mit Sulfatiden bzw. Lésungsmittel im Inkubationsmedium inkubiert. Dem Inkubationsmedium
wurden wahrend der 24-stlindigen Inkubationszeit Cyclohexemid (20 pg/ml) bzw. Chloroquin (30 uM)
zugefugt. Das Medium wurde einmalig nach 8 Std. gewechselt, auch beim zweiten Inkubationsschritt
wurden Cyclohexemid bzw. Chloroquin in der 0. g. Konzentration zugefugt. Die Zytotoxizitat wurde
mittels LDH-Bestimmung untersucht und lag fur beide Stoffe unter 3%. Es liel3 sich kein signifikanter
Unterschied in der Zellviabilitat zwischen den mit Sulfatiden behandelten und den mit Ethanol behan-

delten Zellen nachweisen.

3.2.1.3.4 Inkubation von Zellen mit APP-Prozessierungsprodukten

3.2.1.3.4.1 Langzeitinkubation mit APP-Prozessierungsprodukten

(nach (GRIMM et al., 2012))

Verwendete Medien:

Zellkulturmedium
10 % FCS in DMEM [+ Zusdtze entsprechend der verwendeten Zelllinien]

Zur Analyse des Einflusses verschiedener APP-Prozessierungsprodukte auf die Sulfatid-Synthese er-
folgte eine Inkubation der Zellen mit den entsprechenden Produkten tber 9 Tage. Hierbei wurden die
Zellen bei 37 °C, 5 % CO> und 90 % Luftfeuchtigkeit alle 48 Std. nach Erreichen der 90%igen Kon-
fluenz 1.5 passagiert. Das Kulturmedium wurde um das jeweilige Peptid in der unten aufgefiihrten
Menge erganzt, wobei alle 12 Std. das Kulturmedium gewechselt wurde. Nach einer Gesamtzeit von

9 Tagen wurden die Zellen zur weiteren Verwendung geerntet.
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Tabelle 7: Inkubationsbedingungen fir APP-Prozessierungsprodukte:

APP-Prozessierungsprodukt Konzentration Inkubationsdauer
[Tagen]
APao 10 ng/ml 9
AICD 2 uM 9

3.2.1.3.4.2 Liposomen-vermittelte Inkubation von Zellen mit AICD

(modifiziert nach (ROBINSON et al., 2014))

Verwendete Medien:

Inkubationsmedium
0,1 % FCS in DMEM [+ Zusétze entsprechend der verwendeten Zelllinie]

Saint-PhD-Reagenz

Zur Untersuchung der Gal3st1-Promotoraktivitét (siehe hierzu Abschnitt 0) wurde eine lipofektionsba-
sierte Inkubation mit AICD durchgefiihrt. Hierfir wurde zunachst das Medium von den Zellen entfernt
und durch 800 pl frisches Medium ersetzt. Nun wurden 95 ul des vom Hersteller gelieferten HBS-Puf-
fers mit 2,5 pl AICD-Peptid (1 mM in H20) bzw. die Kontrollen mit 2,5 pl H.O durchmischt. Es wurden
63 pl Saint-PhD-Reagenz hinzugegeben und der Ansatz fiir 5 Min. bei RT inkubiert. Anschliefend wur-
den 160 pl dieses Ansatzes tropfenweise zum Medium auf die Zellen gegeben und die Zellen 30 Min.

inkubiert. Die weitere Verarbeitung erfolgte entsprechend Abschnitt 0.

3.2.1.3.,5 Inkubation von Zellen mit radioaktivem [35S]-Sulfat

(etabliert im Rahmen dieser Arbeit)

Verwendete Medien:

Inkubationsmedium
0,1 % FCS in DMEM [+ Zusétze entsprechend der verwendeten Zelllinie]

Zur Untersuchung der Sulfatid-de novo-Synthese wurden Zellen mit radioaktivem [35S]-Sulfat behan-
delt. Dieses wird durch das Co-Enzym PAPS und die CST in die Sulfatide eingebaut und kann nach der

Lipidextraktion mittels Szintillationsmessung bestimmt werden.
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Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 90-100 % wie in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben kultiviert
und anschlieBend fir 16 Std. mit FCS-reduziertem Inkubationsmedium Kultiviert. Nach dieser Zeit
wurde das Medium gewechselt, pro Kulturschale mit 5 ml Inkubationsmedium wurden zusétzlich
100 pCi [35S]-Sulfat zugegeben und die Zellen fur weitere 24 Std. kultiviert. Dies gewahrleistet eine
ausreichende Aufnahme des [35S]-Sulfates, sowie einen mdglichst vollstandigen Einschluss in PAPS

und folglich auch in die Sulfatid-Biosynthese.

3.2.1.4 Transfektion von Zellen

(modifiziert nach Herstellerprotokoll Lipofectamine 2000, Invitrogen, Version Juli 2005)

Die Transfektion von Zellen erfolgte in dieser Arbeit mit unterschiedlichen Plasmiden um die Genex-
pression spezifischer Gene gezielt zu reduzieren. Zum einen erfolgte eine Transfektion mit shRNS-Plas-
mid und Kontrollplasmid, um einen stabilen Knock-Down der ASA in SH-SY5Y wt-Zellen herzustel-
len. Zum anderen wurde eine transiente Transfektion mit siRNS-Plasmid bzw. Kontrollplasmid durch-
gefiihrt, um einen Knock-Down der CST in SH-SY5Y wt-Zellen zu generieren. ShRNS-Plasmide wer-
den ebenfalls in der Zelle zu siRNS gespalten. Die Bindung der siRNS an die mRNS des Zielgens fiihrt
dabei zu einer Degradation dieser mMRNS wodurch sich die Expression dieses Gens verringert
(ELBASHIR et al., 2001). Nach transienter Transfektion kann die reduzierte Transkription des Zielge-
nes fur ca. 48-72 Std. nachgewiesen werden. Die Kontrollplasmide haben dabei keine spezifische Aus-

wirkung auf die Genexpression.

Die Transfektion von SH-SY5Y wt-Zellen erfolgte in einer 96-Loch-Zellkulturschale. Die Zellen wur-
den ca. 24 Std. zuvor in die Vertiefungen verteilt, sodass am Folgetag eine Konfluenz von 60-80 %
erreicht wurde. Es wurden zwei Ansétze zur Transfektion hergestellt. Zum einen wurden 0,25 ug
ShRNS- bzw. siRNS-Plasmid mit 25 pl OptiMEM vermischt, zum anderen wurden 0,6 pl Transfekti-
onsreagenz (Lipofectamin 2000) mit 25 pl OptiMEM versetzt. Nach ca. 5 Min. wurden die beiden An-
sédtze durchmischt und fir 20 Min. bei RT inkubiert. Wahrend dieser Zeit kommt es zu einer Komplex-
bildung der RNS mit dem Transfektionsreagenz, wodurch anschlieBend das Eindringen der Plasmide in
die Zelle ermdglicht wird. Die Zellen werden einmal mit OptiMEM gewaschen und anschlieRend 50 pl
des genannten Gemisches in je eine Vertiefung der 96-Loch-Zellkulturplatte pipettiert. Die Inkubation
der Zellen erfolgt bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO»-Gehalt fir 6 Std. Nach dieser Zeit
werden 50 pl des normalen Zellkulturmediums mit doppelter Serum-Konzentration hinzugegeben und
die Zellen fur weitere 18 Std. inkubiert. Das Transfektionsmedium wird schlielich restlos entfernt und
die Zellen in normalem Kulturmedium weiter kultiviert. Ist eine Transfektion mit siRNS-Plasmid durch-
gefuhrt worden sind die weiteren Analysen der Zellen 24 Std. nach dem letzten Wechsel des Mediums
erfolgt. Mit shRNS-Plasmid stabil transfizierte Zellen wurden entsprechend des folgenden Abschnitts

selektioniert.
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3.2.1.5 Selektion einer ARSA-KD-Zelllinie nach stabiler Transfektion mit sShRNS

(nach Herstellerprotokoll SureSilencing shRNS Plasmids, Qiagen, Version 2012)

Es wurden insgesamt vier verschiedene shRNS-Plasmide zur Generierung des ARSA Knock-Down und
ein Kontrollplasmid transfiziert. Die mit den shRNS-Plasmiden transfizierten Zellen wurden nach Er-
reichen einer 100%igen Konfluenz auf 24-Loch-Zellkulturplatten verteilt, sodass nur eine geringe Kon-
fluenz von ca. 10-20 % vorlag. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte die Selektion der transfizierten Zellen
durch Zugabe von Hygromycin B (400 pg/ml). Die Zellen wurden in regelméRigem Abstand in grofere
Schalen tberflhrt, sodass mdglichst einzelne Klone generiert werden. Nachdem die Zellen in 10 cm-
Zellkulturschalen 100%ige Konfluenz erreicht hatten wurde mittels RT-PCR ein geeigneter Klon be-
stimmt und wie unter Abschnitt 3.2.1.2 beschrieben kryokonserviert.

3.2.1.6 Analyse der Zytotoxizitat

(nach Herstellerprotokoll Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Version Mai 2012)

Um eine schwere, zellschadigende Wirkung der inkubierten Substanzen auszuschliel3en erfolgte die Be-
stimmung der Zytotoxizitdt in dieser Arbeit mit Hilfe des ,,Cytotoxicity Detection Kit Plus der Firma
Roche. Als Grundlage dieser Methode dient die Aktivitdtsmessung der Laktatdehydrogenase (LDH) aus
dem Zellkulturmedium. Als zytosolisches Enzym befindet sich die LDH nur bei Verlust der Zellinteg-
ritdt im Medium, sodass die dort gemessene Aktivitat direkt proportional zur Zytotoxizitét ist.

Die photometrische Messung der LDH-AKktivitat verlauft Uber zwei Reaktionsschritte: die LDH kataly-
siert die Oxidation von Laktat zu Pyruvat wodurch NAD* zu NADH und H* reduziert wird, dieses wird
anschlielend zur Reduktion von Triphenyltetrazoliumchlorid zu Formazan durch die Diaphorase ben6-
tigt wird. Der durch die Entstehung von Formazan ausgeldste Farbumschlag von gelb nach rot kann mit

Hilfe einer Absorptionsmessung bei 491 nm quantifiziert werden.

Durch das Abtoten der Zellen einer vergleichbaren Zellkulturschale mit 1 % (v/v) Triton-X100 wurde
zunachst eine Standardreihe hergestellt, wobei das Medium dieser Schale schrittweise verdinnt wurde
(100 % Zytotoxizitat bis 0 % Zytotoxizitat). Jeweils 100 ul dieser Standardreihe und 100 pl des Medi-
ums der inkubierten Zellen wurden in eine transparente 96-Loch-Platte pipettiert. AnschlieRend erfolgte
die Bestimmung der Zytotoxizitat entsprechend dem Herstellerprotokoll aus mindestens drei unabhéan-

gigen Inkubationen.
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3.2.1.7 SEAP-Sekretionsversuch zur Bestimmung der Proteinsekretion

(nach (BURG et al., 2013), modifiziert nach Herstellerprotokoll 1-Step PNPP, Thermo Scientific)

Die Bestimmung der Proteinsekretion erfolgte mit Hilfe eines Sekretorische alkalische Phosphatase
(SEAP)-Sekretionsversuchs. Die SEAP wird wie andere Proteine iber sekretorische Vesikel sezerniert.
Der Nachweis ihrer Aktivitat im Medium der zuvor entsprechend transfizierten Zellen, gibt somit indi-
rekt Aufschluss ber die Proteinsekretion dieser Zellen. para-Nitrophenylphosphat (p-NPP) dient der
SEAP als Substrat, wobei bei der Umsetzung der wasserlosliche Farbstoff p-Dinitrophenol entsteht wel-

cher photometrisch gemessen werden kann.

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert und anschlieBend mit dem SEAP-
kodierenden Plasmid pVectOZ-SEAP transifiziert (siehe hierzu auch Abschnitt 3.2.1.4). Nach 24 Std.
wurden die Zellen auf eine 24-Loch-Platte verteilt und weitere 24 Std. spéter entsprechend Abschnitt
3.2.1.3.1 mit Sulfatiden inkubiert. Das Medium wurde gesammelt und fiir 5 Min. bei 13000 x g und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend fiir 10 Min. in einem Heizblock bei 65 °C erhitzt. Die
Proben wurden 1:5 verdiinnt und jeweils 100 pl in eine transparente 96-Loch-Platte Uberfiihrt. Durch
Zugabe von 100 pl 1-Step PNPP Ldsung konnte die Reaktion gestartet werden. Nach 20 Min. Inkuba-
tion bei RT und 150 U/min konnte die Reaktion durch 100 pl 1M NaOH wieder gestoppt werden. Die
relativ zueinander gebildete Menge des p-Dinitrophenols konnte im Platten-Photometer bei 405 nm ge-

messen werden.

3.2.2  Molekularbiologische Methoden
3.2.2.1 Isolation von RNS

(nach Herstellerprotokoll TRIzol-Reagent, Life Technologies, Version Dezember 2012)
Verwendete Puffer:
TRIzol Reagent

Die Isolation von RNS erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe von TRIzol. Dieses Reagenz enthélt zum
Lysieren der Zellen und zur Inaktivierung der RNAsen Guanidiniumthiocyanat, zusatzlich dient Phenol

zum Losen der RNS.

Zunéchst wurde das Medium abgenommen, die Zellen von einer 10 cm2-Zellkulturschale mit 1 ml
TRIzol abgeldst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? Gberfuhrt. Das Lysat wurde fur 5 Min. bei RT inku-
biert und anschlieBend mit 200 pl Chloroform fir 15 sek mittels Vortex durchmischt. Nach erneuter
Inkubation fiir 3 Min. bei RT erfolgte die Zentrifugation bei 12000 rpm und 4 °C fir 15 Min. Hierbei
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bilden sich drei Phasen: In der oberen wéssrigen Phase ist dabei die RNS enthalten; die weililich er-
scheinende Interphase und die untere rétliche Phase enthalten DNS, Proteine und Lipide. Die wassrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt, mit 500 pl Isopropanol durchmischt und fur 10 Min.
bei RT inkubiert, wodurch es zu einem Ausfallen der RNS kommt. Anschliefend wurden die Proben
erneut fir 10 Min. bei 12000 rpm und 4 °C zentrifugiert um die RNS zu pelletierten. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifu-
gation bei 7500 rpm und 4 °C fir 5 Min. wurde der Uberstand wie zuvor verworfen und das Pellet fiir
2 Min. getrocknet. Die RNS wurde in 100 pl RNAse freiem H20 aufgenommen und bei 55 °C fir
10 Min. erwdrmt.

Die Isolation von RNS erfolgte in Kooperation mit Dr. Sven Grdsgen und Dr. Christoph Stahlmann.

3.2.2.2 Bestimmung der Reinheit und RNS-Konzentration nach RNS-Isolation

(nach Disseration (GROSGEN, 2013))

Die RNS-Konzentration sowie die Kontrolle der Reinheit der Isolation wurde mittels Extinktionsmes-
sung bestimmt. Hierzu wurden die Proben zunachst mit RNAse freiem H,0 1:10 verdiinnt und in Kiivet-
ten Uberflihrt. Anschlielend erfolgte die Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm. Wahrend
Nukleinsduren ihr Extinktionsmaximum bei 260 nm aufweisen, zeigen Proteine ihre starkste Extinktion
bei 280 nm. Durch die Bildung des Quotienten der Extinktionskoeffizienten OD 260 nm/OD 280 nm
kann somit die Reinheit der Proben tberprift werden, wobei der optimale Quotient zwischen 2,0 und

2,2 liegt. In dieser Arbeit wurden nur Proben weiter verwendet die dieses Kriterium erfillten.

Folgende Formel beruht auf der Erkenntnis, dass bei einem Extinktionskoeffizienten von 1 eine RNS-

Konzentration von 40 ug/ml vorliegt und wurde zur Ermittlung der RNS-Konzentration verwendet:
¢ [%] = 0D260nm * Verdinnungsfaktor * 40 L)
! ml

Die Bestimmung der Reinheit und Konzentration der RNS erfolgte in Kooperation mit Dr. Sven Grdsgen
und Dr. Christoph Stahlmann.

3.2.2.3 Synthese von cDNS

(nach Herstellerprotokoll High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific,
Version Marz 2016)

Die cDNS-Synthese aus der zuvor isolierten RNS wurde mittels Reverser Transkription mit Hilfe des

High Capacity cDNA RT Kit (Life Technologies) durchgefiihrt. Hierbei wurden zunéchst die Proben
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geméR ihrer RNS-Konzentration verdiinnt, sodass eine Endkonzentration von 0,2 pg/pl erreicht wurde

und anschlieBend wie im Folgenden aufgefiihrt mit den Reagenzien durchmischt:

2 ul 10 x RT Buffer

0,8 ul 25 X dNTP Mix (100 mM)

2 ul 10 x RT Random Primer

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

10 pl RNS (2 pg, ad 10 pl H,0)

Der Ansatz wurde im Thermocycler in 3 Schritten inkubiert: 10 Min. bei 25 °C, 120 Min. bei 37 °C und
schliellich fiir 5 Min. bei 85 °C. Die Proben wurden auf 4 °C heruntergekiihlt, die entstandene cDNS
1:10 in Nuklease-freiem Wasser verdiinnt und fiir weitere Versuche bei -80 °C gelagert.

Die Synthese der cDNS erfolgte in Kooperation mit Dr. Sven Grosgen und Dr. Christoph Stahlmann.

3.2.2.4 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (engl. qRT-PCR)

(nach Dissertation (GROSGEN, 2013))

Die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion diente in dieser Arbeit zur quantitativen Bestimmung der mRNS
und somit dem indirekten Nachweis der Transkriptionsrate verschiedener Gene zu einem definierten
Zeitpunkt. Nach dem Umschreiben der RNS in cDNS gemdaR Abschnitt 3.2.2.3. erfolgte die Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion mit Hilfe der SYBR-green-Methode. Hierbei lagert sich der Fluoreszenzfarb-
stoff SYBR-green an die entstehende Doppelstrang-DNS an, wodurch eine Fluoreszenz initiiert wird,
die wahrend der exponentiellen Phase der PCR proportional zur Menge der doppelstrangigen DNS zu-
nimmt. Die spezifische Bindung des Primers wurde mittels Schmelzkurvenanalyse der entstandenen

Amplifikate evaluiert.

Zur Durchfuhrung der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion wurde folgender Ansatz in eine
96-Loch-Platte pipettiert:

0,5 ul Primer forward

0,5 ul Primer reverse

4ul Nuklease-freies H.O

10 pl SYBR Green Master Mix
5ul cDNS

AnschlieBend wurden die Proben gemal? dem folgenden Protokoll im Piko Real Cycler der Firma Ther-

moScientific vermessen.
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Tabelle 8: gRT-PCR Protokoll

Temperatur Dauer

Schritt [°C] [Sek ] Zyklen
I 95 20 1

I 95 3

I 60 30 40
v Schmelzkurvenanalyse 1

Anhand der Ergebnisse wurde zunachst der Schwellenwert (Ct-Wert) jedes spezifischen Gens festge-
legt. Dieser entspricht dem Punkt, an dem das Fluoreszenzsignal exponentiell wachst und erstmals das
Hintergrundniveau iiberschreitet. Die Auswertung der Daten erfolgte anschlieBend mittels der A/ACt-
Methode nach Livak und Schmittgen (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001). Dabei wird die relative Veran-
derung der Expression unterschiedlicher Gene in Bezug auf ein Referenz-Gen berechnet. Als Referenz-
Gen diente hier B-Aktin, dessen Expression nur sehr gering reguliert wird und daher kaum Schwankun-
gen durch exogene Faktoren unterliegt. Die Durchfuihrung der gRT-PCR Versuche erfolgte in Koope-
ration mit Dr. Sven Grdsgen und Dr. Christoph Stahlmann.

Folgende spezifische Primer wurden im Rahmen der Arbeit zur Analyse der Expression der vorgenann-
ten Gene verwendet:

Tabelle 9: Verwendete Primersequenzen.
Nukleinbasensequenzen der verwendeten Primer (A= Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin).

Gen forward reverse

Humane Proben

S-Actin  5-CTT CCT GGG CAT GGA GTC-3’ 5-AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG-3°
BACE1 5-AAT ACC TGC GGT GGA AGA TG-3 5-GCC CTC CAT GAT AAC AGC TC-3
Gal3stl 5’-CTC AAG TTC GCC TTC CCT AA-3’ 5’-TGT GGT TGC AGATGA TGT TG-3’

Ugt8a  5’-ATG GGT AAATGG TGC TAATG-3’ 5¢-TCT GGT CAT AGT ATC ATA AT-3¢
ARSA 5’-GGA CTA GAG GCC CGC TAC AT-3’ 5’-GGG TGT GGT GAG AGG CAT AG-3°
Murine Proben

Gal3stl 5°-TCC TGC AGT AGC ACC AAG TG -3’ 5’-CCTGCTCTT CTT CGATCT GG-3’
Ugt8a 5’-AGA TGG TGC TCA GGA GCA TG-3° 5’-TCG TGG CGA AGA ATG TAG TC-3’
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3.2.25 Gal3st-Promotoraktivitatsmessung mittels Luciferase-Assay

(nach Dissertation (METT, 2017), modifiziert nach Herstellerprotokoll Secrete-Pair Dual Lumine-

scence Assay Kit, GeneCopoeia)

Die Untersuchung der Promotoraktivitat der CST (Genname: Gal3stl) erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe
eines Luciferase-Assays. Hierbei werden Zellen zunéchst mit einem Reporterplasmid transfiziert, wel-
ches fur das Reporterenzym Gaussia-Luciferase kodiert, wobei die Transkription durch den Gal3st1-
Promotor reguliert wird. Um den Einfluss der Transfektionseffizienz auszugleichen, wird ein zweites
Reporter-Gen ko-transfiziert, wobei dieses unter der Kontrolle eines CMV-Promotors steht und somit
seine Aktivitdt ausschliellich von der Effizienz der Transfektion abhdngig ist (sog. Standard-
reporterenzym). In diesem Fall handelte es sich hierbei um die SEAP.

MEF APPACT15-Zellen wurden bis zur Konfluenz in einer 10 cm Schale kultiviert und anschlieRend
mit dem Plasmid pEZX-PG04-Gal3St1-GLuc wie unter Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben transfiziert, wo-
bei die Mengen entsprechend der GroRe der Zellkulturschale angepasst wurden. Die Zellen wurden fir
24 Std. kultiviert und anschlieend in einer 24-Well Platte ausgesat. Weitere 24 Std. spéter wurde zur
Uberpriifung des Einflusses von AICD auf die Gal3st1-Promotoraktivitat eine Inkubation der Zellen mit
AICD durchgefiihrt. Hierfir wurde zur Verbesserung der Aufhahme von AICD eine lipofektions-ba-
sierte Inkubation mit Saint PhD-Reagenz wie unter Abschnitt 3.2.1.3.4.2 beschrieben verwendet. Nach
einer Inkubationsdauer von 30 Min. erfolgte die Messung der Gaussia-Luciferase- und SEAP-Aktivitat
mit Hilfe des Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit entsprechend der Herstelleranweisung. Die
Proben wurden auf einer weiRen 96-Loch-Platte in einem Infinite M1000 Pro Fluorometer/Luminometer
vermessen. Aufgrund der kurzen Inkubationsdauer war das ermittelte SEAP-Signal zu schwach, sodass
eine Normierung hier nicht méglich war. Die Bestimmung der Gal3st-Promotoraktivitét erfolgte in Ko-

operation mit Dr. Janine Mett.

3.2.3 Proteinchemische Arbeiten

3.2.3.1 Aufreinigung von konditioniertem Medium

(nach Dissertation (METT, 2017))

Nach vorheriger Inkubation wurde das Medium vollstdndig abgenommen und in geeignete Gefalie tiber-
fuhrt. Vor der weiteren Verwendung von konditioniertem Medium wurde dieses fur 5 Min. bei
13000 x g und 4 °C zentrifugiert. Durch diesen Vorgang wurden abgestorbene Zellfragmente sedimen-
tiert; der Uberstand wurde anschlieBend in Eppendorf-Reaktionsgefafen bei -20 °C gelagert oder direkt

weiterverwendet.
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3.2.3.2 Zellaufschluss
3.2.3.2.1 Mechanischer Zellaufschluss

(nach Dissertation (METT, 2017))

Verwendete Puffer:

PBS Saccharose-Puffer
137 mM NaCl 200 mM Saccharose
2,7 mM KCI 10 mM Tris/HCI pH 7,4

8,1 mM Na,PO4 x 2H.0
1,5 mM KH2POg4

Der mechanische Aufschluss der Zellen erfolgte durch die Scherkrafte zwischen hochbeschleunigten
Keramikkigelchen, wobei die Membranen im Vergleich zur detergenzbasierten Methode partiell intakt
bleiben. Diese Methode des Zellaufschlusses eignet sich daher insbesondere zur anschlieRenden Mes-
sung der Enzymaktivitat membranstéandiger Proteine.

Zur Reduktion der Proteaseaktivitat wurden alle folgenden Schritte auf Eis durchgefuhrt. Das Medium
der Zellkulturschalen wurde abgenommen und nach dem Waschen der Zellen mit 4 °C kaltem PBS
wurden diese je nach Schalengréfe in 500 ul (10cm?) oder 1500 ul (500cm?) Saccharose-Puffer abge-
lost. In einem Reaktionsgefal erfolgte anschlieBend unter Zugabe von Keramikkiigelchen der Auf-

schluss der Zellen bei 5000 U/min fiir 30 Sek. in einem Minilys-Homogenisator.

Analog hierzu wurden Maushirnhemisphéren, sowie Gewebeproben von humanen post mortem Gehir-
nen in 1 ml Saccharose-Puffer homogenisiert. Hierbei bleiben die Zellkerne intakt, sodass diese spater
mittels Zentrifugation abgetrennt werden konnten. Die Homogenate wurden in ein 1,5 ml Reaktionsge-
fak Gberfuhrt und anschlieend flr weitere Versuche verwendet. Alternativ kdnnen die Proben bei

-80 °C oder in fllissigem Stickstoff aufbewahrt werden.

Der Zellaufschluss von radioaktivmarkierten Zellen erfolgte mittels Precelly-Keramikkiigelchen. Auch
diese Methode beruht auf der mechanischen Reibung der Kiigelchen untereinander, wobei der Durch-
messer der Kugelchen im Vergleich zu den o. g. Kiigelchen groRer war. Die Zellen wurden in H,O von
den Schalen abgel6st und in einem in Eis eingebetteten Reaktionsgefal fur 60 Min. bei 4 °C auf einem
Wheaton-Schiittler bei 2000 rpm aufgeschlossen. Diese Form der Kiihlung war notwendig um die Ak-
tivitat der enthaltenen Enzyme trotz entstehender Reibungswérme zu minimieren. Die so entstandenen

Zellhomogenate konnten bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt werden.
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3.2.3.2.2 Chemischer Zellaufschluss

(nach Dissertation (BURG, 2014))

Verwendete Puffer:

PBS Lyse-Puffer Protease-Inhibitor-Gemisch
137 mM NacCl 150 mM NacCl 5 ml ddH.O

2,7 mM KCI 50 mM Tris/HCI, pH7,4 1 Tablette Complete Protease
8,1 mM NazPO4 x 2H,0 2mM EDTA Inhibitorgemisch

1,5 mM KHzPO, 0,1 % NP-40

0,1 % Triton X-100

Der chemische Aufschluss von Zellen erfolgte mittels Lyse-Puffer, wobei die Zellmembranen durch die
im Puffer enthaltenen Detergenzien NP-40 und Triton X-100 vollstandig solubilisiert werden. Daher
eignet sich diese Methode nicht fiir die anschlieRende Aktivitatsmessung membranstandiger Enzyme,

sondern diente dem Zellaufschluss vor Western Blot-Analysen.

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit 4 °C kaltem PBS wurde der Puffer restlos entfernt, um die
Lyse nicht durch Unterschiede in der Detergenzkonzentration zu beeinflussen. Die Proteaseaktivitat
wurde durch das 1:10 in Lysepuffer eingesetzte Proteaseinhibitorgemisch reduziert. Die Zellen wurden
fiir 10 cm Schalen in 400 pl Lysepuffer abgelost und fir 45 Min. auf Eis inkubiert. Nicht lysierte Zell-
bestandteile wie beispielsweise der Nucleus wurden anschlieBend durch Zentrifugation der Proben bei
4 °C fur 5 Min. mit 13000 rpm aus dem Lysat entfernt und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR

tUberfuhrt. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration unter Verwendung des BCA-Tests

(nach Dissertation (BURG, 2014), modifiziert nach (SMITH et al., 1985)
Verwendete Losungen:

BCA-Arbeitslésung Rinderserum-Albumin-

Verdlnnungsreihe
1 ml 4 % CuSO4 in H20

39 ml BCA-Ld6sung

Der BCA-Test ermdglicht die quantitative Analyse des Proteingehaltes einer Probe. Unter der Annahme
eines nahezu konstanten Proteingehaltes aller Zellen diente er in dieser Arbeit zur Normierung der Pro-

ben.
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Bei der Reaktion werden Cu?*-lonen durch Komplexierung mit den Peptidbindungen der enthaltenen
Proteine zu Cu*-lonen reduziert, die in einer zweiten Reaktion einen Komplex mit je zwei Bichinonin-
sdure-Molekdlen bilden. Dies fiihrt zu einem violetten Farbumschlag, dessen Intensitat proportional zur

Proteinmenge ist und photometrisch bestimmt werden kann.

Je 20 pl einer Rinderserum-Albumin-Verdinnungsreihe mit einer Proteinkonzentration von 0,0—
1,1 mg/ml, sowie 5 pl der zuvor abhéngig von ihrer erwarteten Proteinkonzentration verdiinnten Proben,
wurden in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 ul der vorberei-
teten BCA-Arbeitslosung gestartet und die Platte nach 15-minttiger Inkubation bei 37 °C fir weitere
15 Min. bei RT auf einem Schidittler inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer Wellen-
lange von 550 nm im Spektralphotometer. Die Proben wurden zur Reduktion der Varianz als Fiinffach-
bestimmung aufgetragen und der Mittelwert der Proteinkonzentration konnte mit Hilfe der durch die

Rinderserum-Albumin-Verdinnungsreihe ermittelten Eichgerade bestimmt werden.

3.2.3.4 Immunprazipitation

(nach Dissertation (METT, 2017))

Verwendete Puffer:

Waschpuffer A Waschpuffer B Waschpuffer C

10 mM Tris/HCI pH 7,5 10 mM Tris/HCI pH 7,5 10 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NacCl 500 mM 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 2 mM EDTA

Die Immunprézipitation wurde in dieser Arbeit verwendet um Proteine anzureichern, die nur in geringer
Konzentration in konditioniertem Medium oder Zelllysat vorliegen. Spezifische Antikdrper binden nur
an das gewiinschte Antigen und Uber ihre Fc-Region an Protein G. Dieses an Sepharose-adaptierte Pro-

tein ermdglicht anschlieBend die Aufreinigung mittels Zentrifugation.

Je 1 ml der zu vergleichenden Proben wurde mit Hilfe des BCA-Tests auf die gleiche Proteinkonzent-
ration angeglichen. 20 pl Protein G-Sepharose und die in Tabelle 10 angegebene Antikdrpermenge wur-
den hinzugegeben. Die ReaktionsgefaRe wurden tiber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopftaumler inku-
biert, um so die Antigen-Antikorper-, sowie die Antikdrper-Protein-G Bindung zu ermdglichen. Die
Proben wurden bei 13000 rpm und 4 °C fur 1 Min. zentrifugiert und das Pellet mit je 1 ml Waschpuf-

fer A, B und C gewaschen. Waschpuffer C wurde mit Hilfe einer Hamilton-Kapillare abgenommen, um
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eine Verdinnung der Proben durch den Puffer zu vermeiden und das Prazipitat anschlieRend mit 15 pl
3 X Proteinproben-Puffer bei 95 °C fiir 5 Min. im Thermomixer inkubiert. Durch diesen VVorgang wer-
den die enthaltenen Proteine denaturiert und somit sowohl Antigen-Antikérper-Bindungen, als auch die

Bindung an Protein G aufgeldst.

Tabelle 10: Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper und ihre Konzentration fir die jeweilige
Immunprazipitation

Antigen Lokalisation AK Konzentration Sepharose

AP Medium W02 10 pg/ml Protein G-Sepharose
APao Medium G210 12,5 pg/ml Protein G-Sepharose
AP Medium G211 17,3 pg/ml Protein G-Sepharose

3.2.3.5 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

(nach (SCHAGGER, VON JAGOW, 1987), Ablauf nach Dissertation (METT, 2017)).

Verwendete Puffer:

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

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

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

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen erfolgte in dieser Arbeit mittels Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. SDS-PAGE). Das Verfahren beruht darauf die
mittels Natriumdodecylsulfat (engl. SDS) negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld durch ein
geeignetes Trennmedium nach ihrer Molekiilgroe aufzutrennen. Als Trennmedium wurden Tris/Tricin-
Polyacrylamidgele mit einem Gradienten von 10-20 % verwendet, da diese eine bessere Auftrennung

der kleinen Proteine ermoglichen.

Die Proteine kénnen mit Hilfe einer Immunprézipitation angereichert werden. Alternativ kénnen die
Proben direkt auf ein Gel aufgetragen werden. Beim direkten Nachweis von Proteinen wurden die Pro-
ben mittels BCA-Test auf die gleiche Proteinkonzentration angeglichen, mit 3 x Proteinprobenpuffer
versetzt und fur 5 Min. bei 95 °C inkubiert. Die Proben zur Bestimmung von PS 1, BACE1 und
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ADAM17 wurden nicht zusatzlich inkubiert, sondern direkt aufgetragen. Die aufgetragene Protein-
menge war abhangig von der Expressionsstarke des zu bestimmenden Proteins und lag zwischen 30—

60 pg Protein pro Tasche. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei RT und 120 V fur 1 Std.

3.2.3.6  Proteintransfer mittels Western Blot-Methode

(nach (TOWBIN et al., 1979), Durchfiihrung entsprechend Dissertation (METT, 2017))

Verwendete Puffer:

Transferpuffer

25 mM Trizma Base
157 mM Glycin
20 % Methanol + 0,025 % SDS

Die im Polyacrylamidgel zuvor aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer auf eine Nitrozel-
lulosemembran Ubertragen, wobei die durch SDS negativ geladenen Proteine zur positiv geladenen

Anode wandern.

Die Nitrozellulosemembran und das Gel wurden auf zwei mit Transferpuffer befeuchtete Filterpapiere
gelegt und durch zwei weitere Filterpapiere bedeckt. Der Transfer erfolgte in einer mit Transferpuffer
befullten Kammer bei 380 mA und 4 °C. Die Dauer des Transfers war abhangig von der Grole der zu

analysierenden Proteine. Fiir AB betrug diese 1 Std., fur alle anderen Proteine 3 Std.

3.2.3.7 Immunodetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

(nach Dissertation (METT, 2017))

Verwendete Puffer:

PBS TBS-T ECL-LOsung 1 und 2
137 mM NacCl 10 mM Tris/HCI pH8
2,7mM KCI 150 mM NacCl

8,1 mM NaPO4 x 2H,0 0,05 % (w/v) Tween-20
1,5 mM KH2PO4

Der Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen erfolgte mittels Immunodetektion. Ein spe-

zifischer Antikorper bindet an das Antigen des nachzuweisenden Proteins und wird selbst durch einen
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an Meerrettichperoxidase gekoppelten sekundéren Antikérper markiert. Die Meerrettichperoxidase ka-
talysiert die Chemolumineszenz-Reaktion des in der ECL (engl. enhanced chemiluminescence) -L6sung

enthaltenen Luminols, wodurch es zur verstarkten Emission von Licht kommt.

Fir die Detektion mit dem WO02-Antikorper wurde die Membran zundchst fiir 5 Min. in PBS gekocht
(IDA etal., 1996). Fr alle anderen Antikorper wurde die Nitrozellulosemembran direkt in 10 % Milch-
pulver (MP) oder 5 % BSA inkubiert, um die unspezifische Bindung des Antikorpers zu verringern. Die
Membran wurde zweimal gewaschen und anschlieBend mit dem priméren Antikorper inkubiert. Die
verwendeten Puffer, die Konzentrationen der Antikorper sowie die Dauer der Inkubationen waren ab-
hangig von dem priméren Antikorper. Die genauen Inkubationsbedingungen kénnen Tabelle 11 ent-

nommen werden.

Zum Nachweis von unspezifischen Schwankungen, beispielsweise durch Fehler beim Auftragen der
Proben, wurde ergédnzend zu den gesuchten Proteinen auch der Proteingehalt eines konsekutiv expri-
mierten Proteins, z. B. Aktin oder Tubulin, bestimmt, da dieses nur gering durch exogene Faktoren
reguliert wird. Es wurden nur Ergebnisse verwendet, bei denen kein Unterschied in diesem Referenz-

Protein bei den untersuchten Proben nachgewiesen wurde.

Nach vier weiteren Waschschritten wurde die Nitrozellulosemembran fiir 60 Min. bei Raumtemperatur
mit dem entsprechenden Zweitantikdrper (1:5000) inkubiert, nochmals viermal gewaschen und an-
schlielend fir eine Minute in ECL-L6sung (1:1) inkubiert. Die Membran wurde zwischen zwei Klar-
sichtfolien im Fotolabor mit einem lichtempfindlichen ECL-Hyperfilm exponiert. Die Intensitat der
Schwarzung des Filmes ist proportional zur Proteinmenge und wurde densitometrisch mit Hilfe des

Programms Image Gauge quantifiziert.

Tabelle 11: Liste der verwendeten Antikdrper inkl. Inkubationsbedingungen fir den immunolo-
gischen Proteinnachweis.

Primar-Antikdrper Sekundar-Antikdrper
Protein/ Bezel_chnung Inkubationsbedingungen Bezel_chnung Inkubations-
Anti [Firma] [Firma] bedinaqungen
ntigen Konzentration Konzentration gung
AP
APP W02 1% MP (w/v) in PBS Anti-mouse
SAPPa 1 pg/ml 1,5 Std. bei RT [Dako] 1:5000 in PBS, 60 min
B-CTF
sAPPp Anti-sAPPpB 0 . Anti-rabbit 0
[MyBio Source] 50/; M; (V\r/]/vt)) 'T‘ 4F:IZS [Promega] |E;1 é)B'\gPG((\)Nn/w\i/%
1:200 er Nacht bel 1:10000 !
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Primar-Antikdrper

Sekundar-Antikdrper

o-CTF 2214 PBS '[“Ff‘rt(i)'r;aebt;]t 5 % MP (WV)
1:5000 Uber Nacht bei 4°C 120000 in PBS, 60min
o-Tubulin A”t[';’l‘)';zugblu"” 3% BSA (WIv) in PBS Antimouse oo oo
Abcam] 1:5000 Uber Nacht bei 4°C [Dako] 1:5000
ADAM 10  Anti-ADAM10 0 : Anti-rabbit .
[422751Merck] 10/; Mz ("m) " ;Eés [Promega] > é’B'\gPG((‘)"’ré‘i’r)]
1:2000 er Nacht bet 1:10000 !
ADAM 17  Anti-ADAM17 o : Anti-rabbit .
[AD39162 > A’lhé'zt(d""/k‘)’gi 'gTP BS Promega] > %" (W)
Abcam] 1:5000 9 Std. 1:10000 '
B-Aktin A 5441 5% MP (w/v) in PBS Anti-mouse . .
1:5000 1,5 Std. bei RT [Dako] 1:5000 " PBS 60 min
BACE1 Anti-BACE1 . : Anti-rabbit .
[B0806 Sigma] A)ll\EiIZt(dW/l;/gi IEE > [Promegal ¢ Lac
1:1000 9 Std. 1:10000 '
Cadbherin Anti-Cadherin 0 : Anti-rabbit 0
R
Abcam] 1:1000 9 Std. 1:10000 '
EEA1 Anti-EEAL 0 - Anti-rabbit 0
[Ab2900 ’ A)lhéth(dW/l;gi IEE > [Promegal ﬁ\ gshgpe((\)lvn/w\i/r)m
Abcam] 1:1000 9 Std. 1:10000 '
Flotillin Anti-Flotillin 596 MP (wiv) in PBS Anti-mouse
[61%%;08[)] 1,5 Std. bei RT [1?5"";(‘;(]) in PBS, 60 min
Nicastrin Anti-Nicastrin 0 ; Anti-rabbit 0
[N1660 Sigma] > % MP (Wiv) m.TBST [Promega] 5% MP (whv)
1:500 Uber Nacht bei 4°C 1:10000 in PBS, 60min
PS1 Anti-Presenilinl 0 : Anti-rabbit 0
[sc-7860 Santa 50/; M:: (V\;]/:/t)) 'T‘ 4F:I?:S [Promega] I‘Z I/;)B'\gpe(gv rr/1 \|/r)1
Cruz] 1:500 er Nacht bet 1:10000 '

3.2.3.8 Bestimmung der Gesamtdegradation von Ap

(modifiziert nach (SUN et al., 2005), Durchfiihrung nach Dissertation (METT, 2017))

Die Degradation von AP wurde in der Zellkultur auf N2a Zellen gemessen. Diese Neuroblastom-Zellli-
nie ist murinen Ursprungs, sodass mit dem WO02-Antikdrper lediglich das exogen zugefugte,
synthetische humane AP detektiert wird, wihrend das endogen produzierte AB durch den Antikorper

nicht gebunden wird.

Die Zellen wurden zunéchst wie in Abschnitt 3.2.1.3.1 beschrieben inkubiert, um den Einfluss des Lip-

ides auf die Degradation zu bestimmen. AnschlieBend wurde das Medium riickstandslos entfernt und
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durch frisches Inkubationsmedium ersetzt. Dieses enthielt ein synthetisch hergestelltes, der humanen
Sequenz von APB40-entsprechendes Peptid in einer Konzentration von 0,5 pg/ml. Nach 6 Std. wurde
dieses Medium abgenommen, je 12 ul mit 3 x Protein-Proben-Puffer versetzt und elektrophoretisch auf-
getrennt. Die Bestimmung des nicht degradierten AB-Peptides erfolgte durch Immunodetektion mittels
WO02-Antikorper. Die Degradation ist dabei umgekehrt proportional zum verbliebenen AB-Peptid und

wurde durch Bildung des Kehrwertes des gemessenen AP bestimmt.

Bei dieser Methode kann nicht zwischen der Degradation durch sezernierte, zytoplasmatische oder
membranstandige Proteine unterschieden werden, es ist lediglich eine Beurteilung der Gesamtdegrada-

tion moglich. Die Messung der Gesamtdegradation von A erfolgte in Kooperation mit Dr. Janine Mett.

3.2.3.9 Biotinylierung von Proteinen an der Zelloberflache

(nach Dissertation (BURG, 2014))

Verwendete Puffer:

Biotinylierungspuffer TIN-Lyse-Puffer Sulfo-NHS-SS Biotin
10 mM NaPi pH 8,0 0,5 % Triton-X100 50%ige

135 mM NacCl 50 mM Imidazol pH 7,0 Streptavidin-Agarose
10 mM KClI 150 mM NacCl

1 x Protease Inhibitor

Die Biotinylierung von Proteinen erfolgte in dieser Arbeit zur Markierung von Proteinen an der Zell-
oberflache. Das Prinzip beruht darauf, dass NHS-Biotin nur an die Proteine der Zelloberflache bindet
und aufgrund seiner negativen Ladung nicht in das Zellinnere gelangt. In einem zweiten Schritt kann
durch Zugabe von Streptavidin-Agarose, welches eine sehr hohe Bindungsaffinitat an Biotin besitzt,

eine Aufreinigung der biotinylierten Proteine erfolgen.

Die Zellen wurden wie unter 3.2.1.3.1 beschrieben in 6-Well-Zellkulturschalen mit Sulfatiden inkubiert
und anschlieRend zundchst viermal mit Biotinylierungspuffer gewaschen. AnschlieRend wurde 1 mg/ml
Sulfo-NHS-SS-Biotin in Biotinylierungspuffer gelost und von diesem Ansatz je 1 ml pro Well auf die
Zellen pipettiert. Die Zellkulturschalen wurden anschlieBend fur 3 Std. bei 4 °C inkubiert und hiernach
erneut funfmal gewaschen. Die Zellen wurden in jeweils 150 ul TIN-Lyse Puffer abgeschabt und je
zwei Wells vereinigt. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultrasonifizierung fiir 30 Sek. bei minimaler
Intensitat und anschlielend 60 Sek. bei mittlerer Intensitit. Mittels BCA-Test wurde die Proteinkon-

zentration bestimmt und je 750 pg Protein bei 20.000 g fur 10 Min. zentrifugiert. Das Volumenéquiva-
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lent von 700 pg Protein wurde mit PBS mit Protease-Inhibitor auf 1 ml VVolumen aufgefiillt. Die Prazi-
pitation der biotinylierten Proteine erfolgte durch Zugabe von 50 pl 50%iger-Streptavidin-Agarose auf
dem Uberkopftaumler bei 4 °C uber Nacht. Die Proben wurden erneut fiir eine Minute bei 12000 g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 20 pl Proteinprobenpuffer wurden die
Proben fur 5 Min. auf 98 °C erhitzt und die Proteine anschliefend wie unter Abschnitt O beschrieben
aufgetrennt, mittels Western-Blot-Methode transferiert (Kapitel 3.2.3.6) und anschliefend immunode-

tektiert unter Verwendung des entsprechenden Antikdrpers (Kapitel 3.2.3.7).

3.2.3.10 Untersuchung der Aggregation von AB-Peptiden

3.2.3.10.1 Monomerisierung von synthetischem Ap.

(nach Dissertation (HUNDSDORFER, 2014), modifiziert nach (EHRNHOEFER et al., 2008))

Verwendete Puffer:
Verdinnungspuffer

10 uM NH4OH

Die Aggregationstendenz von AB-Peptiden wurde in dieser Arbeit mit verschiedenen Methoden be-
stimmt. Vor der Verwendung des synthetisch hergestellten Peptides musste dieses aufbereitet werden,
sodass zu Beginn aller Versuche die Peptide als Monomere vorlagen. Das als Feststoff vorliegende AP,
wurde in Verdiinnungspuffer geldst und fir 30 Min. bei RT im Ultraschallbad sonifiziert. AnschlieRend
wurden die geltsten Peptide bei 4 °C entsprechend Tabelle 12 durch zwei Filtersysteme zentrifugiert,
sodass schlieSlich nur die kleinen ABs>-Monomere im Verdiinnungspuffer enthalten waren. Die Herstel-
lung von ABs-Monomeren erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Benjamin Hundsdorfer und Herr Lukas

Schwarz.

Tabelle 12: Filtersystem fiir Ap-Monomere

Filtersystem Geschwindigkeit Zeit
[Firma] [rpm] [min]
0,22pm Ultrafree Durapore PVDF-
i o 13000 10
Filter [Millipore]
30k- Amicon Ultra-Filter
13000 90

[Millipore]
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3.2.3.10.2 In vitro Inkubation von Afs-Monomeren mit Sulfatiden und Ceramiden

(nach Dissertation (HUNDSDORFER, 2014))

Zur Analyse der Aggregation von ABs-Monomeren wurde dieses in Protein Low Bind-Reaktionsgefa-

Ren 1:1 mit 2 x PBS verdiinnt, sodass eine Endkonzentration von 18 uM vorlag.

In mehreren Vorversuchen konnte nachgewiesen werden, dass die Anwesenheit von Lipiden verglichen
mit dem Losungsmittel Ethanol die Aggregationseigenschaften von AP, stark beeinflusst. Daher wur-
den in den folgenden Versuchen Ceramide als Kontrollsubstanz verwendet, welche als Vorlaufermole-
kile und Abbauprodukte der Sulfatide im direkten Gleichgewicht mit diesen stehen. Die Inkubation der
Lipide mit einer Endkonzentration von 10 uM erfolgte bei 37 °C und 300 U/min lber 24 Std. Anschlie-
Rend wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert. Die Rasterkraft-
Mikroskopie erfolgte ohne Einfrierprozess direkt aus den inkubierten Proben. Die in vitro Inkubation

von ABs-Monomeren mit Lipiden erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Benjamin Hundsdorfer.

3.2.3.10.3 Fluorometrische Bestimmung der ABs-Aggregation mittels Thioflavin T

(modifiziert nach (KHURANA et al., 2005), Durchfiihrung nach Dissertation (HUNDSDORFER,
2014))

Verwendete Puffer:

Analysepuffer

5 uM NH,OH pH 8,0 in PBS

Die fluorometrische Bestimmung der Aggregation von A erfolgte in dieser Arbeit mittels Thioflavin T
(ThT), dass durch die Bindung an amyloide Strukturen ein starkes Fluoreszenzsignal emittiert
(VASSAR, CULLING, 1959). Die Bindung ist abhdngig von der hydrophoben B-Faltblatt-Struktur
(SINGH et al., 2009) und erfolgt daher nicht ausschlieBlich an AB-Fibrillen, sondern auch an Oligomere
und Protofibrillen, wobei anzunehmen ist, dass dabei die Intensitat der Fluoreszenz auf Grund der ge-
ringeren Bindung deutlich schwécher ist (WALSH et al., 1999).

Zur Messung der Proben wurde zundchst Analyse-Puffer in die Vertiefung einer schwarzen 96-Loch-
Platte pipettiert und anschliefend 200 uM ThT-Ldsung hinzugegeben, sodass das Endvolumen 100 pl
betrug. Die in Ethanol geldsten Lipide wurden in einer Konzentration von 10 uM ergénzt und nach
Zugabe von 0,1 mg/ml A4, konnte die Messung der Aggregationskinetik im Fluorometer unter den
nachfolgend aufgefuhrten Einstellungen begonnen werden. Die fluorometrische Bestimmung der Afas2-
Aggregation mittels Thioflavin T erfolgte in Kooperation mit Dr. Benjamin Hundsdérfer und Herr Lu-
kas Schwarz.
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Tabelle 13: Fluorometer-Einstellungen fiir ThT-Analyse

Messwert Einstellung

Temperatur 37°C

Anregung 450 nm £ 5nm

Emission 482 nm £ 5nm

Messintervall 5 Min.

Bewegung Orbitales Schitteln mittlere Intensitat 280 Sek.
Ruhezeit 10 Sek.

3.2.3.10.4 Detektion von AP4-Aggregaten mittels Rasterkraft-Mikroskopie

(nach (BIESCHKE et al., 2010), Durchfiihrung entsprechend Dissertation (HUNDSDORFER, 2014))

Die Rasterkraft-Mikroskopie (engl.: atomic force microscopy, AFM) basiert auf der Interaktion zwi-
schen der Oberflache einer Probe und den Atomen einer Nadelspitze. Diese Nadel ist an einem beugba-
ren Trager (engl.: cantilever) befestigt, dessen Bewegung abhéngig von der unter der Nadel befindlichen
Oberflache ist und mittels Reflektion eines Laserstrahls detektiert werden kann (TORRE et al., 2011).
Die Probe wird im Raster durch die Nadel abgetastet und so die Probenoberfléche visualisiert.

Es erfolgte zunéchst die in vitro Inkubation von AB4-Aggregaten mit den jeweiligen Lipiden entspre-
chend Abschnitt 3.2.3.10.2. Die anschlieende Weiterverarbeitung der Proben wurde unmittelbar an die
Inkubation angeschlossen. Die Mikroskopie erfolgt von 5x5 mm groRen Glimmer-Stiicken. Diese wer-
den auf einem Obijekttrager befestigt, mit Hilfe eines Klebestreifens wird die oberste Schicht entfernt
und 15 pl der Proben fiir 5 Min. darauf inkubiert. Nach der Inkubation wird die Probenflissigkeit ent-
fernt und der Glimmer mit HPLC-Wasser gewaschen. Die Aufnahmen werden mit einer Messfrequenz
von 1 Hz und einer Z-Range von 3 um im Modus ,, intermittend contact (4ir) “ aufgenommen. Die Ein-
stellung der Feedback Control erfolgte mit 1Gain 450 Hz und PGain 0,05. VVon jeder Probe wurden
mindestens finf Aufnahmen (10 x 10 um, 512 x 512 Pixel) aus unterschiedlichen Bereichen gefertigt.
Die Aufnahmen wurden mit der Software Gwyddion 2.29 weiterbearbeitet. Die Detektion von Apa-

Aggregaten mittels Rasterkraft-Mikroskopie erfolgte in Kooperation mit Dr. Benjamin Hundsdorfer.
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3.2.3.10.5 Immunodetektion von ABs-Aggregaten mittels Dotblot

(nach Protokoll der Abteilung Neuroproteomics, Berlin, Prof. Erich Wanker, Durchfiihrung entspre-
chend Dissertation (HUNDSDORFER, 2014))

Der Nachweis von bestimmten Aggregationsformen von A4, nach Lipid-Inkubation erfolgte mit Hilfe
der Immunodetektion (siehe hierzu auch Abschnitt 3.2.3.7). Der verwendete Primar-Antikorper erkennt
dabei spezifisch die ABs2-Oligomere.

Die Proben wurden zur Analyse aufgetaut und zur Verringerung des Messfehlers jeweils flinffach auf-
getragen. Mittels 96-Loch-Dot-Blotter wurden die Proben auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen.
Nach Inkubation der Antikorper entsprechend der untenstehenden Tabelle erfolgte die Detektion mit
Hilfe der ECL-Methode gemal’ Kapitel 3.2.3.7.

Die Immunodetektion von ABs-Aggregaten mittels Dotblot erfolgte in Kooperation mit Dr. Benjamin
Hundsdorfer und Herr Lukas Schwarz.

Tabelle 14: Antikorper zur Detektion von ABs-Aggregaten

Protein/ ) ) )
] Priméar-Antikorper Sekundar-Antikdrper
Antigen
Bezeichnung Inkubationsbedin- Bezeichnung Inkubationsbedin-
Konzentration gungen Konzentration gungen
Oligomere All 3% MP (w/v) in TBS-T A10547 3% MP(w/v) in TBS-T
1:1000 Uber Nacht / 4°C 1:1000 RT fir 60 min

3.2.3.11 Bestimmung von Enzymaktivitaten

3.2.3.11.1 Prinzip der Aktivitdtsmessung mittels Fluorophor-markiertem spezifischem Substrat

Die Analyse der Aktivitaten erfolgte mit Hilfe von Fluorophor-markierten spezifischen Substraten auf
Basis der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Methode (Abk. FRET). Es handelt sich bei diesem
Versuchsaufbau um intern gequenchte Peptide, bei denen der Fluoreszenzakzeptor bei intaktem Peptid
die Emission des Fluoreszenzdonors weitestgehend absorbiert. Durch die Spaltung des Substrates ent-
fallt das Quenching durch raumliche Trennung und die Emission, die proportional zur Aktivitat des

Enzyms ist, kann im Fluorometer gemessen werden.

Die Aktivitit der a-, - und y-Sekretase wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl in lebenden Zellen
bestimmt, als auch nach Membranpréparationen von murinen sowie humanen Gehirnproben und der
Zellkultur.
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3.2.3.11.2 Analyse von -, B- und y-Sekretase-Aktivitaten aus Membranpraparationen

3.2.3.11.2.1 Herstellung postnuklearer Fraktionen

(nach Dissertation (ROTHHAAR, 2013))
Verwendete Puffer:

Saccharose-Puffer

200 mM Saccharose
10 mM Tris/HCI pH 7,4
+ 1 mM EDTA fur p-, y-Sekretase Assay

Zunachst wurden aus Homogenaten von SH-SY5Y wt-Zellen sowie post mortem Gehirnproben und
Maushirnhemispharen postnukleére Fraktionen (PNFs) hergestellt. Die unterschiedlichen Gewebe wur-
den hierzu mit Keramikkiigelchen wie unter Abschnitt 3.2.3.2.1 beschrieben mechanisch aufgeschlos-
sen. Die Maushirnhemisphéren und post mortem Gehirnproben wurden vor dem Aufschluss dreimal mit
Saccharose-Puffer gewaschen. Der Proteingehalt der Homogenate wurde bestimmt und die Proben ab-
hangig von dem zu analysierenden Enzym auf eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml (a-Sekretase),

2 mg/ml (B-Sekretase) oder 3 mg/ml (y-Sekretase) verdiinnt.

AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation bei 900 g und 4 °C flir 10 Min. um die Zellkerne, sowie gro-
Rere Zellfragmente zu pelletieren. 1 ml des hierdurch entstehenden postnukledren Uberstandes wurde in

einem neuen Reaktionsgefal vor der Membranpraparation bei -80 °C gelagert.

3.2.3.11.2.2 Invitro Inkubation von PNFs mit Sulfatiden

Um die direkte Beeinflussung der Enzymaktivitdt durch Sulfatide zu analysieren, wurden PNFs von
unbehandelten SH-SY5Ywt-Zellen, bzw. humanen post mortem Gehirnproben in vitro mit Sulfatiden
behandelt. Dabei werden lediglich Einfllsse durch Veranderungen der Membranzusammensetzung bzw.

direkte Interaktion mit den Enzymen detektiert.

Um die Loslichkeit der Lipide zu verbessern, und eine Adhasion der Lipide an das Plastik der Reakti-
onsgefale zu vermeiden, wurden die PNFs nach dem Auftauen fir 5 Min. in Glasgeféalien auf 37 °C
erwdrmt. Unter Bewegung erfolgte die Zugabe der Sulfatide bzw. des Ldsungsmittels, sodass in den
PNFs eine Endkonzentration von 20 uM entsprechend der Konzentration im Medium der Zellkulturver-
suche vorlag. Die Proben wurden fiir 15 Min. bei 37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert und anschlie-

Rend verarbeitet.
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3.2.3.11.2.3 Membranpraparation

(nach Dissertation (ROTHHAAR, 2013))

Die membrangebundenen Enzyme o-, - und y-Sekretase wurden im ndchsten Schritt mit Hilfe einer
Membranpréparation angereichert und die Spezifitat des Versuchs durch die Elimination zytoplasmati-
scher Proteine weiter erhdht. Die PNFs wurden fir 75 Min. bei 55000 rpm und 4 °C zentrifugiert und
somit die Membranen pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und anschlieRend das Pellet in Sac-
charose-Puffer von der Wand gelost. Zur Fragmentierung der Membranen wurden 2 mg Glaskugelchen
mit einem Durchmesser von 0,2 mm zu dem Ansatz hinzugegeben und anschlielend die Proben im

Minilys-Gerat der Firma Peglab (Erlangen) 10 Sek. bei mittlerer Geschwindigkeit resolubilisiert.

3.2.3.11.2.4 Fluorometrische Messung von Enzymaktivitaten

(nach Dissertation (ROTHHAAR, 2013))

Die Membranpraparationen wurden zur fluorometrischen Analyse als Dreifachbestimmung in schwarze
96-Loch-Platten aufgetragen, wobei die eingesetzte Proteinmenge sich in Abhdngigkeit von dem zu
analysierenden Enzym und dem untersuchten Gewebe gemal untenstehender Tabelle unterschieden hat.
Fiir die Messung der B-Sekretase-Aktivitat wurde durch 1:1 Verdlinnung mit 1 x PBS (pH 4,5) der pH-
Wert gesenkt um eine optimale Aktivitat des Enzyms zu gewahrleisten. Das Gesamtvolumen pro Ver-
tiefung betrug unabhéngig von der zu vermessenden Sekretase 100 pl. Unmittelbar vor Beginn der Mes-
sung wurde in jede Vertiefung Substrat hinzugegeben, sodass folgende Substratkonzentrationen erreicht

wurden;

Tabelle 15: Konzentration des Substrates und eingesetzte Proteinmenge bei der fluorometrischen
Messung der unterschiedlichen Sekretase-Aktivitaten

Substrat Substratkonzentration Proteinmenge pro Vertiefung
[uM] (SH-SY5Y wt / Gehirngewebe) [ug]

a-Sekretase Substrat |1

(Calbiochem No. 565767) 3 100/ 50
B-Sekretase Substrat IV

(Calbiochem No. 565758) 20 1257250
v-Sekretase Substrat 6,25 250 /500

(Calbiochem No. 565764)

Die Messung erfolgte kontinuierlich unter Ausschluss von Licht, wobei zwischen den Zyklen die Platte

nach einem automatischen Muster bewegt wurde um eine optimale Substrat-Enzym-Interaktion zu er-
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reichen. Die in Tabelle 16 dargestellen Einstellungen des Fluorometers fur Extinktions- und Emissions-
wellenlédngen sowie Zykluslange zeigten im Rahmen der Etablierung die hdchste Sensitivitat und Spe-

zifitat und wurden daher flr die Ergebnisse dieser Arbeit verwendet.

Tabelle 16: Einstellung des Fluorometers zur Detektion der unterschiedlichen Sekretase-Aktivi-
taten

Enzym Extinktionswellenlange / Anzahl der Zyklen /
Emissionswellenlange [nm] Zyklusintervall [Sek.]
a-Sekretase 340 £10/490 £ 10 120/120
B-Sekretase 345+5/500+2,5 180/ 60
y-Sekretase 355+10/440+ 10 50/180

Fir die Auswertung der Ergebnisse wurden die gemessenen Fluoreszenzsignale in Abhangigkeit vom
zeitlichen Verlauf in ein Punktdiagramm eingetragen und die Aktivitat der Enzyme anhand der Steigung

im linearen Bereich der Kurve bestimmit.

Die Bestimmung der Sekretase-Aktivitaten erfolgte teilweise in Kooperation mit Dr. Tatjana Rothhaar
und Dr. Viola Haupenthal (siehe hierzu auch Tabelle I).

3.2.3.11.3 Aktivititsmessung der a-, B- und y-Sekretase in lebenden Zellen

(nach Dissertation (ROTHHAAR, 2013))

Verwendete Puffer:

HEPES-Zellkultur-Puffer

140 mM NaCl

2,5mM KCI

1,8 mM CaCl,

1 mM MgCl,

20 mM HEPES, pH 7,4

Neben der oben beschriebenen Methode zur Messung der Enzymaktivititen aus isolierten Membranen
wurde auch die Aktivitat der a-, B- und y-Sekretase direkt von intakten, metabolisch aktiven Zellen in
der Zellkultur gemessen. Dies bedeutet, dass neben den direkten Effekten der Sulfatide auf die Sekreta-
sen, zusétzlich die Beeinflussung der Aktivitat durch Expressionseffekte, Proteinstabilitit und verén-

derte Lokalisation der Enzyme in den unterschiedlichen Kompartimenten der Zelle eine Rolle spielen.
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Die SH-SY5Y wt-Zellen wurden auf 96-Loch-Zellkultur-Platten ausgeséat und bis zu einer 95%igen
Konfluenz kultiviert. Nach der Inkubation mit Sulfatiden wie unter Abschnitt 3.2.1.3.1 beschrieben,
wurden die Zellen zunéchst zweimal vorsichtig mit 37 °C warmem HEPES-Zellkultur-Puffer gewa-
schen um das Medium riickstandslos zu beseitigen. Die in Tabelle 15 bereits aufgefihrten Substrate
wurden in HEPES-Zellkultur-Puffer verdiinnt und je 50 ul pro Vertiefung fur den Versuch eingesetzt.
Im Fluorometer wurde anschlieBend die Emission der gespaltenen Substrate iber den zeitlichen Verlauf
gemessen. Die Detektion erfolgte in Abhangigkeit der Lokalisation der Sekretasen (Plasmamembran
oder Uberwiegend intrazellular) in unterschiedlicher Tiefe (Z-Position). Die jeweiligen Einstellungen
des Fluorometers sowie die Konzentrationen der Substrate sind nachfolgend aufgefuhrt. Die Emissions-

und Extinktionswellenldngen wurden entsprechend Tabelle 16 gewahlt.

Tabelle 17: Substrat-Konzentration und Einstellungen fir die fluorometrische Messung der Sek-
retase-Aktivitaten von lebenden Zellen

Enzym Substrat- Z-Position [um] Anzahl der Zyklen /
Konzentration [uM] Zyklusintervall [Sek.]
a-Sekretase 10 18000 180/ 60
B-Sekretase 30 18600 140/60
y-Sekretase 12,5 18000 140/ 60

Aufgrund der geringeren Spezifitat des Versuchsaufbaus, durch die fehlende Aufreinigung der Enzyme,
wurden bei der Messung der B-Sekretase- bzw. y-Sekretase-Aktivitét in jedem Versuch mehrere Vertie-
fungen mit dem jeweiligen Sekretase-Inhibitor inkubiert. Die dort gemessenen Werte wurden als unspe-
zifisches Hintergrundsignal von den anderen Messwerten abgezogen. Die Inhibitoren wurden 3 Std. vor
Beginn der Messung, sowie wéhrend der Messung dem Medium zugegeben, zu den Kontrollen wurde
das entsprechende Losungsmittel hinzugegeben. Die B-Sekretase Aktivitat wurde dabei durch die Zu-
gabe von 1 uM B-Sekretase Inhibitor Il (Calbiochem) gehemmt, die y-Sekretase Aktivitat wurde durch
2 uM vy-Sekretase Inhibitor X (Calbiochem) inhibiert. Die Bestimmung der Sekretase-Aktivitéten er-
folgte teilweise in Kooperation mit Dr. Tatjana Rothhaar und Dr. Viola Haupenthal (siehe hierzu auch

Abschnitt D Kooperationen).
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3.2.3.11.4 Bestimmung der Neprilysin-Aktivitat

(modifiziert nach einem Protokoll von (MINERS et al., 2008), durchgefiihrt entsprechend Dissertation
(METT, 2017))

Verwendete Puffer:

Assaypuffer Waschpufffer Lysepuffer

100 mM Tris/HCL pH 7,0 0,05% Tween20 in 1xPBS  0,5% Triton X-100
50 mM NacCl 10% Saccharose
10 uM ZnCl, 20mM TrispH 7,4

1x Complete-Proteaseinhibitor

ohne EDTA Blocklésung
B-Sekretase-Inhibitor 11 (1 puM)

y-Sekretase- Inhibitor IV (25 pM)

Bacitracin (10 uM)

10% BSA (Fettsdure
frei) in 1xPBS

Die Akitvitasmessung von Neprilysin erfolgte mit Hilfe des Substrats Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH
(R&D Systems) auf einer mit NEP-Antikdrper beschichteten Platte. Dieses Substrat wird jedoch nicht
nur von NEP, sondern auch von der - und y-Sekretase, ECE1, IDE und Matrixmetalloproteasen umge-
setzt. Um die Unspezifitdt des Versuchsaufbaus zu reduzieren wurden ein Proteaseinhibitor sowie spe-

zifische Inhibitoren gegen die - und y-Sekretase und IDE (Bacitracin) dem Assaypuffer zugesetzt.

Zu Beginn wurden 100 pl des NEP-Antikorpers AF1182 (R&D Systems) in einer Konzentration von
1,6 pg/ml in PBS pro Vertiefung in eine MaxiSorp-96-Loch-Platte pipetiert um diese zu beschichten.
Die Platte wurde kurz bei 150 U/min auf einem Platten-Schittler bewegt und anschliefend mit einer
Folie verschlossen flir 24 Std. bei 4 °C inkubiert. Die Platten wurden insgesamt sechsmal mit Wasch-
puffer gewaschen, und anschlieend pro Vertiefung 125 ul der Blockldsung fiir 3 Std. bei RT inkubiert.

Dies diente der Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen.

Unter Verwendung des o. g. Lysepuffers wurden die zu untersuchenden Proben entsprechend Abschnitt
3.2.3.2.2 Uber 60 Min. lysiert und die Proben auf eine Proteinkonzentration von 1,25 pg/ul in Lysepuffer
angeglichen. Es erfolgte ein erneuter Waschschritt wie oben beschrieben. Schlieflich wurden pro Ver-
tiefung 100 pl der lysierten Proben bei 150 U/min und 20 °C fir 90 Min. auf der mit Antikorper be-
schichteten Platte inkubiert. Die Proben wurden sechsmal mit Waschpuffer gewaschen, um wahrend der
Messung eine maglichst geringe Unspezifitat zu verzeichnen. Nach diesen Schritten sollte nur noch das
aufgereinigte, an die Antikorper gebundene NEP auf der Platte verbleiben. Es wurden zuletzt 100 pl des
Assaypuffers fiir 30 Min. bei RT und 150 U/min inkubiert, bevor durch die Zugabe des Subtrats die
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Reaktion gestartet wurde. Die Fluoreszenz wurde kontinuierlich im Safire2-Fluorometer gemessen. Die
entsprechenden Einstellungen und die Substratkonzentration kdnnen nachfolgender Tabelle entnommen

werden.

Tabelle 18: Substratkonzentration und Einstellung des Fluorometers zur Analyse von Neprilysin

Enzym Substrat Substrat- Extinktionswellenlange /
[Firma] konzentration [uM]  Emissionswellenléange [nm]
Neprilysin ~ Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH 5 320+10/405+ 10
[R&D Systems]

3.2.3.12 Isolation von Zellkompartimenten

3.2.3.12.1 Endosomen-Praparation

(modifiziert nach einem Protokoll von Axis-Shield, durchgefuhrt entsprechend Dissertation
(ROTHHAAR, 2013))

Verwendete Puffer:

Homogenisierungspuffer Gradientenpuffer Optiprep-Gradientenmedium
250 mM Saccharose 250 mM Saccharose (60 % lodixanol)

140 mM NacCl 140 mM NacCl

1 mMEDTA 3mm EDTA

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

Die Auftrennung der Zellorganellen zur Gewinnung von Endosomen erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe

eines lodixanol-Dichtegradienten.

Zur Herstellung der Gradienten wurde das Optiprep-Gradientenmedium mit dem Gradientenpuffer ver-
dinnt, sodass lodixanol in einer Endkonzentration von 40 %, 30 %, 20 % und 10 % enthalten war. Je
2,5 ml der Gradientenmedien wurden in absteigender lodixanolkonzentration in einem Zentrifugen-
Raéhrchen tberschichtet. Die Réhrchen wurden verschlossen und anschlieRend fiir 1 Std. bei RT hori-

zontal gelagert um die Ausbildung eines kontinuierlichen Gradienten zu ermdglichen.

Zur Aufbereitung der Zellen wurden diese zundchst in Homogenisierungspuffer mechanisch aufge-
schlossen. Um die Organellen vollstandig intakt zu erhalten wurden die Proben lediglich mit 2000 Um-
drehungen eines Teflonst6RRels und zwanzigmaliger Wiederholung homogenisiert. Der Proteingehalt der

Proben wurde bestimmt, 1100 pl der Proben auf eine Konzentration von 5 mg/ml angeglichen und diese
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fiir 10 Min. bei 4 °C und 700 g zentrifugiert. Je 1 ml des Uberstands wurde anschlieRend vorsichtig auf
die vorbereiteten Gradienten pipettiert und diese flr 18 h bei 4 °C mit 48000 g in einem Swing-Out-
Rotor zentrifugiert. Wahrend dieser Ultrazentrifugation werden die Organellen entsprechend ihrer
Dichte aufgetrennt. Nacheinander wurden je 550 ul des Gradienten von oben abgenommen, sodass ins-
gesamt 20 Fraktionen entstehen. Die Fraktionen mit den endosomalen Kompartimenten wurden mittels
Immunodetektion gegen den endosomalen Marker EEAL bestimmt und diese Fraktionen fur weitere

Versuche zusammengefihrt.

3.2.3.12.2 Isolation von Lipid Rafts

Die Isolation von Lipid Rafts erfolgte in dieser Arbeit mit zwei unterschiedlichen Methoden. Um die
Aktivitat der membranstdndigen Enzyme maglichst wenig durch Veranderungen der Membranintegritét
zu beeinflussen, wurden die Lipid Rafts zundchst mit Hilfe eines detergenzfreien Saccharose-Dichte-
gradienten isoliert. Bei dieser Methode sind sehr hohe Natrium-Konzentrationen im Puffer notwendig
welche in der Massenspektrometrie stérend wirken. Zur Analyse des Sulfatid-Gehaltes in den Lipid

Rafts wurde daher eine Detergenz-basierte Isolation verwendet.

3.2.3.12.2.1 Detergenz-basierte Isolation von Lipid Rafts

(nach Dissertation (ROTHHAAR, 2013))

Verwendete Puffer:

MBST Saccharose-Gradientenpuffer
25 mM MES, pH 6,5 90 %, 35 % bzw. 5%
150 mM NacCl Saccharose in MBST

0,1 % Triton X-100

Die Zellen wurden zunéchst gewaschen, in MBST abgeldst und flr 20 Sek. bei max. Intensitat im Mi-
nilys mit Keramikkugelchen homogenisiert. Um den Zellaufschluss zu verbessern, wurden die Proben
anschlielend flinfmal mit einer 24G-Kaniile aufgezogen. Nach Bestimmung des Proteingehaltes wurden
6 mg Protein in 1,2 ml MBST 1:1 mit 90%igem Saccharose-Gradientenpuffer in einem Ultrazentrifu-
genrdéhrchen durchmischt. Die Proben wurden vorsichtig zunéchst mit 4 ml 35%igem Saccharose-Gra-
dientenpuffer und schlieRlich mit 4,5 ml 5%igem Saccharose-Gradientenpuffer tiberschichtet. Die Gra-
dienten wurden in einem Swing-Out Rotor mit 35000 rpm bei 4 °C fur 18 Std. zentrifugiert, sodass sich
die Proben ber den diskontinuierlichen Dichtegradienten verteilen konnten. Es wurden von oben je
680 pl in insgesamt 16 Fraktionen abgenommen und die Lipid Raft-enthaltenden Fraktionen mittels

Flotillin als Markerprotein ermittelt. Diese Fraktionen wurden zusammengefihrt und fur weitere Ver-
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suche verwendet. Als Non-Raft-Fraktionen wurden im Gegensatz hierzu die Cadherin-positiven Frakti-
onen vereinigt. Die Detektion von Flotillin und Cadherin erfolgte mittels Western Blot-Analyse wie
unter Abschnitt 3.2.3.7-3.2.3.7 beschrieben, wobei 10 pl jeder Fraktion pro Tasche auf ein Elektropho-
rese-Gel aufgetragen wurden. Die Isolation von Lipid Rafts wurde in Kooperation mit Dr. Viola Hau-

penthal durchgefihrt.

3.2.3.12.2.2 Detergenz-freie Isolation von Lipid Rafts

(nach Protokoll Dr. Viola Haupenthal, Universitat des Saarlandes 2014)

Verwendete Puffer:

MBS-Na,COs Saccharose-Gradientenpuffer
25 mM MES, pH 6,5 90 %, 35 % bzw. 5 %
150 mM NacCl Saccharose in MBS-Na;COs

250 mM Na2COs

Die Zellen wurde zunéchst wie in Abschnitt 3.2.3.12.2.1 beschrieben aufbereitet, wobei als Homogeni-
sierungspuffer MBS-Na,COs diente. Anschlielend wurden die Proben im Eiswasserbad dreimal fur 20
Sek. sonifiziert (Intensitat: 60 %; 90 %; 60 %). Der Proteingehalt wurde mittels BCA-Test bestimmt
und auf mindestens 2,5 mg/ml adjustiert. 2 ml der Probe wurden mit 2 ml 90%igem Saccharose-Gradi-
entenpuffer durchmischt und als unterste Schicht in ein Ultrazentrifugenréhrchen pipettiert. In Analogie
zu Abschnitt 3.2.3.12.2.1 wurden die Proben anschlieBend mit 35%igem (4 ml) und 5%igem (3 ml)
Saccharose-Gradientenpuffer Gberschichtet und im Swing-Out Rotor mit 35000 rpm bei 4 °C flr 16 Std.
zentrifugiert. Zur weiteren Analyse wurden ebenfalls 16 Fraktionen mit jeweils 680 ml von oben abge-
nommen. Die weitere Aufbereitung und Vereinigung von Fraktionen erfolgte wie unter Abschnitt
3.2.3.12.2.1 beschrieben. Die Isolation von Lipid Rafts wurde in Kooperation mit Dr. Viola Haupenthal
durchgefihrt.

3.2.4 Lipidanalytische Arbeiten

3.2.4.1 Massenspektrometrische Analyse von Sulfatiden

(nach Dissertation (STAHLMANN, 2019))

Verwendete Puffer:

Laufmittel

5 mM Ammonium-Acetat in
Methanol/Wasser (97:3, v/v)
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Die massenspektrometrische Analyse von Sulfatiden erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe einer in dieser
Arbeitsgruppe durch Dr. Christoph Stahlmann etablierten Methode. Sulfatide kénnen im negativen Mo-
dus mittels ESI-MS/MS detektiert werden, nach Fragmentierung findet sich dann das gemeinsame Pro-
dukt-lon HSO4 bei m/z 97. Die Detektion erfolgte mit einer MRM-Methode.

Zur Probenvorbereitung wurden die verschiedenen Zelllinien kultiviert und nach Erreichen der Kon-
fluenz zweimal mit 4 °C kaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 180 pl ddH.O wie
unter Abschnitt 3.2.3.2.1 beschrieben mechanisch aufgeschlossen. Maushirnhemisphéren wurden eben-
falls auf diese Weise homogenisiert, wobei dabei 400 ul ddH.O verwendet wurden. Der Proteingehalt
der Proben wurde entsprechend Abschnitt 3.2.3.3 ermittelt und diese auf eine Konzentration von
10 mg/ml Gesamtprotein angeglichen. Kreise aus Whatman-Papier mit einem Durchmesser von 6 mm
wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch-0,45 um-Filterplatte gelegt und diese auf einer 96-Loch-
Platte fixiert. Pro Vertiefung wurden 10 pl der Proben auf die Whatman-Papierkreise pipettiert und um
den internen Standard (10 pmol Sulfatid d18:1/12:0 und Sulfatidgemisch aus Schweinehirn) ergénzt.
Die Proben wurden unter kontinuierlichem Stickstoffstrom von 1-2 bar fur 1 Std. bei RT getrocknet.
Nach Zugabe von 300 pl eines Gemisches aus Chloroform/Methanol (95:5, v/v) wurden die Proben fir
30 Min. bei RT mit 450 rpm auf einem Plattenschdittler extrahiert. AnschlieBend erfolgte die Zentrifu-
gation der Platten bei 500 g tber 2 Min., sodass die Proben durch die Filterplatte in die 96-Loch-Platte
Uberfuhrt wurden. Jeder Probe wurden zuletzt 600 pl Laufmittel zugefiihrt und die Proben fur 2 Min.
auf einem Plattenschittler bei 450 rpm durchmischt. Anschlielend erfolgte die Messung im Auto-
sampler der Agilent 1200 Serie HPLC bei 10 °C. Es wurden jeweils 20 pl der Probe in ein 4000 QTRAP

Quadrupol-Massenspektrometer injiziert.

Die Messung erfolgte jeweils als Dreifachmessung zur Reduktion der Standardabweichung. Mit Hilfe
der Software Analyst 1.4.2 (Sciex, Darmstadt) erfolgte die Auswertung der Daten, wobei die Intensitat
der Zahlimpulse pro Sekunde (engl. counts per second, cps) auf die Intensitat des internen Standards
normiert wurde. Die Parameter des 4000 QTRAP Quadrupol-Massenspektrometers und der Agilent

1200 Serie HPLC zur Messung der Sulfatide kdnnen nachfolgender Tabelle enthommen werden.

Tabelle 19: Einstellungen des Massenspektrometers zur Detektion von Sulfatiden.

Parameter Wert
4000 QTRAP Quadrupol-Massenspektrometer

Messdauer 3 Min.
Scan Type MRM
Auflosung Q1 Unit
Auflosung Q3 Unit
Step Size 0,1 Da
Curtain Gas (CUR) 10 psi
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Temperatur (TEM) 200 °C
lon Source Gas 1 (GS1) 40 psi
lon Source Gas 2 (GS2) 50 psi
Interface Heater (ihe) on
Collisionally activated dissociation gas (CAD) medium
lon Spray Voltage (IS) -4500 V
Entrance Potential (EP) -10vV
Collision Energy (CE) -129 eV
Collision Cell Exit Potential (CXP) -15V
Agilent 1200 Serie HPLC
Draw Speed 200 pl/min
Eject Speed 200 pl/min
Waschen der Nadel (Flush Port) mit Methanol ddH,0 (9:1, v/v) 10 Sek.
Flussrate 0,0 Min. 30 pl/min
Flussrate 1,3 Min. 30 pl/min
Flussrate 2,4 Min. 200 pl/min
Flussrate 2,8 Min. 200 pl/min
Flussrate 3,0 Min. 30 pl/min

Tabelle 20: Molekilspezifische Parameter fiir die MRM-Analyse von Sulfatidspezies

Sulfatid Vorlaufer-lon Produkt-lon Zeit Declustering
m/z [M-H] m/z [M-H] [ms] Potential (DP) [V]
d18:1/12:0 (Standard) 7225 96,9 100 -200
d18:1/18:0 806,6 96,9 100 -200
d18:1/18:0 hydrox 822,6 96,9 100 -200
d18:1/20:0 834,6 96,9 100 -200
d18:1/20:0 hydrox 850,7 96,9 100 -190
d18:1/22:0 862,8 96,9 100 -205
d18:1/22:0 hydrox 878,8 96,9 100 -200
d18:1/24:0 890,8 96,9 100 -215
d18:1/24:0 hydrox 906,8 96,9 100 -220
d18:1/24.1 888,8 96,9 100 -215
d18:1/24.1 hydrox 904,8 96,9 100 -220
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3.2.4.2 Lipidextraktion modifiziert nach Bligh und Dyer

(modifiziert nach (BLIGH, DYER, 1959), Durchfiihrung nach Dissertation (HUNDSDORFER, 2014))
Verwendete Puffer:

Lipidextraktions-Gemisch

Chloroform/Methanol
Mischverhaltnis 1:2

Die Aufreinigung und Anreicherung von Lipiden erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe einer modifizierten
Form der durch Bligh und Dyer 1959 beschriebenen Lipidextraktion. Die Auftrennung beruht dabei auf
den lipophilen Eigenschaften der Lipide, die sich durch Phasentrennung mittels Zentrifugation von den

hydrophilen Bestandteilen wie Nukleinsauren, Zucker und Proteinen abscheiden lassen.

Zunéchst wurden 100 pl Zellhomogenat, entsprechend 1,5 mg Protein, mit 375 pl Lipidextraktions-Ge-
misch fir 1 Std. auf einem Multi Reax Wheatonschuttler (Firma Heidolph) bei maximaler Geschwin-
digkeit durchmischt. AnschlieRend wurden 125 pul Chloroform hinzugegeben und die Proben fir eine
weitere Stunde geschttelt. Nach der Zugabe von 125 pl HO wurden die Proben noch einmal fir
10 Min. auf dem Schiittler durchmischt, bevor sie schlieflich fir 5 Min. bei RT mit 3000 rpm zentrifu-
giert wurden. Die untere, lipophile Chloroform-Phase wird nun durch die Interphase von dem oberen
hydrophilen Methanol-H,O-Gemisch getrennt. Die obere Phase wurde vorsichtig mit einer Pipette
durchstochen und die untere Phase vollstandig abgenommen. Um eine Kontamination mit der wassrigen
Phase zu vermeiden, wurde die organische Phase unter Stickstoffstrom bei RT eingedampft und an-
schlielend durch die Zugabe von 375 pul Lipidextraktions-Gemisch und 100 ul H.O die Lipidextraktion
wie oben beschrieben noch einmal wiederholt. Die Chloroform-Phase wurde nach der Zentrifugation

wieder vorsichtig abgenommen und fiir weitere Versuche verwendet.

3.2.4.3 Messung der Sufatid-de novo-Synthese

(etabliert im Rahmen dieser Arbeit)
Verwendete Puffer:

Szintillationsldsung

Die Sulfatid-de novo-Synthese wurde indirekt Uber eine radioaktive Markierung des Reaktionsproduk-

tes, also der Sulfatide, gemessen. Die Zellen wurden hierzu wie in Abschnitt 3.2.1.3.5 beschrieben fir
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24 Std. mit radioaktivem [35S]-Sulfat behandelt. In diesem Zeitraum wird der Tracer in die Zellhomo-
ostase eingeschlossen und zunachst in PAPS inkooperiert. Dieses dient sowohl flr die CST, als auch in
der Proteinsynthese, als Koenzym fiir die Ubertragung von Sulfatgruppen, sodass nach der Inkubation

sowohl Proteine als auch sulfatierte Lipide radioaktiv markiert vorliegen.

Um diese voneinander zu trennen wurden die Zellen mechanisch aufgeschlossen (siehe hierzu Abschnitt
3.2.3.2.1) und jeweils 100 pl des Homogenats mit einer Proteinkonzentration von 15 mg/ml fiir eine
Lipidextraktion eingesetzt. Diese erfolgte wie unter Abschnitt 3.2.4.2 dargestellt nach einer modifizier-
ten Form der Bligh & Dyer-Lipidextraktion (BLIGH, DYER, 1959). Die Reinheit der lipophilen Phase
wurde durch eine zweifache Lipidextraktion nochmals erhéht und so eine Kontamination durch das
hydrophile, radioaktive Edukt sowie radioaktiv markierte Proteine vermieden.

Die zweite Chloroform-Phase der Lipidextraktion wurde vollstandig in ein mit 2,5 ml Szintillationsl6-
sung befiilltes Réhrchen Gberfiihrt, die Proben anschlieBend fiir 15 Sek. mittels Vortex durchmischt und
im Szintillationszéhler vermessen. Nach der Aufreinigung sind als Tracer-markierte Bestandteile in der
lipophilen Phase der Proben demnach nur noch sulfatierte Lipide zu finden. Diese, bis auf einen sehr
geringen zu vernachlassigenden Anteil, als Sulfatide vorliegenden Lipide, wurden wahrend der Inkuba-
tionszeit durch die CST synthetisiert. Die aus der lipophilen Phase gemessene Radioaktivitat war daher
proportional zur Aktivitat der Sulfatid-de novo-Synthese und konnte als dquivalent flr diese angesehen
werden. Die Bestimmung der Sulfatid-de novo-Synthese wurde teilweise in Kooperation mit Dr. Ben-
jamin Hundsdorfer durchgefihrt.

3.2.4.4 Bestimmung des Cholesterin-Gehaltes in Lipid Rafts

(modifiziert nach Herstellerprotokoll, Durchfiihrung nach Dissertation (HUNDSDORFER, 2014)

Die Bestimmung des Cholesterin-Gehaltes erfolgte in dieser Arbeit nach zuvor durchgefuhrter Lipid
Raft-Praparation unter Verwendung des Amplex Red Cholesterol Assay Kits (Life Technologies). Dieser
Versuch nutzt eine gekoppelte Enzymreaktion. Zunéchst werden, katalysiert durch die Cholesterin-Es-
terase, die vorliegenden Cholesterinester in Cholesterin umgewandelt, anschlieRend setzt die Choleste-
rin-Oxidase Cholesterin in H,O, und Cholesterin-Keton um. Katalysiert durch die HRP reagieren das
entstandene H,O, und Amplex Red zu Resorufin, welches im Fluorometer bei einer Anregungswellen-

lange von 530 = 10 nm und einer Emission von 590 = 10 nm gemessen werden kann.

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend dem Herstellerprotokoll, wobei die Proben 1:1 in 2x Reakti-
onspuffer geldst wurden, sodass die Messung in 1x Reaktionspuffer erfolgte. Zusétzlich wurden eine
Negativkontrolle (1x Reaktionspuffer ohne Cholesterin) und eine Positivkontrolle (1x Reaktionspuffer
mit 10 pM H;0O,) hergestellt. 50 pl jeder Probe und 50 pl der Kontrollen wurden in eine 96-Loch-Platte

pipettiert und durch Zugabe von 50 pl der nach Herstelleranweisung vorbereiteten Arbeitsldsung wurde
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die Reaktion gestartet. Nach einer Inkubationsdauer von 60 Min. bei 37 °C unter Ausschluss von Licht
erfolgte die Messung im Fluorometer unter o. g. Einstellungen. Das Signal der Negativkontrolle wurde

als Hintergrundsignal abgezogen.

3.2.5 Statistische Datenauswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Microsoft Excel oder SPSS Statistics 22.0.
Bei der Uberwiegenden Zahl der Ergebnisse handelt es sich um Mittelwertvergleiche von zwei unabhén-
gigen Stichproben, sodass die statistische Signifikanz mit zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests
bestimmt wurde. Der Pearson-Korrelationskoeffizient r diente zur Berechnung der Signifikanz von Kor-

relationen.

p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001). Die
Fehlerbalken entsprechen den mittleren Standardabweichungen. Es wurden mindestens 3 unabhangige

Experimente durchgefiihrt, die dargestellten Daten entsprechen dem Mittelwert hieraus.
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4  Ergebnisse

Die vorliegende Gliederung des Ergebnisteils bezieht sich auf die experimentellen Inhalte welche im
Rahmen des Hauptprojektes dieser Arbeit erhoben wurden. Ein Teil der hier dargestellten Ergebnisse
wurde zu einem Manuskript zusammengefasst, welches zum Zeitpunkt der Abgabe der Arbeit in einer
wissenschaftlichen Fachzeitschrift eingereicht wurde und gegenwaértig begutachtet wird. Darlber hinaus
wurden im Rahmen der Arbeit auch Daten fur Kooperationsprojekte erhoben. Die Inhalte dieser bereits

publizierten Projekte werden in Abschnitt 4.7 kurz zusammengefasst.

4.1 Sulfatid-Spiegel in humanem Alzheimer-Hirngewebe

Wie in der Einleitung beschrieben, erbrachten bisherige Studien keine homogene Datenlage bezliglich
der Veranderungen des Sulfatid-Gehaltes im Gehirn von Alzheimer-Patienten. Es sollte daher unter-
sucht werden, ob es im Verlauf der Erkrankung zu einer Abnahme der Sulfatide im Gehirn kommt. Um
diese Frage zu beantworten, wurden 10 post mortem Proben von Patienten ohne Alzheimer-Erkrankung
mit 20 Proben von Alzheimer-Patienten verglichen. Wie in Tabelle 21 dargestellt zeigten die beiden
Kohorten keine signifikanten Unterschiede in Alter, Geschlecht und Verzégerung zwischen Tod und
Préaparation (engl.: post mortem delay, pmd). Die Proben enthielten kortikale Strukturen des Frontalla-
ppens, ein Bereich des Gehirns der bei Alzheimer-Patienten haufig betroffen ist. Im Rahmen von voran-
gehenden Analysen, war gezeigt worden, dass sich das Protein/Nassgewicht-Verhaltnis zwischen den
beiden Gruppen nicht signifikant unterschied (MYLONAS, 2015). Proben mit einem zu geringen Pro-
tein/Nassgewicht-Verhaltnis wurden, aufgrund des zu hohen Anteils an WeiRer Substanz, von der Mes-
sung exkludiert. Es ist somit davon auszugehen, dass kein signifikanter Unterschied beziiglich des An-
teils aus der Grauen- bzw. Weillen Substanz vorlag. Die Sulfatide wurden massenspektrometrisch de-

tektiert, sodass auch eine Analyse der einzelnen Sulfatid-Spezies moglich war.

Tabelle 21: Gegenuberstellung der Gewebeeigenschaften der Kontroll- und der Alzheimergruppe.
Alle Proben wurden dem Kortex des Frontallappen entnommen. Statistische Analyse mittels zweiseiti-
gen, ungepaarten Student’s t-Tests (n. s. p > 0,05).

Kontrolle Alzheimer p-Wert
Anzahl
Gesamt 10 20
m [%] 4 [40 %] 8 [40 %] n.s.
w [%] 6 [60 %] 12 [60 %] n.s.
Mittelwert
pmd [Std.] 25,5 30,65 n.s.
Alter [Jahre] 78,2 78 n.s.
Braak [I-V1] 2,05 5 <0,001
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Wie in Abbildung 4 dargestellt konnte im Hirngewebe des Frontallappens der Alzheimer-Patienten eine
signifikante Reduktion des Gesamt-Sulfatid-Spiegels auf 72,7 % (+ 9,82 %, p = 0,041) im Vergleich zu
der Kontrollgruppe beobachtet werden. Wéhrend sich kurzkettige Sulfatide mit 18-20 C-Atomen (ber-
wiegend in Neuronen und Astrozyten nachweisen lassen, werden langerkettige Sulfatide mit 22-24 C-
Atomen hauptséchlich in der Myelinscheide angereichert (PERNBER et al., 2002). Um mdgliche Un-
terschiede in diesen beiden Subpopulationen zu erkennen, erfolgte anschlieRend eine getrennte Analyse
dieser beiden Gruppen. Sowohl die langerkettigen (72,8 %, £ 9,71 %, p = 0,043) als auch die kurzketti-
gen (70,6 %, £ 9,29 %, p = 0,014) Sulfatide waren in der Gruppe der Alzheimer-Patienten gleicherma-
Ren verringert, wobei sich zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede zeigten
(p=0,722).
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Abbildung 4: Darstellung der prozentualen Veradnderung der Sulfatide in humanen Proben aus
dem Frontallappen von Alzheimer-Patienten im Vergleich zu einer Kontroll-Population. (n = 10
Kontroll-Gruppe; n = 20 Alzheimer-Gruppe) Die Detektion der Sulfatide erfolgte mittels Massenspekt-
rometrie in Kooperation mit Dr. Christoph Stahlmann. Kurzkettige Sulfatide wurden definiert mit einer
Kettenlange der Fettsduren von 18-20 C-Atomen. Langkettige Sulfatide enthielten Fettsduren mit 22—
24 C-Atomen. Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die Signifikanzen wurden
mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests ermittelt (* p < 0,05).

Bei der neuropathologischen Begutachtung von Hirngewebe von Alzheimer-Patienten spielt die Eintei-
lung nach den Braak-Stadien bis heute eine entscheidende Rolle. Dabei zeigt ein hohes Braak-Stadium
eine weiter fortgeschrittene Erkrankung an (ARRIAGADA et al., 1992). Es wurde daher eine Analyse
des Sulfatid-Gehaltes auch in Abhéngigkeit des Braak-Status durchgefiihrt. Wie in Abbildung 5 darge-

stellt, zeigte sich in der Unterscheidung des Sulfatid-Gehaltes nach den Braak-Stadien nur eine signifi-
kante Reduktion zwischen dem Braak-Stadium I-11 und dem Braak-Stadium V-VI (Braak I-11 149,1
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+ 12,28 cps, Braak V-VI 100,1 + 21,68 cps, p = 0,01). Eine tendenzielle Reduktion konnte auch im
Braak-Stadium I11-1V nachgewiesen werden, wobei die geringe Anzahl in dieser Gruppe (n = 4) keine
zu beachten ist (115,7 + 21,68 cps, I-1I/111-1V p = 0,202; I1I-1V/V-VI p = 0,535). Mit einem Korrela-
tionskoeffizienten von —0,97 stand in unserer Population der Sulfatid-Gehalt in umgekehrt proportiona-

len Zusammenhang mit dem Braak-Stadium.

1
[cps] n.s.
1
n.s. B Braak I-lI
[ Braak llI-IV
[ [] Braak V-VI

B

Gesamt-Sulfatid-Gehalt

Gesamt-Sulfatide

Abbildung 5: Gesamt-Sulfatid-Gehalt in Abhé&ngigkeit des Braak-Stadiums. (n =10 Kontroll-
Gruppe; n =20 Alzheimer-Gruppe) Die Detektion der Sulfatide erfolgte mittels Massenspektrometrie
in Kooperation mit Dr. Christoph Stahlmann. Dargestellt ist die Summe der Intensitat aller Sulfatidspe-
zies in der Massenspektrometrie in cps (engl. counts per second) im Verhdltnis zu den Braak-Stadien.
Der Wert ,,r*“ gibt dabei den Korrelationskoeffizienten der Mittwerte der Gruppen an, die gestrichelte
Linie bildet die Regressionsgerade. Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung, das
Signifikanzniveau wurde mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests ermittelt (* p < 0,05).

Betrachtet man, wie in der folgenden Abbildung dargestellt, jede einzelne Sulfatidspezies fur sich, zei-
gen sich alle Spezies in den Alzheimer-Gehirnen im Vergleich zu den Kontrollen tendenziell verringert.
Wie in Abbildung 6 dargestellt, konnte dabei eine signifikante Reduktion flr folgende Spezies nachge-
wiesen werden: d18:1/18:0 Hydroxy (0,34 + 0,04 cps vs. 0,22 + 0,02 cps, p = 0,009), d18:1/20:0 (1,32
+ 0,08 cps vs. 1,0 + 0,03 cps, p < 0,001), d 18:1/20:0 Hyroxy (0,29 + 0,02 cps vs. 0,20 + 0,01 cps,
p <0,001); d18:1/22:0 (2,09 + 0,33 cps vs. 1,37 £ 0,15 cps, p = 0,03), d18:1/22:0 Hydroxy (3,99 £ 0,45
cps vs. 2,64 + 0,22 cps, p =0,007) und d18:1/24:0 (28.98 + 3,5 cps vs. 20,67 £ 1,96 cps, p = 0,04). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Reduktion der Sulfatide sich nicht auf eine einzelne Spezies zuriickfiihren

lasst, sondern eine Verminderung der gesamten Lipidklasse flr den Effekt verantwortlich ist.
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Intensitét der einzelnen Sulfatidspezies
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Sulfatid d18:1/24:1 p=0,06

Sulfatid d18:1/24:1 Hydroxy p=0,09
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p=0,08

Abbildung 6: Massenspektrometrische Analyse der einzelnen Sulfatidspezies aus humanen Pro-
ben des Frontallappens von Alzheimer-Patienten im Vergleich zu einer Kontroll-Population. (n =
10 Kontroll-Gruppe; n = 20 Alzheimer-Gruppe) Die Detektion der Sulfatide erfolgte mittels Massen-
spektrometrie in Kooperation mit Dr. Christoph Stahlmann. Die Abbildung zeigt die Intensitaten der
einzelnen Spezies in der Einheit cps, wobei zur besseren Darstellung die x-Achse im niedrigen Bereich
eine kleinere Skalierung aufweist. Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung, statis-
tische Auswertung mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001).

4.2 Sulfatid-Gehalt im zerebralen Gewebe in Abhangigkeit vom Alter

Im Rahmen einer friheren Studie konnte gezeigt werden, dass wahrend des physiologischen Alterungs-
prozesses eine signifikante Reduktion des Sulfatid-Gehaltes in der Weien Substanz auftritt
(SVENNERHOLM et al., 1994). Es wurde daher tberprft, ob in der hiesigen Population auch in der
Grauen Substanz ahnliche Effekte beobachtet werden kdnnen. In Abhangigkeit des Alters zeigte sich
keine signifikante Anderung des Gesamt-Sulfatid-Gehaltes in der Grauen Substanz, weder innerhalb der

Kontrollgruppe noch innerhalb der Gruppe der Alzheimer-Patienten (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Darstellung des Sulfatid-Gehaltes in Abhangigkeit vom Alter der Patienten. Jeder
dargestellte Punkt entspricht dem Verhaltnis der Gesamt-cps zum Alter einer Probe. Die Trendlinien
sind getrennt fir die Alzheimer Gruppe und die Kontrolle-Gruppe dargestellt. Mit ,,r* wird der Korre-
lationskoeffizient angegeben.

4.3 Einfluss der APP-Prozessierung auf die Sulfatid-Synthese

In Abschnitt 4.1 konnte nachgewiesen werden, dass es im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung zu einer
signifikanten Reduktion der Sulfatide kommt. Fir einige Lipide wurde bereits gezeigt, dass der Meta-
bolismus durch die verschiedenen APP-Prozessierungsprodukte direkt beeinflusst werden kann (zusam-
mengefasst in (GRIMM et al., 2017a). Die folgenden Untersuchungen hatten daher zum Ziel, die Aus-
wirkungen der APP-Prozessierung auf die Sulfatid-Homd@ostase zu analysieren. Im Rahmen der patho-
logischen Prozesse bei der Alzheimer-Krankheit kdnnten diese Mechanismen gestort sein und somit zu

der beobachteten Sulfatid-Reduktion im Alzheimer-Gehirn beitragen.

4.3.1 Beeinflussung des Sulfatid-Metabolismus durch die y-Sekretase

Um diese Fragestellung zu untersuchen wurden zunachst im Zellkulturversuch embryonale Maus-
fibroblasten (MEF) betrachtet, die durch eine Defizienz von PS1 und PS2 (MEF PS1/27) keine y-Sek-
retase-Aktivitdt mehr besitzen. Die durch die y-Sekretase entstehenden proteolytischen Produkte von
APP, AICD und A bzw. p3, kdnnen somit nicht mehr gebildet werden. Um Schwankungen der Sul-
fatide durch eine klonale Heterogenitat zu vermeiden, wurden als Kontrolle Presenilin-retransfizierte
Zellen (MEF PS1r) verwendet, die eine y-Sekretase-Aktivitat aufweisen, die etwa 50 % unter der Akti-
vitdt in Wildtyp-Zellen liegt (DUERING et al., 2005).

Im ersten Schritt wurde mittels Massenspektrometrie der Sulfatid-Gehalt aus Homogenaten dieser Zel-
len miteinander verglichen. Aufgrund der geringeren Sulfatid-Konzentration in Fibroblasten im Ver-

gleich zu neuronalem Gewebe, wurde hier nur die dominante Sulfatid-Spezies d18:1/24:1 betrachtet. In
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den defizienten Zellen zeigte sich im Vergleich zu den retransfizierten Kontrollen eine signifikante Stei-
gerung des Sulfatids d18:1/24:1 auf 242,7 % (+ 7,05 %, p < 0,001; Abbildung 8).
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Abbildung 8: Massenspektrometrie der Sul-
fatid-Hauptspezies d18:1/24:1 in PS 1/2™
MEF Zellen im Vergleich zur Kontroll-
gruppe PSr. Die massenspektrometrische Un-
tersuchung wurde durchgefuhrt in Kooperation
mit Dr. Christoph Stahlmann. Es zeigte sich
eine signifikante Zunahme von Sulfatid
18:1/24:1 in den Presenilin-defizienten Zellen
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Fehler-
balken reprasentieren die mittlere Standardab-
weichung, die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-
Tests (*** p < 0,001).

Diese Veranderung konnte sowohl durch eine gesteigerte Synthese, als auch einen reduzierten Abbau

der Lipide erklart werden. Um diese Frage zu beantworten wurde im néchsten Schritt die Sulfatid-Syn-

theserate in den Zellen bestimmt. Die MEF-Zellen wurden zu diesem Zweck fiir 24 Std. mit radioakti-

vem Sulfat inkubiert, welches mit Hilfe des Coenzyms PAPS und der CST in die Sulfatide inkooperiert

wird. Sulfatide bilden mit Abstand den gréfiten Anteil an sulfatidierten Lipiden, sodass nach sauberer

Trennung mittels Lipidextraktion die in der Lipidphase nachgewiesene Radioaktivitat direkt proportio-

nal zu den synthetisierten Sulfatiden ist. Mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus konnte nachgewiesen wer-
den, dass in den MEF PS 1/2”-Zellen im Vergleich zur Kontrolle 85,1 % (+ 4,11%, p < 0,001) mehr

Sulfatide synthetisiert wurden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Sulfatid-de novo-Synthese in
Presenilin-defizienten Zellen im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Die Bestimmung der
Sulfatid-de novo-Synthese wurde durchge-
fuhrt in Kooperation mit Dr. Benjamin
Hundsdorfer. Nach Lipidextraktion zeigte
sich eine signifikante Steigerung der Radio-
aktivitat in den PS 1/2"-Zellen und somit
eine vermehrte Sulfatid-de novo-Synthese im
Vergleich zu den Kontrollzellen. Im Ver-
gleich war ein signifikant hdherer Anstieg des
Sulfatid d18:1/24:1 (siehe auch Abbildung 8)
messbar. Signifikanzen wurden mittels zwei-
seitigen, ungepaarten Student’s t-Tests be-
stimmt (p <0,001). Die Fehlerbalken ent-
sprechen der mittleren Standardabweichung.
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Betrachtet man beide Ergebnisse zusammen, I&sst sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Stei-
gerung der Synthese und der massenspektrometrisch gemessenen Erh6hung des Sulfatid d18:1/24:1-
Spiegels feststellen (p = 0,033). Diese Diskrepanz konnte beispielsweise durch eine zusatzliche Reduk-
tion des Abbaus der Sulfatide oder durch eine geringere Spezifitat des Synthese-Versuchs erklart wer-

den.

Eine mogliche Ursache fiir die gesteigerte Synthese der Sulfatide kdnnte eine vermehrte Expression der
beteiligten Enzyme sein, was die Umwandlung von Ceramid zu Sulfatid verstarken wirde. Die Synthese
der Sulfatide verlauft in zwei Schritten. Zunéchst erfolgt die durch die CGT (kodierendes Gen: Ugt8a)
katalysierte Bildung von Galactosylceramid. Anschliefend werden aus diesem Zwischenprodukt mit
Hilfe der CST (kodierendes Gen: Gal3stl1) schlielich die Sulfatide synthetisiert. Um Expressionsver-
anderungen zu detektieren, wurden mit Hilfe der quantitativen RT-PCR aus den Presenilin-defizienten,
und Presenilin-retransfizierten Zellen die mMRNA-Spiegel der beiden beteiligten Enzyme bestimmt. So-
wohl die Ugt8a (1457,0 %, 292,91 %, p =0,002; Abbildung 10a) als auch die Gal3stl (240,1 %,
+ 48,18 %, p = 0,016; Abbildung 10b) Genexpression zeigten sich dabei in den MEF PS1/27-Zellen

signifikant gesteigert.
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Abbildung 10: Genexpression der Ugt8a und Gal3stl in MEF PSr im Vergleich zu MEF PS 1/27-.
Die RT-PCR-Analysen wurden durchgefiihrt in Kooperation mit Dr. Christoph Stahlmann bzw. Dr.
Sven Grosgen. Dargestellt wird die prozentuale Steigerung der Genexpression der bei der Sulfatid-Syn-
these beteiligten Enzyme: CGT (Ugt8a; Abbildung a) und CST (Gal3stl; Abbildung b). Die Analyse
erfolgte mittels RT-PCR unter Verwendung der AACT-Methode. Die Signifikanz wurde mittels zwei-
seitigen Student’s t-Tests bestimmt (** p < 0,01; * p < 0,05). Die Fehlerbalken entsprechen der mittle-
ren Standardabweichung.

In dem zuvor genannten Versuchsaufbau kann nicht sicher beurteilt werden, ob die Effekte auf den

Verlust der y-Sekretase-Aktivitat zuriickzufihren sind. Auch durch das Fehlen der Proteine Presenilin
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1/2 kdnnten andere, von der Sekretase-Aktivitat unabhangige, Funktionen verloren gehen. Um die beo-
bachteten Verdnderungen der fehlenden y-Sekretase-Aktivitdt zuordnen zu kdnnen wurde daher ergan-
zend die Genexpression der Gal3st]l nach Zugabe des y-Sekretase-Inhibitors DAPT analysiert. Hierbei
wurden SH-SY5Y-Zellen verwendet um Zelltyp-spezifische Effekte in Fibroblasten auszuschlieRRen.
Wie in Abbildung 11 dargestellt, zeigte sich nach Inkubation mit DAPT eine signifikante Steigerung
der Gal3st1-Genexpression auf 132,1 % (+ 4,76 %; p = 0,002).

Bl SH-SY5Y wt

[%] H-SY5Y wt + DAPT : o
e i) Abbildung 11: Einfluss des y-Sekretase Inhibitors

DAPT auf die Genexpression der Gal3stl. Die RT-
T PCR-Analysen wurden durchgefiihrt in Kooperation
& mit Dr. Christoph Stahlmann bzw. Dr. Sven Grdsgen.
Dargestellt wird die Veradnderung der Genexpression
100 der Gal3st1 nach Zugabe von DAPT. Die Inkubation
erfolgte Gber 72 Std. mit 2,5 uM, die Kontrollen wur-
den mit der entsprechenden Menge des Ldsungsmit-
tels behandelt. Die Expression wurde mittels RT-
PCR unter Verwendung der AACT-Methode be-
stimmt. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren
Standardabweichung. Die Signifikanzen wurden mit-
tels zweiseitigen Student’s t-Tests bestimmt
(**p<0,01).

Gal3st1-Genexpression
(% von SH-SY5Y wt)

Die im Vergleich zu den Presenilin-defizienten Zellen geringere Effektstérke konnte auf eine nur in-
komplette Inhibition der y-Sekretase-Aktivitat zuriickgefuhrt werden, da auch unter Zugabe des Inhi-
bitors eine Restaktivitét erhalten ist. Zudem sind Zelltyp-spezifische Effekte, sowie y-Sekretase unab-

héngige Effekte auf die Expression der Gal3st1 denkbar.

Aus den bisherigen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass eine fehlende y-Sekretase-Aktivitat zu
einer Steigerung der Genexpression der CST und CGT fiihrt. Diese vermehrte Expression fiihrt zu einer
verstarkten Synthese der Sulfatide, was sich auch im Sulfatid-Gehalt der Zellen widerspiegelt. Die vy-
Sekretase besitzt neben APP noch tber 90 weitere Substrate (HAAPASALO, KOVACS, 2011). Fur
einige ihrer Produkte, wie beispielsweise NICD, wurde eine genregulatorische Wirkung bereits nachge-
wiesen. Um zu untersuchen ob die beobachteten Veranderungen auf ein anderes Substrat von Presenilin

zuruickzufiihren sind, wurden im Folgenden APP-defiziente Zellen analysiert.

4.3.2 Veranderungen der Sulfatid-Synthese durch APP

Es sollte nun untersucht werden, ob die vorrangehenden Ergebnisse sich auf die fehlende APP-Prozes-
sierung zurtickfuhren lassen. Um dies zu analysieren wurden APP/APLP2-defiziente MEF (MEF
APP/APLP27) -Zellen mit MEF wt-Zellen verglichen. Im Gegensatz zu neuronalem Gewebe wird in
Fibroblasten kein APLP1 exprimiert, sodass den MEF APP/APLP2" Zellen alle Mitglieder der APP-
Genfamilie fehlen (SLUNT et al., 1994). Ein Nachteil dieses Versuchsaufbaus war das Fehlen einer
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retransfizierten Kontrollzelllinie. Dadurch kénnen Schwankungen im Lipidgehalt in Folge der klonalen

Heterogenitédt der Mause nicht ausgeschlossen werden.

Wie zuvor in den Presenilin-defizienten Zellen, wurde auch aus den MEF APP/APLP27--Zellen zu-
nachst massenspektrometrisch der Sulfatid-Gehalt bestimmt (Abbildung 12a). Im Vergleich zu den
MEF wt-Zellen zeigte sich in den MEF APP/APLP2"-Zellen eine signifikante Steigerung der Sulfatid
18:1/24:1 Spezies auf 114,8 % (£ 2,05 %, p = 0,002). Die ergdnzende Messung der Sulfatid-Synthese
konnte in den MEF APP/APLP2"-Zellen ebenfalls eine vermehrte Sulfatid-Produktion nachweisen
(196,4 %, + 8,25 %, p < 0,001; Abbildung 12b).
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Abbildung 12: Einfluss der APP/APLP2-Defizienz auf den Sulfatid-Gehalt und die Sulfatid-
de novo-Synthese. Die massenspektrometrische Untersuchung des Sulfatid-Gehaltes erfolgte in Koope-
ration mit Dr. Christoph Stahlmann. Die Bestimmung der Sulfatid-de novo-Synthese wurde in Zusam-
menarbeit mit Dr. Benjamin Hundsdorfer durchgefiihrt. Dargestellt wird der prozentuale Anstieg der
Sulfatid-Hauptspezies d18:1/24:1 und der Sulfatid-de novo-Synthese in MEF APP/APLP2"-Zellen im
Verhdltnis zu MEF wt-Zellen. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s t-
Tests bestimmt (** p < 0,01). Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung.

Interessanterweise unterschied sich die Erhéhung der Sulfatid-Synthese nicht signifikant von der in den
MEF PS1/27-Zellen beobachteten (p = 0,208), sodass angenommen werden konnte, dass APP das fur
diese Verdnderung verantwortliche Substrat der y-Sekretase darstellt. Die Diskrepanz der nur gering
gesteigerten Sulfatid-Spiegel in den APP-defizienten Zellen kdnnte gegebenenfalls durch die klonale

Heterogenitat oder Unterschiede in der Sulfatid-Degradation erklart werden.

Die Bestimmung der mRNA-Spiegel der Ugt8a und Gal3st1 konnte in den MEF APP/APLP27-Zellen
ebenfalls eine signifikante Steigerung der Genexpression beider Enzyme nachweisen (Ugt8a: 651,9 %,
+ 85,80 %, p =0,003; Gal3stl: 270,1 %, + 1,65 %, p <0,001; Abbildung 13). Dabei ergab sich kein
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signifikanter Unterschied zwischen der Genexpression der Gal3stl in den MEF APP/APLP2"-Zellen
und den MEF PS1/27-Zellen (30,0 %, + 48,1 %, p = 0,512), wahrend die Expression der Ugt8a in den
MEF PS1/27-Zellen im Vergleich zu den MEF APP/APLP2"-Zellen deutlicher gesteigert war
(805,11 %, p = 0,142). Diese Differenz ware beispielsweise durch einen zusatzlichen Effekt eines ande-
ren Substrates der y-Sekretase erklarbar. Die aus der Gal3stl-mRNA gebildete CST katalysiert dabei
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Sulfatid-Synthese, sodass sich die Verdnderungen der

CGT nur gering auf die Gesamtsyntheseleistung der Zelle auswirken.
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Abbildung 13: Genexpression von Gal3stl und Ugt8a in MEF wt-Zellen im Vergleich zu
APP/APLP2-defizienten Zellen bzw. SH-SY5Y wt-Zellen im Vergleich zu APP-defizienten Zellen.
Die RT-PCR Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Christoph Stahlmann bzw. Dr. Sven Grisgen
durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die prozentuale Anderung der Expression der CGT (Ugt8a; Abbil-
dung a) und CST (Gal3st1; Abbildung b). Abbildung C zeigt die Anderung der CST-Expression in APP-
defizienten-SH-SY5Y Zellen im Vergleich zu SH-SY5Y wt-Zellen. Die Bestimmung erfolgte mittels
RT-PCR unter Verwendung der AACT-Methode. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigen Student’s
t-Tests bestimmt (** p < 0,01; *** p < 0,001). Die Fehlerbalken représentieren die mittlere Standardab-
weichung.

Diese Ergebnisse aus den MEF APP/APLP27-Zellen zeigen, dass die in den MEF PS1/27-Zellen beo-
bachtete Steigerung der Genexpression der an der Sulfatid-Synthese beteiligten Enzyme auf die fehlende
Prozessierung von APP zuriickzufiihren sein konnte. Erganzend wurde die Gal3st1-Genexpression in
SH-SY5Y wt Zellen im Vergleich zur APP defizienten-SH-SY5Y Zellen (SH-SY5Y APP) untersucht.
Hier zeigte sich unter APP-Defizienz ebenfalls eine signifikante Steigerung der Gal3st1-Genexpression
(149,6%, + 14%, p = 0,007). Somit konnten die Ergebnisse aus den Fibroblasten in einer weiteren,
neuronalen Zelllinie bestétigt werden. Im Folgenden wurden daher die beiden APP-Produkte der y-Sek-
retase, AP und AICD, nidher betrachtet. Fiir beide Peptide ist bekannt, dass sie die Lipidhomdostase,

beispielsweise von Sphingomyelin oder den Gangliosiden beeinflussen konnen (GRIMM et al., 2005;
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GRIMM et al., 2012). Um die Wirkung von A auf die Genexpression der Gal3st1 und Ugt8a zu unter-
suchen, wurden zunachst MEF APP/APLP27-Zellen betrachtet die fiir 9 Tage mit Ao inkubiert wur-
den. Mittels gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass durch die Inkubation mit A4 weder die Ugt8a-
(106,2 %, + 13,89 %, p = 0,665) noch die Gal3st1-Genexpression (97,2 %, + 23,48 %, p = 0,602) signi-
fikant beeinflusst wurden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Einfluss von AP auf die Genexpression der Ugt8a und Gal3stl in MEF APP/
APLP27-Zellen. Die Analyse der Genexpression erfolgte in Kooperation mit Dr. Christoph Stahlmann
bzw. Dr. Sven Grosgen. Die Genexpression der genannten Enzyme wurde nach einer neuntdgigen
Inkubation mit ABao untersucht. Die Kontrollzellen wurden mit der gleichen Menge des Lésungsmittels
behandelt. Die Analyse erfolgte mittels RT-PCR nach der AACT-Methode. Die Fehlerbalken zeigen die
mittlere Standardabweichung. Die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigen Student’s t-Tests be-
stimmt (n. s.: p > 0,05).

4.3.3 Beeinflussung der Sulfatid-Synthese durch den APP C-Terminus

Neben AP entsteht bei der proteolytischen Spaltung von APP durch die y-Sekretase auch das intrazellu-
lare Fragment AICD. AICD wurde bereits in mehreren Studien als genregulatorisches Peptid diskutiert
(GRIMM et al., 2015a; ROBINSON et al., 2014). Das ca. 50 Aminosauren lange Peptid entsteht aus
dem C-terminalen Ende von APP und beinhaltet die sog. YENPTY-Sequenz die als Bindungsstelle fur
verschiedene Adapterproteine dient. Fehlt dieser Bereich entsteht kein funktionsfahiges AICD. Um zu
untersuchen, welche Bedeutung AICD in der Zelle besitzt wurde von Ring et al. eine Mauslinie gene-
riert, die durch eine C-terminale Deletion von 15-Aminoséuren (APPACT15) ein APP-Protein bildet
dem diese YENPTY Sequenz fehlt (RING et al., 2007). Im Folgenden wurden daher MEF-Zellen mit
diesem verkirzten APP-Peptid analysiert (MEF APPACT15) und mit MEF wt-Zellen verglichen.
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Wie in Abbildung 15 dargestellt zeigte sich in der massenspektrometrischen Analyse der 24:1 Sulfatid-
Spezies im Vergleich zu den MEF wt-Zellen in den MEF APPACT15-Zellen eine signifikante Steige-
rung auf 229,1 % (£ 4,61 %, p < 0,001). Interessanterweise war diese Erhéhung der Sulfatide vergleich-
bar mit der in den MEF PS1/27-Zellen und unterschied sich von dieser nicht signifikant (p = 0,500).
Dies unterstreicht die Vermutung, dass der beobachtete Effekt auf die Sulfatid-Synthese in den
MEF PS1/27-Zellen durch AICD vermittelt werden konnte.

B MEF wt
%) B MEFAPP ACT15

Abbildung 15: Einfluss des C-terminal verkirzten
APP auf den Sulfatid d18:1/24:1-Spiegel in MEF-
Zellen. Die massenspektrometrische Untersuchung
des Sulfatid-Gehaltes erfolgte in Kooperation mit Dr.

HH

8 § 200 Christoph ~ Stahlmann. Die Bestimmung der
e Hauptspezies der Sulfatide in MEF Zellen (Sulfatid
= d18:1/24:1) erfolgte mittels Massenspektrometrie,
TS5 dargestellt wir die prozentuale Zunahme in MEF
8 ; 100 - APPACT15-Zellen im Verhéltnis zu MEF wt-Zellen.
- e Das Signifikanzniveau wurde mittels zweiseitigen,

ungepaarten Student’s t-Tests bestimmt
(*** p<0,001). Die Fehlerbalken entsprechen der
mittleren Standardabweichung.

Ob diese Veranderung ebenfalls durch eine gesteigerte Expression der beteiligten Enzyme erklart wer-
den kann wurde mittels gRT-PCR untersucht. Hier zeigte sich ebenfalls eine signifikant gesteigerte Ge-
nexpression der Gal3stl in den MEF APPACT15-Zellen im Vergleich zu der Wildtyp-Kontrolle
(357,4 %, 122,2 %, p = 0,049; Abbildung 16b), wéahrend die Expression der Ugt8a nur tendenziell er-
hoht war (131,6 %, + 36,36 %, p = 0,411; Abbildung 16a). Die Genexpressionssteigerung der Gal3stl
unterschied sich dabei nicht signifikant von der Steigerung des Sulfatid-Gehaltes (p = 0,132).
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Abbildung 16: Darstellung der prozentualen Anderung der Ugt8a- und Gal3st1-Genexpression in
MEF APPACT15-Zellen im Vergleich zu MEF wt-Zellen. Die Genexpression wurde in Kooperation
mit Dr. Christoph Stahlmann bzw. Dr. Sven Grosgen analysiert. Mittels RT-PCR wurde nach mRNS-
Isolation die Genexpression der beiden an der Sulfatid-Synthese beteiligten Enzyme bestimmt. Signifi-
kanzen wurden mittels zweiseitigen Student’s t-Tests bestimmt (n. s. p > 0,05; * p < 0,05). Die Fehler-
balken zeigen die mittlere Standardabweichung.

4.3.4 Wirkung von synthetischem AICD auf die Sulfatid-Synthese

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Fehlen von funktionsfahigem AICD zu einer vermehrten
Transkription der CST und in geringem Malie auch der CGT fiihrt, wodurch konsekutiv die Sulfatid-
Spiegel in der Zelle ansteigen. Umgekehrt sollte also AICD selbst eine Reduktion der Genexpression
der CST bewirken. Durch eine Inkubation der MEF APPACT15-Zellen mit 2 uM AICD (iber 9 Tage,
verglichen mit MEF APPACT15-Zellen ohne Zugabe von AICD, konnte die Expression der CST signi-
fikant auf 66,3 % (+ 11,48 %, p = 0,015) verringert werden (Abbildung 17b). Gleichzeitig fand sich
auch eine geringe, nicht signifikante Reduktion der Ugt8a-Genexpression (87,5 %, + 10,74 %, p = 0,27,
Abbildung 17a). Durch die Inkubation mit AICD wird, aufgrund der kurzen Halbwertszeit von synthe-
tischem AICD, nur ein partieller Ausgleich der intrazellularen AICD-Spiegel erreicht, wodurch die ge-
ringeren Effektstarken bedingt sein kénnten. Die Aufnahme von AICD in die Zelle nach o. g. Inkubation
konnte bereits in friiheren Studien unter Verwendung eines fluoreszierenden AICD-Peptids (FITC-
AICD) gezeigt werden (GRIMM et al., 2015a).
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Abbildung 17: Ugt8a- und Gal3st1-Genexpression in MEF APPACT15-Zellen nach Inkubation
mit AICD. Die dargestellten RT-PCR Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Christoph Stahl-
mann bzw. Dr. Sven Grdsgen durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten MEF APPACT15-Zellen die Gber den
gleichen Zeitraum (9 Tage) mit dem Ldsungsmittel inkubiert wurden. Die Analyse erfolgte mittels RT-
PCR unter Verwendung der AACT-Methode. Die statistische Auswertung wurde mittels zweiseitigen
Student’s t-Tests durchgefihrt (n. s. p>0,05; * p < 0,05), die Fehlerbalken entsprechen der mittleren
Standardabweichung.
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Eine weitere Mdglichkeit den Einfluss eines Proteins auf die Genexpression eines Enzyms genauer zu
untersuchen ist ein Promotoraktivitatsversuch. Hierbei erfolgte zunédchst die Transfektion eines Plas-
mids mit dem Promotor der Gal3stl. Unter dessen Kontrolle steht das Gen eines fluoreszierenden En-
zyms, in diesem Versuch der Luciferase. Die Intensitét der Fluoreszenz ist somit direkt proportional zur
Promotoraktivitat des untersuchten Gens. In diesem Versuchsaufbau wurde nur die Expression des ge-
schwindigkeitsbestimmenden Enzyms der CST analysiert. Die Inkubation mit AICD erfolgte mit einer
Lipofektions-basierten Methode unter Verwendung von Saint-PhD. Auch hierfiir konnte in einer friihe-
ren Studie die suffiziente Aufnahme gezeigt werden (GRIMM et al., 2015a). Wie in Abbildung 18 dar-
gestellt war nach Inkubation mit AICD die Promotoraktivitidt der Gal3stl auf 85,35 % (+ 2,97,
p = 0,005) reduziert.

B MEF APPACT15
O MEF APPACT15 + AICD

%

o Abbildung 18: Gal3stl-Promotoraktivitat nach
Inkubation von MEF APPACT15-Zellen mit
AICD. Der Promotoraktivitatsversuch wurde durch-
gefuhrt in Kooperation mit Dr. Janine Mett. Darge-
stellt wird die Promotoraktivitat der Gal3stl in
100 MEF APPACT15-Zellen  im  Verhdltnis  zu
MEF APPACT15-Zellen welche mit AICD inkubiert
wurden. Die Promotoraktivitat ist dabei direkt pro-
portional zur gemessenen Fluoreszenz des gekoppel-
ten Enzyms (Luciferase). Die Fehlerbalken zeigen
die mittlere Standardabweichung. Die statistische
Analyse erfolgte mittels zweiseitigen Student’s t-
Tests (** p < 0,01).
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4.3.5 Einfluss von endogenem AICD auf die Sulfatid-Synthese

Im vorherigen Abschnitt wurde untersucht, wie sich die Zugabe von exogenem AICD auf die Sulfatid-
Synthese auswirkt. Um die Relevanz dieser Ergebnisse auch fiir endogenes AICD zu untersuchen wur-
den im Folgenden Zellen analysiert, welche ein 50 Aminosaure-langes C-terminales Fragment (C50)
von APP (berexprimieren. Um Zelltyp-spezifische Effekte zu vermeiden wurden sowohl SH-SY5Y wt-
Zellen (SH-SYS5Y C50), als auch MEF APPACT15- Zellen (MEF APPACT15 C50), transfiziert. Hier-
bei ist zu beachten, dass in den SH-SY5Y-Zellen, aufgrund des Wildtyp-Hintergrundes, sowohl endo-
genes APP als auch das transfizierte C50-Fragment funktionsfahiges AICD bilden kdnnen. Im Gegen-
satz hierzu, liegt in den MEF APPACT15 C50-Zellen nur AICD aus dem C50 Fragment vor. Wie in
Abbildung 19a gezeigt fand sich in den SH-SY5Y C50-Zellen eine signifikante Reduktion des Sulfatid-
Gehaltes im Vergleich zur Kontrollzelllinie (48,5 %, + 1,8 %, p <0.001). Mit Hilfe der gqRT-PCR
konnte auflerdem eine verminderte Genexpression der Gal3stl in den MEF APPACT15 C50-Zellen im
Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden (54,1 %, + 7,3 %, p < 0,001, Abbildung 19b).
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Abbildung 19: Einfluss des APP-C50-Fragments auf die Sulfatid-Synthese. Die Bestimmung des
Sulfatid-Gehaltes, sowie die RT-PCR Analyse erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Christoph Stahl-
mann. Die Bestimmung des Sulfatid-Gehaltes erfolgte mittels Massenspektrometrie. Die jeweiligen
Kontrollzellen wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit einem Plasmid ohne enkodierendes Gen trans-
fiziert (,,mock®“-Transfektion). Die Genexpression der Gal3stl wurde mit Hilfe der gRT-PCR nach
mMRNA-Isolation analysiert. Die Auswertung erfolgte nach der AACT-Methode. Die Fehlerbalken re-
prasentieren die mittlere Standardabweichung. Die statistische Analyse wurde mittels zweiseitigen, un-
gepaarten Student’s t-Tests durchgefuhrt (** p < 0,01; *** p < 0,001).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass sowohl synthetisches AICD als auch endogen produziertes AICD die

Genexpression der Gal3stl beeinflussen und hierdurch zu einer Reduktion der Sulfatid-Synthese und

des Sulfatid-Gehaltes der Zellen fihren kénnen.

4.3.6 Auswirkung von Fe65 auf die Gal3st1-Genexpression

Wie unter Abschnitt 2.5 beschrieben wird postuliert, dass AICD gemeinsam mit Fe65 und Tip60 einen
Komplex bildet, der dann nach Transport in den Zellkern eine genregulatorische Wirkung besitzen kann
(CAO, SUDHOF, 2001). Ohne seine Bindungspartner scheint AICD nicht transkriptionell aktiv zu sein.
Eine Defizienz des Fe65-Gens musste somit ebenfalls zu einem Verlust des durch AICD-vermittelten
Einflusses auf die Genexpression fiihren. Um diese Fragestellung zu bearbeiten wurden SH-SY5Y-
Zellen mit einem Fe65 (Genname: APBB1) -Knock-Down betrachtet. Im Rahmen einer friheren Arbeit
konnte fiir diese Zellen gezeigt werden, dass die Fe65-Expression auf 42 % reduziert ist (GRIMM et al.,
2012). In diesen Zellen konnte ein &hnlicher Effekt beobachtet werden, wie in den Zellen die kein AICD
besalRen. Die beiden Gene Gal3st1 und Ugt8a wurden in den Knock-Down-Zellen im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant starker exprimiert (Gal3stl: 378,1 %, + 119,22 %, p = 0,035; Ugt8a: 222,9 %,
+ 49,03 %, p = 0,022, Abbildung 20).

82



Ergebnisse

a B SH-SY5Y wt b B SH-SY5Y wt
@ SH-SY5Y APBB1 KD @ SH-SY5Y APBB1 KD
[%] * [%]

S 8=

2% 200 2 300

N > o >

O = 10

a> 2>

x9 e ®

3 5% 20

Qc <« E

%S 100 %S

g’é g £ 100 l

Abbildung 20: Einfluss von Fe65 auf die Sulfatid-Synthese. Die RT-PCR Versuche wurden in Zu-
sammenarbeit mit Dr. Christoph Stahlmann bzw. Dr. Sven Grosgen durchgefiihrt. Die Gal3stl- und
Ugt8a-Genexpression wurden mit Hilfe von mRNA-Isolation und anschlieBender qRT-PCR analysiert.
Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung. Die Analyse erfolgte mit der AACT-
Methode und die anschlieBende statistische Auswertung unter Verwendung eines zweiseitigen Student’s
t-Tests (* p < 0,05).

4.3.7 Effekt von AICD und APP auf die Sulfatid-Synthese in neuronalem Gewebe

Die bisherigen Untersuchungen konnten nur Aufschluss tber den Einfluss von AICD auf die Sulfatid-
Synthese in kultivierten Zellen bieten. Dabei wurden vor allem embryonale Fibroblasten verwendet,
sodass Ruckschlisse auf die Effekte in neuronalem Gewebe nur bedingt méglich sind. Um die in vivo
Relevanz der Daten zu uberpriifen war es daher nétig auch neuronales Gewebe zu analysieren. Hierzu
diente in dieser Arbeit Hirngewebe aus dem Hippocampus von Mausen. Um zu Uberprifen in weit die
Sulfatid-Synthese auch in neuronalem Gewebe durch AICD beeinflusst werden konnte wurden APP-
Mause, sowie APPACT15-Mduse, mit entsprechenden Wildtyp-Mausen verglichen. Mit Hilfe einer
massenspektrometrischen Analyse wurde zunéchst der Gesamt-Sulfatid-Gehalt aus dem Hippocampus-
Homogenat bestimmt. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Sulfatide nur im Hippocampus der
APPACT15-Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen (APPACT15: 115,6 %, + 3,32 %, p = 0,009,
Abbildung 21). In den APP”-Mausen lieR sich hingegen nur eine leichte, nicht signifikante Steigerung
des Sulfatid-Gehaltes nachweisen (APP”: 110,6 %, * 7,25 %, p = 0,226, Abbildung 21). Der Sulfatid-
Gehalt im Hippocampus der APP’-Mause unterschied sich dabei nicht signifikant von dem der
APPACT15-Méuse (p = 0,53). Die fehlende Signifikanz der Veranderungen in den APP”-Méausen ver-
glichen zu den Kontroll-M&usen kdnnte daher durch eine héhere Varianz in diesen M&usen bedingt sein.
Eine Verstarkung der Testpower mittels Erhdhung der n-Zahl zur Verifizierung war aufgrund des be-

grenzten in vivo Materials nicht moglich.
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Abbildung 21: Gesamt Sulfatid-Spiegel aus
0. murinem Hippocampus-Gewebe. Die mas-
senspektrometrische Untersuchung des Sul-
fatid-Gehaltes erfolgte in Kooperation mit Dr.
Christoph  Stahlmann. Verglichen wurden
APP”- und APPACT15-Méause mit Wildtyp-
Mausen. Der Sulfatid-Gehalt wurde massen-
spektrometrisch bestimmt. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mit Hilfe eines zweiseitigen,
ungepaarten Student’s t-Tests (n.
s.> 0,05, ** p<0,01). Die Fehlerbalken ent-
sprechen der mittleren Standardabweichung.
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Eine getrennte Analyse der kurzkettigen (18—-20C) und langkettigen Sulfatide (22—-24C) konnte keinen
signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Sulfatid-Spezies nachweisen (p = 0,756). Wie in Ab-
schnitt 2.7 beschrieben befinden sich die langerkettigen Sulfatide Uberwiegend in der Myelinscheide
und die kurzkettigen Sulfatide primar in den Neuronen und Astrozyten. Dieses Ergebnis deutet somit
daraufhin, dass die Erhéhung des Sulfatid-Spiegels nicht ausschlieBlich durch eine Beeinflussung der
Myelinscheide bedingt ist. Im ndchsten Schritt wurde untersucht, ob auch im neuronalen Gewebe diese
Steigerung des Sulfatid-Spiegels auf eine vermehrte Expression der CST und somit eine Zunahme der
Sulfatid-Synthese zurlick zu fuhren ist. Zu diesem Zweck wurde mMRNA aus entsprechendem Hippo-
campus-Gewebe isoliert und anschlieBend eine gRT-PCR durchgefiihrt. Es zeigte sich in Analogie zu
den beobachteten Veranderungen in den Fibroblasten auch im Hippocampus der APP”-Mause
(415,5 %, + 115,68 %, p =0,034) und der APPACT15-Mduse (235,4 %, + 43,59 %, p = 0,021) eine
Steigerung der Gal3st1-Genexpression im Vergleich zu den Wildtyp-Méausen (Abbildung 22). Dabei
lieR sich kein signifikanter Unterschied zwischen den APP”-Méausen und den APPACT15-Mausen

nachweisen (p = 0,195).

84



Ergebnisse

[%]

300

Gal3st1-Genexpression
(% von Wildtyp)
X)
(=]
o

1001

l Wildtyp
@ APP”
O APPACT15

—t—

Murines Hippocampus-
Gewebe

Abbildung 22: Gal3st1-Genexpression in
murinem Hippocampus-Gewebe von
APP”-Miusen und APPACT15-Mausen.
Die dargestellten RT-PCR Versuche wur-
den in Zusammenarbeit mit Dr. Christoph
Stahlmann durchgefiihrt. Die Abbildung
zeigt die prozentuale Steigerung der
Gal3stl-Genexpression im Verhaltnis zu
Wildtyp-Mausen. Die Fehlerbalken zeigen
die mittlere Standardabweichung. Die sta-
tistische Analyse erfolgte mittels zweiseiti-
gen t-Tests (* p < 0,05, n. s. p > 0,05).

Die verstarkte CST-Expression flhrt zu einer vermehrten Bildung der CST und somit auch zu einer

vermehrten Sulfatid-Synthese. Hierbei ergibt sich eine Diskrepanz zwischen der geringen Effektstarke
auf den Sulfatid-Gehalt im Vergleich zu den stérkeren Effekten auf die Expression der CST. Dies deutet

daraufhin, dass im murinen Hippocampus-Gewebe Gegenregulationsmechanismen ablaufen, beispiel-

weise durch einen gleichzeitig gesteigerten Sulfatid-Abbau, die eine zu starke Akkumulation der Sul-

fatide verhindern.

Im Folgenden sollte auch der Einfluss von APP auf die Gal3st1-Genexpression im humanem Gehirnge-

webe untersucht werden. Hierzu wurde der APP Gehalt in 18 post-mortem Proben aus humanem Ge-

hirngewebe von Alzheimer Patienten mit der jeweiligen Gal3st1-Genexpression der gleichen Probe kor-

reliert. Es ergab sich eine signifikante, umgekehrt proportionale Korrelation zwischen dem APP-Pro-

teingehalt und der Gal3st1-Genexpression in diesen Proben (r = -0,48, p = 0,04, Abbildung 22).
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Diese Ergebnisse bestatigen die in vivo Relevanz der beobachteten Veranderungen. AICD scheint nicht
nur im Zellkulturmodell, sondern auch im Hippocampus von Mausen, tiber eine Inhibition der Genex-
pression der CST, die Sulfatid-Synthese zu reduzieren. Im humanem post-mortem Gehirngewebe konnte
zudem eine geringere CST-Expression mit einem hoherem APP-Gehalt korreliert werden. Weitere Un-
tersuchungen missen zeigen, ob hier ein kausaler Zusammenhang besteht und dieser ebenfalls auf den
héheren AICD-Gehalt zurlickzufiihren ist.

4.3.8 Sulfatid-Synthese im murinen Alzheimer-Modell

In verschiedenen Zellkulturversuchen und im Hippocampus-Gewebe defizienter Méause wurde bisher
gezeigt, dass das APP-Prozessierungsprodukt AICD sich direkt auf die Sulfatid-Synthese auswirken
kann. Dies legt nahe, dass auch bei der Alzheimer-Erkrankung durch eine veranderte APP-Prozessie-

rung die Sulfatid-Synthese beeinflusst werden kénnte.

Als haufig verwendetes murines Modell der Alzheimer-Erkrankung wurde die Genexpression im Gehirn
von 5 x FAD-Mausen untersucht. Diese Méause besitzen in der Summe fiinf verschiedene Mutationen,
welche beim Menschen zu einer familiaren Alzheimer-Erkrankung fulhren. Im Einzelnen sind dies die
folgenden drei Mutationen von APP (K670N/M671L, 1716V und VV7171), sowie zwei Presenilin 1-Mu-
tationen (M146L und L286V) (OAKLEY et al., 2006). Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Gal3st1-Genexpression im Vergleich zur Wildtyp-Maus (76,5 %, + 9,18 %, p = 0,033, Abbildung 24).
Aufgrund der Mehrfach-Mutationen ist eine Zuordnung dieses Effektes nicht sicher moglich. Einigen
Studien zufolge besitzt iiberwiegend das durch den B-Sekretase-Schnitt gebildete AICD aufgrund seiner
Entstehung im endosomalen Kompartiment eine genregulatorische Wirkung (GRIMM et al., 2015a).
Somit konnte die hohe B-Sekretase Affinitdt der APP K670N/M671L (,,Schwedische Mutation), zu
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einer gesteigerten Bildung von genregulatorisch wirksamem AICD fiihren, wodurch dann die Gal3st1-

Genexpression reduziert werden konnte.

[%] :
B Wildtyp
@ 5x FAD Abbildung 24: Analyse der Gal3stl-Genexpres-

sion im murinen Alzheimer-Modell. Die Analyse
der Genexpression erfolgte in Kooperation mit Dr.
Christoph Stahlmann. Verglichen wurde das Gehirn-
Gewebe von 5 x FAD-Mdusen mit dem Gehirn-Ge-
webe von Wildtyp-Méusen. Dargestellt wird die pro-
zentuale Verénderung der mittels gRT-PCR be-
stimmten Genexpression der Gal3stl im Vergleich
zur Wildtyp-Maus. Fehlerbalken entsprechen der
mittleren Standardabweichung. Die statistische Ana-
lyse erfolgte mittels zweiseitigen Student’s t-Tests (*
p <0,05).
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4.3.9 Sulfatid-Synthese und Sufatid-Degradation bei der Alzheimer-Erkrankung

In Kapitel 4.1 wurde gezeigt, dass sich im post mortem Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten eine
signifikante Reduktion der Sulfatide beobachten lasst. Die Ursache hierfiir wurde bisher nicht néher
untersucht. Die folgenden Versuche zielten deshalb darauf ab zu tberpriifen, ob eine verringerte Sul-
fatid-Synthese hierfiir verantwortlich sein kdnnte. Zu diesem Zwecke wurde die Expression der beiden
Enzyme in der Grauen Substanz des Temporal- und Frontallappens von humanem Hirngewebe unter-
sucht. Dabei wurde eine Gruppe von Alzheimer-Erkrankten mit einer Kontrollgruppe von Patienten
ohne Alzheimer-Erkrankung verglichen. In beiden Hirnregionen liel sich eine signifikante Zunahme
der Expression der beiden fiir die Sulfatid-Synthese verantwortlichen Enzyme nachweisen (Temporall-
appen: Gal3stl 386,3 %, + 113,99 %, p = 0,015; Ugt8a 244,7 %, + 28,79 %, p < 0,001 // Frontallappen:
Gal3stl 215,5 %, + 38,52 %, p = 0,004; Ugt8a 223,4 %, + 33,47 %, p < 0,001, Abbildung 25). Zwi-
schen den beiden Hirnregionen konnte kein signifikanter Unterschied der Expression beobachtet wer-

den.
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Abbildung 25: Veranderung der Gal3stl- und Ugt8a-Genexpression in post mortem Gehirn-Ge-
webe aus dem Temporal- und Frontallappen von Alzheimer-Patienten. Die Analyse der Genexpres-
sion erfolgte in Kooperation mit Dr. Sven Grosgen. Als Kontroll-Gruppe diente Gehirn-Gewebe von
Patienten ohne Alzheimer-Erkrankung (n = 18). Die Genexpression wurde nach RNA-Isolation mittels
gRT-PCR bestimmt, die Auswertung erfolgte mit Hilfe der AACT-Methode. Fehlerbalken entsprechen
der mittleren Standardabweichung, die statistische Analyse erfolgte mittels zweiseitigen Student’s t-
Tests (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, zeigte sich in den beschriebenen Regionen eine Abnahme des Sul-
fatid-Gehaltes. Die gesteigerte Genexpression, die zu einer vermehrten Sulfatid-Synthese flihren wiirde,
scheint dem entgegen zu stehen, sodass diese am ehesten in Folge eines Gegenregulationsmechanismus

erklart werden kann.

Neben der Sulfatid-Synthese spielt fiir die Sulfatid-Homdostase auch die Sulfatid-Degradation eine ent-
scheidende Rolle. Diese wird durch das lysosomale Enzym Arylsulfatase A (Genname: ARSA) einge-
leitet. Eine verstarkte Degradation der Sulfatide kénnte somit fiir den Verlust der zerebralen Sulfatide
bei Alzheimer-Patienten mitverantwortlich sein. Um dies zu untersuchen erfolgte ebenfalls die Bestim-
mung der Genexpression der ARSA in den genannten Proben aus Temporal- und Frontallappen von
Alzheimer-Patienten im Vergleich zu einer entsprechenden Kontroll-Population. Es zeigte sich eine sig-
nifikante Steigerung der Expression der ARSA in den genannten Hirnregionen im Vergleich zu den
Kontrollen (Temporallappen: ARSA 189,2 %, + 40,62 %, p = 0,035; Frontallappen: ARSA 173,4 %,
+ 24,35 %, p = 0,005, Abbildung 26). Somit kénnte eine gesteigerte Sulfatid-Degradation im Gehirn

von Alzheimer-Patienten zum Verlust der Sulfatide beitragen.
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Abbildung 26: Analyse der Genexpression der ARSA bei Alzheimer-Patienten. Die Untersuchung
erfolgte mittels RNA-Isolation und qRT-PCR in Kooperation mit Dr. Sven Grdsgen. Dargestellt wird
die prozentuale Verénderung der Genexpression der ARSA im Temporal- bzw. Frontallappen von Alz-
heimer-Patienten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Fehlerbalken entsprechen der mittleren Stan-
dardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte mittels zweiseitigen Student’s t-Tests
(*p<0,05, **p<0,01).

4.4 Der Einfluss der Sulfatide auf die APP-Prozessierung im Zellkultur-Modell

Im bisherigen Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die APP-Prozessierung, durch die Bildung
des transkriptionell aktiven AICDs, direkt die Sulfatid-Synthese beeinflussen kann. Umgekehrt kénnten
aber auch die Sulfatide sich auf die APP-Prozessierung auswirken.

In friheren Studien konnte beobachtet werden, dass die Lipidzusammensetzung der Membranen in der
Regulation der APP-Prozessierung eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Die Beeinflussung der Pro-
zessierung des amyloiden Vorlauferproteins durch die Lipide kann sich dabei positiv oder negativ auf
die Entstehung der verschiedenen AB-Spezies auswirken (GRIMM et al., 2008; GRIMM et al., 2011b).

Wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen der Alzheimer-Erkran-
kung zu einer signifikanten Reduktion des Sulfatid-Gehaltes in der Grauen Substanz des Frontallappens
der Betroffenen kommt. Ob der veranderte Sulfatid-Gehalt durch eine Beeinflussung der APP-Prozes-
sierung Folgen fur den Krankheitsverlauf haben kénnte sollte daher Ziel der weiteren Untersuchungen

sein.

4.4.1 Massenspektrometrische Analyse der Sulfatid-Inkooperation im Zellkultur-Modell

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurde zunéchst eine humane, immortalisierte Neuroblastoma
Zelllinie, die SH-SY5Y Zellen, betrachtet. Um die Auswirkung eines erhdhten Sulfatid-Gehaltes auf die
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APP-Prozessierung zu untersuchen wurden diese Zellen fir 24 Std. wie in Abschnitt 3.2.1.3.1 beschrie-
ben mit einem aus Schweine-Gehirn gewonnenem Sulfatid-Gemisch inkubiert. Als Kontrolle dienten

mit dem Ldsungsmittel Ethanol behandelte Zellen.

Um eine Inkooperation der Sulfatide in die Zellen im Rahmen der Inkubation belegen zu kénnen wurde
anschlielend eine massenspektrometrische Analyse des Sulfatid-Gehaltes der Zellhomogenate durch-
gefuhrt. Nach einer Inkubation tiber 24 Std. mit 20 pM Sulfatid-Gemisch zeigte sich der Sulfatid-Gehalt
in den Homogenaten der inkubierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen ca. 25-fach erhoht
(25,93-fach, £ 1,3, p < 0,001, Abbildung 27).

Gesamt-Sulfatid-Gehalt
(x-facher Wert der Kontrolle)

5 10 15 20 25

h B SH-SY5Y + Lésungsmittel
@ SH-SY5Y + 20 uM Sulfatide
l—*—< *kk

Abbildung 27: Gesamt-Sulfatid-Gehalt nach Inkubation mit 20 uM Sulfatid-Gemisch Uber 24 Std.
auf SH-SY5Y-Zellen. Die massenspektrometrische Untersuchung des Sulfatid-Gehaltes erfolgte in Ko-
operation mit Dr. Christoph Stahlmann. Der Gesamt-Sulfatid-Gehalt beschreibt die Summe aller mittels
Massenspektrometrie bestimmten Sulfatid-Spezies. Dargestellt wird die x-fache Steigerung im Ver-
gleich zur Kontrolle. Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung, die statistische Signi-
fikanz wurde mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests bestimmt (*** p < 0,001).

4.4.2 Beeinflussung der Zytotoxizitat und Sekretionsleistung der Zellen durch Sulfatide

Im nachsten Schritt sollte Gberprift werden, ob in Folge der Sufatid-Inkubation unspezifische Effekte,
durch eine erhdhte Zytotoxizitat oder veranderte Sekretionsleistung der Zellen, auftreten. Bei einer Zell-
viabilitt von 98,2 % in den Kontrollzellen, verglichen mit einer Zellviabilitat von 97,7 % in den mit
20 pM Sulfatid inkubierten Zellen konnte kein relevanter Einfluss auf die Zytotoxizitéat durch die ver-
wendeten Sulfatide nachgewiesen werden (Abbildung 28a).

Um auszuschlieBen, dass Veranderungen der sezernierten APP-Prozessierungsprodukte auf eine unspe-
zifische Beeinflussung der Sekretionsleistung der Zellen zurlickzufuihren sind, erfolgte ein Kontrollver-
such mit Hilfe einer transienten Transfektion der SEAP. Hierbei handelt es sich um eine Fremd-Plasmid-
DNS, sodass bei einer gleichmaRRigen Transfektion, und Inaktivierung der endogenen SEAP, die im
Medium gemessene Aktivitat des Enzyms direkt proportional zu der allgemeinen Sekretionsleistung der
Zellen ist. Nach Inkubation mit 20 pM Sulfatid-Gemisch zeigte sich im Vergleich zu den nicht inku-
bierten Zellen keine signifikante Anderung der im Medium gemessenen Aktivitéat (95,8 %, + 1,71 %,
p = 0,118) (Abbildung 28b).
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Abbildung 28: Bestimmung der Zellviabilitat und SEAP-Sekretion nach Inkubation mit 20 pM
Sulfatid-Gemisch. Die Inkubation erfolgte auf SH-SY5Y wt-Zellen tiber 24 Stunden. Die Kontrollzel-
len wurden mit der gleichen Menge des Lésungsmittels Ethanol behandelt. Die Bestimmung der Zyto-
toxizitat erfolgte unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen LDH-Versuchs-Kit. Die Zytotoxi-
zitat lag in beiden Féllen unter 3 %. Die SEAP-Transfektion und anschlieRende Bestimmung der Akti-
vitat erfolgte ebenfalls mittels eines Kits nach Herstelleranweisung. Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung, die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s
t-Tests (n.s. p > 0,05).

4.4.3 Verinderung des Ap-Gehaltes im Zellkulturmedium nach Zugabe von Sulfatiden

Zur Bestimmung des AB-Gehaltes im Zellkulturmedium erfolgte eine Inkubation mit verschiedenen
Sulfatid-Konzentrationen, um einen dosisabhéngigen Effekt auf die AB-Spiegel beobachten zu kénnen.
Es wurden APP695-iberexprimierende Zellen (SH-SY5Y APP) verwendet, um die APP-Prozessie-
rungsprodukte, welche in der Wildtyp-Zelllinie nur in geringer Konzentration vorliegen, leichter detek-
tieren zu konnen. In der Untersuchung des AB-Gehaltes aus dem Medium der SH-SY5Y APP-Zellen
zeigte sich bereits bei einer Konzentration von 5 uM Sulfatid-Gemisch eine signifikante Reduktion des
AB (76,7 %, £ 4,75 %, p = 0,002, Abbildung 29). Durch eine Erh6hung der Sulfatid-Konzentration auf
10 uM (59,7 %, £ 8,2 %, p = 0,025) bzw. 20 uM (38,2 %, + 0,69 %, p < 0,001) konnte eine weitere Ab-
nahme des sezernierten AP beobachtet werden. Der AB-Gehalt korrelierte dabei signifikant mit der zu-
gegebenen Sulfatid-Menge (Kor = 0,924, p < 0,001), sodass eine dosisabhéngige Wirkung des Sulfatid-

Gehaltes auf die AB-Spiegel im Medium nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 29: Ag-Gehalt im Medium von SH-SY5Y APP-Zellen nach Inkubation mit Sulfatid-
Gemisch. Der AB-Gehalt wurde mit Hilfe einer Immunprazipitation unter Verwendung des W02-Anti-
korpers und anschlieender Western Blot-Analyse durchgefiihrt. Es erfolgten mindestens drei unabhan-
gige Versuche. Die Antikdrperbanden dienten als Kontrolle einer gleichméaRigen Probenverteilung. Die
Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte mittels
zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests. Signifikanzniveau gegeniiber der Kontrolle (** p < 0,01;
***p < 0,001). Représentativer Ausschnitt des mit ECL-Methode entwickelten Films.

Neben dem Gesamt-AB-Gehalt spielt aufgrund der héheren Aggregationstendenz das vermehrte Auftre-
ten der AP42-Spezies in der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung eine wichtige Rolle. A2 bildet nur
etwa ein Zehntel des Gesamt-Ap, sodass es auf den Gesamt-AB-Spiegel nur einen geringen Einfluss
nimmt. Um dennoch die Verdnderungen der APs-Spezies analysieren zu kdnnen wurden spezifische
APB-Antikorper verwendet, die eine getrennte Detektion der ABa2-Spezies und der haufigsten Ap-Form,
APao, ermoglichten. Es zeigte sich nach einer Inkubation mit 20 uM Sulfatid-Gemisch sowohl fur die
APao-Spezies (42,4 %, = 1,95 %, p < 0,001), als auch fiir die AB4-Spezies (38,5 %, + 3,35 %, p < 0,001)
eine signifikante Reduktion (Abbildung 30). Die Abnahme der Aps>-Peptide war dabei etwas starker,
unterschied sich jedoch nicht signifikant von der Reduktion der AB4o-Peptide (p = 0,369).
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Abbildung 30: Prozentuale Reduktion des AP und A4 nach Inkubation mit Sulfatiden. Die Be-
stimmung des Aao- und APas-Gehaltes erfolgte in Kooperation mit Dr. Janine Mett. Der Gehalt von
APao und AP42 wurde mittels Western Blot bestimmt. Die Inkubation erfolgte fiir 24 Std. Es erfolgten
mindestens drei unabhangige Versuche. Im Bild rechts wird ein reprasentativer Ausschnitt des mit ECL-
Methode entwickelten Films dargestellt. Die Antikdrperbanden dienten als Kontrolle einer gleichmafi-
gen Probenverteilung. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung. Die statistische
Analyse erfolgte mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (*** p < 0,001).

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch einen erhéhten Sulfatid-Gehalt in der Zellkultur eine signifikante,
dosisabhédngige Reduktion des AB-Gehaltes sowohl des Aso als auch des ABs2 im Medium erreicht
werden kann. Aufgrund der grofiten Effektstarke, bei gleichzeitig geringer Zytotoxizitat, wurden die
folgenden Versuche mit einer Sulfatid-Konzentration von 20 uM im Medium durchgefihrt. In Folge
der hohen Korrelation zwischen dem A - und Sulfatid-Gehalt ist zu erwarten, dass vergleichbare Effekte

auch bei geringeren Konzentrationen fiir die beobachteten AB-Veranderungen verantwortlich sind.

4.44 Einfluss der Sulfatide auf die Degradation von Ap

Neben einer reduzierten AB-Synthese konnte eine gesteigerte Degradation von A fiir die Reduktion der
AB-Spiegel im Medium der Zellen verantwortlich sein. Um dies zu tberprifen wurden N2a-Zellen mit
synthetischen AB-Peptiden inkubiert und nach 6 Std. die noch vorhandene AB-Menge bestimmt. Diese
ist entsprechend umgekehrt proportional zur Gesamtdegradation von AP in den Zellen. Nach Inkubation
mit dem Sulfatid-Gemisch zeigte sich keine signifikante Verdnderung der AB-Degradation in den Zellen
(101,2 %, + 2,44 %, p = 0,740, Abbildung 31a). Zuséatzlich wurde, um Zelltyp-spezifische Effekte aus-
zuschlie3en, die Aktivitat von NEP, einem der wichtigsten Ap-degradierenden Enzyme, aus SH-SY5Y-
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Zellen nach Inkubation mit Sulfatiden gemessen. Es zeigte sich keine signifikante Beeinflussung der
NEP-Aktivitat nach Inkubation mit Sulfatiden (97,5 %, + 1,49 %, p = 0,267, Abbildung 31b).
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Abbildung 31: Ap-Degradation nach Inkubation mit Sulfatiden 20 uM. Die Bestimmung der Ap-
Degradation und NEP-AKktivitét erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Janine Mett. Abbildung a) zeigt die
AB-Gesamtdegradation auf N2a Zellen. Diese murine Neuroblastom-Zelllinie produziert kein humanes
AP, sodass die im Medium mit Hilfe des W02-Antikorpers detektierte AB-Menge dem nicht-degradier-
tem, synthetischem A entspricht. Die verbliebene AB-Menge, welche mittels Western Blot unter Ver-
wendung des WO02-Antikorpers detektiert wurde, war somit umgekehrt proportional zur AB-Degrada-
tion. Abbildung b) zeigt die Aktivitat von NEP in SH-SY5Y-Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen der
mittleren Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte mittels zweiseitigen, ungepaarten Stu-
dent’s t-Tests (n. s. p > 0,05).

Dieses Ergebnis zeigt, dass unter den hier verwendeten Bedingungen Sulfatide die Ap-Degradation nicht
relevant beeinflussen. Im Folgenden sollte daher untersucht werden, ob eine verringerte Synthese von

A fiir den reduzierten AB-Gehalt im Medium verantwortlich ist.

4.45 [Einfluss der Sulfatide auf die Prozessierungsprodukte sAPPa und sAPPJ

Wie in der Einleitung unter Abschnitt 2.3 beschrieben erfolgt die AB-Synthese im Rahmen der APP-
Proteolyse nur auf dem Weg der amyloidogenen Prozessierung. Durch den Nachweis der beiden sekre-
torischen APP-Produkte, sAPPo und sAPPp, sollte untersucht werden, in wie weit das Gleichgewicht
zwischen dem ersten Schritt der amyloidogenen- und nicht-amyloidogenen Prozessierung verschoben
sein konnte. Abbildung 32 zeigt, dass nach der Inkubation mit Sulfatiden keine Verdnderung der sAPPa-
Spiegel im Medium beobachtet wurde, wihrend sich der sSAPPB-Gehalt im Medium signifikant um ca.
30 % verringerte (sAPPa: 102,9 %, + 3,03 %, p = 0,507; sAPPf: 71,0 %, = 3,58 %, p < 0,001).
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es infolge der Sulfatid-Inkubation, bei konstanter nicht-amy-

loidogener Prozessierung, zu einer Reduktion der amyloidogenen Prozessierung von APP kommt.
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Abbildung 32: sAPPa- und sAPPp-Proteinkonzentration nach Inkubation mit Sulfatiden. Darge-
stellt ist der Gehalt der sekretorischen APP-Prozessierungsprodukte sAPPo und sAPPf im Medium von
SH-SY5Y Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit Sulfatiden bzw. Ldsungsmittel-Kontrolle. Die Kon-
zentration wurde mittels Western Blot-Analyse bestimmt, die Fehlerbalken entsprechen der mittleren
Standardabweichung. Im Bild rechts wird ein reprasentativer Ausschnitt des mit ECL-Methode entwi-
ckelten Films dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von zweiseitigen, ungepaarten
Student’s t-Tests (n. s. p > 0,05; *** p < 0,001).

4.4.6 Einfluss der Sulfatide auf die nicht-amyloidogene Prozessierung von APP

In der vorangegangenen Untersuchung zeigte sich keine Verdnderung des sAPPa nach Inkubation mit
Sulfatiden. Dies deutet daraufhin, dass die o-Sekretase-Aktivitat nicht durch Sulfatide beeinflusst wird.
Um diese Frage zu beantworten erfolgte daher zunéchst eine in vitro Inkubation mit Sulfatiden auf PNFs.
Hier zeigte sich nach Zugabe von Sulfatiden eine geringe, jedoch nicht signifikante Reduktion der Ak-
tivitidt der a-Sekretase (90,74 %, + 5,31 %, p = 0,153, Abbildung 33a). Dieser Versuchsaufbau unter-
sucht jedoch nur die direkte Beeinflussung der Enzymaktivitdt. Um mdgliche Verdnderungen der En-
zymaktivitat durch Expressions- oder Proteinstabilitats-Effekte zu analysieren, wurden zusétzlich die
Proteinlevel von ADAM 10 und ADAM 17 bestimmt. Diese beiden Enzyme sind tberwiegend fir die
a-Sekretase-Aktivitdt verantwortlich. Sowohl die ADAM 10-Proteinlevel (98,06 %, =+ 3,04 %,
p = 0,622), als auch die ADAM 17-Proteinlevel (97,06 %, + 7,57 %, p = 0,790), zeigten sich nach In-
kubation von Sulfatiden in der Zellkultur nicht veréndert (Abbildung 33b).
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Abbildung 33: Einfluss von Sulfatiden auf die a-Sekretase-Aktivitit und Proteinlevel der a-Sek-
retase. Abbildung a) zeigt die Beeinflussung der a-Sekretase-Aktivitdt nach in vitro Inkubation von
Sulfatiden auf PNFs, wobei sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Sulfatiden-behandel-
ten PNFs und den Kontrollen ergab. Die dargestellte Kinetik entspricht dem Mittelwert, die Fehlerbal-
ken der mittleren Standardabweichung der einzelnen Messpunkte. Abbildung b) stellt den Proteingehalt
von ADAM 10 und ADAM 17 nach Inkubation von Sulfatiden in der Zellkultur Gber 24 Std. dar. Die
Untersuchung erfolgte mittels Western Blot Analyse, B-Aktin diente als Ladekontrolle und zeigte keine
signifikanten Schwankungen. Die Fehlerbalken repréasentieren die mittlere Standardabweichung. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigen Student’s t-Tests (n. s. p > 0,05).
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Diese Ergebnisse bestitigen die Vermutung, dass die beobachtete AB-Reduktion nicht Folge einer ver-
starkten nicht-amyloidogenen Prozessierung ist. Die weiteren Untersuchungen hatten daher zum Ziel
die amyloidogene Prozessierung genauer zu analysieren. Hierbei wurde aufgrund der Reduktion von

sAPPp zunichst das Augenmerk auf die B-Sekretase gelegt.

4.4.7 Einfluss der Sulfatide auf die amyloidogene Prozessierung
4.4.7.1 Veranderung der B-Sekretase durch Sulfatide
4.4.7.1.1 Beeinflussung der p-Sekretase-Aktivitat durch Sulfatide

In den folgenden Versuchen wurde mit Hilfe eines fluoreszenz-basierten Enzymassays die Aktivitat der
B-Sekretase in SH-SY5Y wt-Zellen bestimmt. Dabei kdnnten Sulfatide sowohl direkten Einfluss auf das
Enzym besitzen, oder aber sich durch Veranderungen der Transkription, der Proteinstabilitdt oder der
zelluléren Lokalisation auf die Aktivitat auswirken. Um diese beiden Méglichkeiten getrennt voneinan-
der zu betrachten wurden die Sulfatide zundchst auf PNFs inkubiert, sodass nur die direkte Beeinflus-
sung der Enzymaktivitat gemessen werden konnte, bevor anschlieend die Messung in lebenden Zellen
erfolgte. Wahrend sich nach Inkubation auf den PNFs nur eine leichte, nicht signifikante Reduktion der
B-Sekretase-Aktivitat nachweisen liel? (96,2 %, £ 2,09 %, p = 0,170, Abbildung 34a), war in den leben-
den Zellen die Aktivitdt nach der Inkubation mit Sulfatiden um 34 % verringert (66,3 %, + 7,7 %,
p < 0,001, Abbildung 34b).
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Abbildung 34: p-Sekretase-Aktivitat nach Inkubation mit Sulfatiden auf PNFs bzw. in lebenden
Zellen. Abbildung a) stellt die Veranderung der Enzymkinetik der B-Sekretase nach Zugabe von Sul-
fatiden auf PNFs im Vergleich zur Kontrolle dar. Abbildung b) zeigt die Enzymaktivitét der -Sekretase
nach Inkubation von lebenden Zellen mit Sulfatiden. Links dargestellt ist jeweils die Steigung in Prozent
der Kontrolle, rechts wird der Mittelwert der unterschiedlichen Enzymkinetiken dargestellt. Die Fehler-
balken entsprechen der mittleren Standardabweichung bzw. der mittleren Standardabweichung der ein-
zelnen Messpunkte. Die statistische Analyse erfolgte mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests

(n.s.p>0,05, ** p<0,01).
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die B-Sekretase-Aktivitét nicht direkt durch die Sulfatide be-
einflusst wird. Stattdessen kann vermutet werden, dass eine Beeinflussung des Stoffwechsels des En-

zyms oder seiner intrazelluldaren Verteilung ursachlich fir die beobachteten Effekte ist.

4.4.7.1.2 Einfluss der Sulfatide auf den Metabolismus der p-Sekretase

Die voranstehenden Untersuchungen zeigten, dass Sulfatide die f-Sekretase-Aktivitat nicht durch eine
direkte Interaktion beeinflussen. Verdnderungen des Metabolismus der B-Sekretase BACEL kdnnten
jedoch fur die beobachteten Effekte in lebenden Zellen verantwortlich sein. Dies sollte in den folgenden

Versuchen analysiert werden.

Wie in Abbildung 35 dargestellt zeigte sich der Proteingehalt von BACEL nach Inkubation mit Sulfati-
den auf 79,2 % (+ 2,81 %, p < 0,001) verringert. Mittels gRT-PCR wurde im néchsten Schritt tiberpruft,
ob eine Reduktion der Genexpression von BACEL ursdchlich hierfir sein konnte. Es zeigte sich eine
nicht signifikante, 22%ige Steigerung der Expression von BACEL nach Inkubation mit Sulfatiden
(122,6 %, £ 16,74 %, p = 0,194, Abbildung 35). In Zusammenhang mit dem gleichzeitig reduzierten

BACE1-Proteinlevel deutet dies am ehesten auf einen Gegenregulationsmechanismus hin.
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Neben einer verringerten Synthese des Enzyms konnte auch eine vermehrte Proteindegradation den
BACE1-Gehalt in der Zelle vermindern. Um dies zu untersuchen wurden die Zellen fir 24 Std. mit dem
Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt. Dies bewirkt, dass ausschliel3lich bereits vor der
Inkubation mit Sulfatiden synthetisiertes BACE1 in der anschlieenden Messung des Proteingehaltes
detektiert wird. Interessanterweise konnte trotz der Translationsinhibition eine Reduktion des BACE1-
Proteingehaltes auf 76,8 % (£ 1,59 %, p < 0,001, Abbildung 35) beobachtet werden. Diese Verminde-
rung unterschied sich nicht signifikant von der ohne CHX gemessenen Abnahme von BACEL
(p = 0,788), sodass der Effekt auf die BACE1-Proteinspiegel am ehesten durch eine verstarkte Degra-
dation des Enzyms verursacht wird. Die Degradation von BACEL erfolgt Uberwiegend im lysosomalen
Kompartiment (KOH et al., 2005). Durch eine Inhibition der Lysosomen musste daher die verstarkte
Degradation von BACEL verhindert werden und die BACE1-Proteinlevel dirften nach Inkubation mit
Sulfatiden nicht mehr veréndert sein. Tatséchlich lieR sich nach Zugabe des Lysosomeninhibitors Chlo-
roquin keine signifikante Reduktion von BACEL in Folge der Sulfatid-Inkubation mehr nachweisen
(95,2 %, + 1,8 %, p = 0,095, Abbildung 35).
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Abbildung 35: Veréanderung des BACE1-Proteingehaltes nach Inkubation mit Sulfatiden in Folge
einer vermehrten lysosomalen Proteindegradation. Die Untersuchung des BACE1-Proteingehaltes
nach Inhibition der Lysosomen erfolgte in Kooperation mit Dr. Viola Haupenthal, die Bestimmung der
Genexpression von BACEL1 erfolgte in Kooperation mit Dr. Sven Grosgen. Die Analyse des BACE1-
Proteingehaltes erfolgte mittels Western Blot nach Inkubation mit 20 uM Sulfatiden bzw. dem L&sungs-
mittel Ethanol. p-Aktin diente als Ladekontrolle und zeigte keine signifikanten Schwankungen. Die
Messung der Genexpression wurde mittels qRT-PCR durchgefihrt. Zur Beurteilung der Proteinstabilitat
wurden die Zellen mit dem Translationsinhibitor CHX fur 24 Std. behandelt und anschlielend ebenfalls
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der Proteingehalt mit Hilfe eines Western Blots analysiert. Die Inhibition der Lysosomen erfolgte eben-
falls Uber 24 Std. unter Verwendung von Chloroquin. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Stan-
dardabweichung. Die Signifikanzen wurden mittels zweiseitigen Student’s t-Tests bestimmt (*** p <
0,001, n.s. p >0,05).

4.4.7.1.3 Einfluss der Sulfatide auf die subzellulare Lokalisation von BACE1

Im vorangehenden Abschnitt konnte nachgewiesen werden, dass durch die Inkubation mit Sulfatiden
die B-Sekretase-Aktivitat signifikant reduziert werden kann. Hierflr verantwortlich zeigte sich u. a. eine
vermehrte lysosomale BACE1-Degradation, die zu einer Abnahme des Gesamtproteingehaltes des En-
zyms in der Zelle fihrte. Die beobachteten Effekte auf die Aktivitat des Enzyms waren dabei tendenziell
starker als die gemessene Anderung des Proteingehaltes von BACEL1 (66,3 % vs. 78,2 %, p = 0,071),
sodass von einem zusatzlichen Einfluss auf die Aktivitat ausgegangen werden musste. Die Aktivitat der
B-Sekretase hangt stark von ihrer subzelluldren Lokalisation ab, wobei sie, aufgrund des sauren Milieus,
ihre groRte Aktivitat im friihen-endosomalen Kompartiment besitzt. Ziel der folgenden Untersuchungen
war es daher die Aktivitat des Enzyms in diesem Kompartiment der Zelle zu analysieren. Mit Hilfe von
Dichtegradienten erfolgte zunichst die Isolation der Endosomen. Die anschlieBende Bestimmung der -
Sekretase-Aktivitét ergab eine signifikante Reduktion auf 60,1 % (+ 6,56 %, p = 0,014, Abbildung 36)
nach der Inkubation mit Sulfatiden. Die Messung des Proteingehaltes von BACEL innerhalb der Endo-
somen ergab eine vergleichbare Verringerung auf 55,0 % (£ 4,92 %, p = 0,003, Abbildung 36). Protein-
gehalt und Aktivitat unterschieden sich dabei nicht signifikant (p = 0,814). Neben der Verteilung von
BACEL1 spielt auch die Kolokalisation mit dem Substrat APP innerhalb der Endosomen fiir die Entste-
hung von AP eine wichtige Rolle. Die Bestimmung des APP-Gehaltes im endosomalen Kompartiment
zeigte nach Inkubation mit Sulfatiden keine signifikante Veranderung (95 %, * 4,47 %, p = 0,47, Ab-
bildung 36).
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Abbildung 36: Reduzierte B-Sekretase-Aktivitdt und BACEL-Proteingehalt im endosomalen
Kompartiment. Die gezeigten Versuche wurden in Kooperation mit Dr. Tatjana Rothhaar durchge-
fuhrt. Nach Préparation der Endosomen und Bestimmung der EEA1-positiven Fraktionen erfolgte die
Aktivitdtsmessung aus den vereinigten Fraktionen mittels fluoreszenzbasiertem Enzymassay. Der Pro-
teingehalt von APP bzw. BACE1 wurde mittels Western Blot analysiert. Dargestellt werden repréasen-
tative Ausschnitte nach Entwicklung mittels ECL-Methode. Im Balkendiagramm werden die Mittel-
werte in Prozent der Kontrolle angegeben, die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standartabwei-
chung. Statistische Analyse mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (n. s.p >0,05;
*p<0,05; **p<0,01).

Vergleicht man den BACE1-Proteingehalt im endosomalen Kompartiment mit dem BACEZ1-Protein-
gehalt im Lysat der Zellen zeigt sich eine signifikant starkere Reduktion von BACE1 in den Endosomen
(55,04 % vs. 78,16 %, p = 0.004), was darauf hindeutet, dass eine zusétzliche Verschiebung von BACE1
innerhalb der Zelle stattfinden kdnnte. Um dies weiter zu untersuchen erfolgte die Bestimmung des an
der Zelloberflache lokalisierten BACEL. Nach Biotinylierung der Proteine an der Zelloberflache und
anschlieRender Prézipitation zeigte sich eine Reduktion von BACEL an der Plasmamembran (85,54 %,
+ 3.31 %, Abbildung 37). Diese fiel jedoch geringer aus als die Reduktion im Lysat und unterschied

sich signifikant von dem endosomal lokalisierten BACE1 (p = 0.006).

Neben einer vermehrten Degradation von BACEL scheint somit auch eine Verénderung der subzellul&-
ren Lokalisation von BACE1 eine wichtige Rolle fir deren Aktivitatsabnahme in Folge der Sulfatid-
Inkubation zu spielen. Dabei entsteht eine Verschiebung von BACE1 aus dem endosomalen Komparti-
ment hinaus in Richtung der Plasmamembran, wo die B-Sekretase aufgrund des hdheren pH-Wertes eine

geringere Aktivitat aufweist.
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Abbildung 37: Verschiebung von BACEL aus dem endosomalen Kompartiment in Richtung der
Plasmamembran nach Inkubation mit Sulfatiden. Nach Biotinylierung und anschlieender Prazipi-
tation der Zelloberflachenproteine erfolgte die Bestimmung von BACE1 mittels Western Blot Methode.
Dargestellt wird die prozentuale Veranderung im Vergleich zur Kontrolle, wobei die horizontale Linie
dem BACE1-Gehalt im Lysat entspricht. Rechts dargestellt werden reprasentative Ausschnitte der mit-
tels ECL-Methode entwickelten Filme. Die Darstellung von BACE1 aus Homogenat und Endosomen
wurde zum besseren Verstédndnis aus den vorherigen Abbildungen tbernommen. Die Fehlerbalken ent-
sprechen der mittleren Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaarten,
zweiseitigen Student’s t-Tests (** p < 0,01).

4.4.7.2 Veranderung der y-Sekretase durch Sulfatide

In Abschnitt 4.4.3 wurde gezeigt, dass die Inkubation mit 20 uM Sulfatid zu einer iber 60%igen Re-
duktion der AB-Spiegel im Medium fihrte. Die bisherigen Ergebnisse konnten nachweisen, dass die
amyloidogene Prozessierung iiber die 3-Sekretase um ca. 40 % verringert wird. Diese Diskrepanz weist
darauf hin, dass ein weiterer Mechanismus, beispielsweise {iber die Beeinflussung der y-Sekretase, eine

Rolle fiir die AB-Reduktion spielen konnte.

Nach Inkubation mit Sulfatiden konnte, trotz der reduzierten B-Sekretase-Aktivitét, eine signifikante
Zunahme von B-CTF beobachtet werden (132,7 %, + 6,79 %, p < 0,001, Abbildung 38). B-CTF ist nicht
nur Produkt der B-Sekretase, sondern auch Edukt der y-Sekretase, sodass eine verringerte y-Sekretase-
Aktivitdt zu einer Akkumulation von B-CTF in der Zelle fihrt. Um zu Uberprifen, ob die beobachtete
Steigerung des B-CTF auf eine verdnderte y-Sekretase-Aktivitat zurlickgefiihrt werden kann, wurden die
Zellen zusétzlich mit y-Sekretase-Inhibitor inkubiert. Hier zeigte sich, passend zu der zuvor beschriebe-
nen Abnahme der B-Sekretase-Aktivitit, eine Reduktion des B-CTF auf 89,8 % (£ 1,59 %, p = 0,004,
Abbildung 38). Diese Ergebnisse gaben erste Hinweise darauf, dass eine gednderte y-Sekretase-Aktivitat
nach Inkubation mit Sulfatiden zu den verringerten AB-Spiegeln in der Zelle beitragen konnte.
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Abbildung 38: Verinderung des -CTF-Proteingehaltes durch Inkubation mit Sulfatiden. Darge-
stellt ist die prozentuale Anderung des B-CTF-Spiegels im Zelllysat von SH-SY5Y APP-Zellen nach
Zugabe von Sulfatiden im Vergleich zur Kontrolle. Um die Auswirkungen der y-Sekretase auf den j3-
CTF-Gehalt zu beurteilen wurden die Zellen einmal mit und einmal ohne Zugabe des y-Sekretase-Inhi-
bitors X untersucht. Die Analyse des B-CTF erfolgte mittels Western Blot, rechts dargestellt sind repré-
sentative Ausschnitte nach Entwicklung mittels ECL-Methode. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (*** p < 0,001; ** p < 0,01). Die Fehlerbalken ent-
sprechen der mittleren Standardabweichung.

44721 Beeinflussung der y-Sekretase-Aktivitat durch Sulfatide

Ahnlich der erfolgten Untersuchungen zur B-Sekretase-Aktivitit sollte auch fiir die y-Sekretase mit Hilfe
eines fluoreszenz-basierten Versuchs die Aktivitat dieses Enzyms gemessen werden. Dabei wurde wie-
der zwischen direkten und indirekten Effekten auf die Aktivitat unterschieden, sodass zunachst eine
Inkubation von Sulfatiden auf PNFs erfolgte. Wie Abbildung 39 zeigt, kam es nach Inkubation der PNFs
zu einer geringen, aber signifikanten, Abnahme der y-Sekretase Aktivitét (93,4 %, + 2,05 %, p = 0,022).
Dieser Effekt konnte auch nach Inkubation von lebenden Zellen mit Sulfatiden nachgewiesen werden,
war dort jedoch deutlich starker ausgepragt (53,9 %, + 3,24 %, p < 0,001, Abbildung 39). Die Reduktion
der Aktivitat in lebenden Zellen unterschied sich dabei signifikant von der beobachteten Aktivitatsmin-
derung nach in vitro Inkubation auf PNFs (p < 0,001). Diese Resultate weisen darauf hin, dass sowohl

eine direkte, als auch indirekte Beeinflussung der y-Sekretase durch die Sulfatide vorliegt.
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Abbildung 39: Beeinflussung der y-Sekretase-Aktivitat durch Inkubation mit Sulfatiden. Abbil-
dung a) zeigt die prozentuale Veranderung der Aktivitat nach Sulfatid-Inkubation im Verhéltnis zu den
mit Ethanol inkubierten PNFs. Die Inkubation erfolgte fir die Versuche fur 15 Min. bei 37 °C. Fir die
Aktivitatsmessung in lebenden Zellen wurde die Inkubation fiir 24 Std. vor der im Anschluss begonne-
nen fluorometrischen Messung durchgefiihrt. Abbildung b) zeigt den Mittelwert der Enzymkinetiken
fur den jeweiligen Versuchsaufbau. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung
bzw. der mittleren Standardabweichung der einzelnen Messpunkte. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (* p < 0,05; *** p < 0,001).

4.4.7.2.2 Einfluss von Sulfatiden auf den Proteingehalt von Nicastrin und Presenilin 1

Die vorrangehenden Ergebnisse legen nahe, dass Sulfatide neben ihrer direkten Wirkung, die y-Sekre-
tase beispielsweise iiber eine Verdnderung des Proteingehaltes der Bestandteile des y-Sekretase-Kom-
plexes beeinflussen kdnnten. Nicastrin ist ein essentieller Bestandteil der y-Sekretase und kann im Ge-
gensatz zu Presenilin oder den Aph-Proteinen nicht durch ein anderes Protein der gleichen Familie er-
setzt werden. Presenilin 1 oder Presenilin 2 bilden die katalytische Einheit des Enzymkomplexes, sodass
ihnen ebenso eine wichtige Bedeutung zukommt. Wie in Abbildung 40 dargestellt zeigte sich jedoch
nach Inkubation mit Sulfatiden keine Verénderung des Proteingehaltes von Presenilin 1 (105,12 %,
+4.83 %, p = 0,48) oder Nicastrin (100,9 %, + 5,77 %, p = 0,919). Zu den anderen Bestandteilen des

y-Sekretase-Komplexes kann keine sichere Aussage getroffen werden.
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Abbildung 40: Auswirkung der Sulfatid-Inkubation auf den Proteingehalt der Komponenten der
v-Sekretase. Die Bestimmung des Nicastrin Proteingehaltes erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Janine
Mett. Mittels Wester Blot-Analyse erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentrationen von Nicastrin
und Presenilin 1. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Rechts dargestellt sind reprasentative Ausschnitte
nach Entwicklung mittels ECL-Methode. Signifikanzen wurden mit Hilfe eines zweiseitigen Student’s
t-Tests berechnet (n. s. p > 0,05). Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung.

4.4.7.2.3 Veranderung der Lipid Raft-Mikrodomé&nen durch Inkubation mit Sulfatiden

Die bisherigen Ergebnisse zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen der direkten Beeinflussung
der y-Sekretase durch Inkubation mit Sulfatiden auf PNFs und der deutlich starkeren Auswirkung auf
die Enzymaktivitat nach Inkubation von lebenden Zellen. Verdanderungen des Proteingehaltes der Kom-
ponenten der y-Sekretase schienen dabei nicht ursachlich fiir diesen Effekt zu sein. Neben den oben
genannten Verdnderungen im Proteingehalt spielt bei der y-Sekretase aufgrund ihrer vielen verschiede-
nen Substrate die intrazelluldre Verteilung eine wichtige Rolle fur ihre Aktivitat. In mehreren Studien
wurde diskutiert, dass die Prozessierung von -CTF und die Entstehung von AP insbesondere in den
Lipid Raft-Doménen der Membranen stattfindet, wihrend a-CTF vorzugsweise in den Non-Raft-Do-
mé&nen geschnitten wird (HUR et al., 2008). Interessanterweise scheinen Sulfatide, sowie andere Sphin-
golipide und Cholesterin, sich insbesondere in den Lipid Raft Doménen anzureichern (MOYANO et al.,
2014).

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Verteilung der y-Sekretase in den Lipid Raft-Domanen durch
die Inkubation mit Sulfatiden beeinflusst werden kdnnte. Mit Hilfe eines Saccharose-Dichtegradienten
wurden die Lipid Raft-Domanen von den Non-Raft-Doménen getrennt. Die Lipid Raft-Fraktionen wur-

den mit Hilfe der Western Blot-Analyse des Markerproteins Flotillin detektiert und von den Cadherin-
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positiven Non-Raft-Fraktionen unterschieden. Anschlieend wurden die jeweiligen Fraktionen zusam-
mengefiihrt, um den Gesamtgehalt verschiedener Lipide, Proteine und die y-Sekretase-Aktivitdt in den

Lipid Raft-Doménen und Non-Raft-Doménen miteinander vergleichen zu kénnen.

Wie in Abbildung 41 dargestellt zeigte sich eine geringe, nicht signifikante Abnahme der Non-Raft-
Fraktionen (94,2 %, + 2,84 %, p = 0,166), wéhrend gleichzeitig die Lipid Raft-Fraktionen durch die Sul-
fatid-Inkubation um 10 % gesteigert waren (110,2 %, * 0,90 %, p = 0,001). Das Verhéltnis der Raft-/
Non-Raft-Fraktionen war somit durch die Inkubation mit Sulfatiden auf 1,17 (Kontrolle = 1, p = 0,006)
zu Gunsten der Raft-Fraktionen signifikant verschoben.
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Abbildung 41: Einfluss von Sulfatiden auf die Raft-Fraktionen. Die Lipid Raft-Préparation, sowie
anschlieende Analyse des Proteingehaltes wurde in Kooperation mit Dr. Viola Haupenthal durchge-
fiihrt. Dargestellt sind reprasentative Western Blots der Saccharose-Dichtegradienten. Nach Vereini-
gung der Cadherin- bzw. Flotillin-positiven Fraktionen wurde das Raft/Non-Raft-Verhaltnis der Kon-
trollen auf 1,0 gesetzt und im Verhaltnis hierzu das Raft/Non-Raft-Verhéltnis der inkubierten Zellen
betrachtet. Der Fehlerbalken reprasentiert die mittlere Standardabweichung. Die Signifikanz wurde mit-
tels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests berechnet (** p < 0,01).

Diese Verdnderung lief sich auf eine 3,3-fach starkere Akkumulation der Sulfatide in den Lipid Raft-
Fraktionen im Vergleich zu den Non-Raft-Fraktionen zurtickfuhren (Abbildung 42, Non-Raft-Fraktio-
nen: 432,2 %, £ 7,81 %, p < 0,001; Raft-Fraktionen: 1423,6 %, * 6,35 %, p < 0,001). Neben Sphingoli-
piden stellt Cholesterin das wichtigste Lipid in den Raft-Fraktionen der Zelle dar. Es wurde daher zu-
sétzlich die Verteilung von Cholesterin analysiert, da durch eine Verschiebung von Cholesterin ebenfalls
die y-Sekretase beeinflusst werden konnte. Es zeigte sich in der Folge der Sulfatid-Inkubation jedoch

keine signifikante Veradnderung des Cholesteringehaltes in den Non-Raft- bzw. Raft-Fraktionen (Non-
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Raft-Fraktionen: 92,7 %, + 1,8 %, p = 0,127; Raft-Fraktionen: 100,9 %, + 0,1 %, p = 0,76, Abbildung
42), wobei das Verhaltnis der Raft-/Non-Raft Fraktion auf 1,08 nicht signifikant verschoben wurde.

Kk D Sulfatide ZOPM
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Ratio Raft-Fraktion/Non -Raft-Fraktion

Sulfatid- Cholesterin-
Gehalt Gehalt

Abbildung 42: Einfluss der Inkubation von Sulfatiden auf das Raft/Non-Raft-Verhaltnis von Sul-
fatiden und Cholesterin. Die Lipid Raft-Praparation und Bestimmung des Cholesteringehaltes wurden
in Kooperation mit Dr. Viola Haupenthal durchgefiihrt, die massenspektrometrische Analyse des Sul-
fatid-Gehaltes erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Christoph Stahlmann. In den vereinigten Raft- bzw.
Non-Raft-Fraktionen wurde der Sulfatid-Gehalt (Summe aller Sulfatide) mittels Massenspektrometrie
ermittelt. Der Cholesteringehalt wurde mit Hilfe eines kommerziell erhéltlichen Versuchskits bestimmt.
Die Raft-/Non-Raft Verhéltnisse der Kontrollen wurden mit 1,0 gleichgesetzt. Die Fehlerbalken ent-
sprechen der mittleren Standardabweichung. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigen, ungepaarten
Student’s t-Tests berechnet (n. s. p > 0,05; *** p < 0,001).

4.4.7.2.4 Beeinflussung der APP-Prozessierung innerhalb der Lipid Raft-Mikrodomanen

Um den Einfluss der Sulfatide auf die amyloidogene Prozessierung innerhalb der Lipid Raft-Domanen
zu analysieren wurden anschlielend die Proteinspiegel von APP, PS1 und Nicastrin sowohl in den Raft-
als auch in den Non-Raft-Fraktionen untersucht. Interessanterweise zeigte sich, dass die Inkubation mit
Sulfatiden zu einer Umverteilung der beiden y-Sekretase-Komponenten Nicastrin und Presenilin aus
den Raft-Fraktionen (Nicastrin: 86,8 %, + 2,4 %, p = 0,003; PS1: 86,0 %, *+ 3,8 %, p = 0,026) in die
Non-Raft-Fraktionen (Nicastrin: 107,4 % +7,9%, p=0,544; PS1: 126,7 %, = 2,89 %, p =0,003)
fiihrte. Das Verhaltnis der Raft-/Non-Raft Fraktionen war dabei im Vergleich zu den mit Ethanol inku-
bierten Zellen signifikant zugunsten der Non-Rafts verschoben (Nicastrin-Ratio: 0,81 + 0,03, p = 0,01,
PS1-Ratio: 0,68 + 0,03, p <0,001; Abbildung 43). Zusétzlich konnte eine leichte, nicht signifikante
Umverteilung auch von APP aus den Raft-Fraktionen in die Non-Raft-Fraktionen detektiert werden
(Non-Raft-Fraktionen: 110,9 %, + 7,3 %, p = 0,350; Raft-Fraktionen: 98,3 %, + 1,9 %, p = 0,556; APP
Ratio: 0,89 £ 0,06, p = 0,171, Abbildung 43). Abschlief3end erfolgte die Messung der y-Sekretase-Ak-

tivitat sowohl aus den Raft- als auch aus den Non-Raft-Fraktionen. Hier konnte eine deutliche Reduktion
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der Aktivitét in den Raft-Fraktionen (63,6 %, + 1,1 %, p < 0,001) nachgewiesen werden, wéhrend die
v-Sekretase-Aktivitdt in den Non-Raft-Fraktionen sich nicht signifikant veranderte (98,8 %, + 0,7 %, p
=0,643). Auch hier zeigte sich eine signifikante Verschiebung des Raft-/Non-Raft-Verhéltnisses in den
Sulfatid-inkubierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen (0,64 + 0,01, p < 0,001, Abbildung 43).
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Abbildung 43: Amyloidogene Prozessierung in Raft- und Non-Raft-Fraktionen nach Inkubation
mit Sulfatiden. Die Lipid Raft-Préparation, sowie anschlielende Analyse des Proteingehaltes und der
y-Sekretase-Aktivitat wurden in Kooperation mit Dr. Viola Haupenthal durchgefuhrt. Dargestellt wird
das Verhaltnis von APP, PS1 und Nicastrin zwischen den Raft- und Non-Raft-Fraktionen normiert auf
das Gesamtprotein der jeweiligen gepoolten Fraktionen. Das Raft-/Non-Raft-Verhaltnis der Kontrollen
wurde dabei mit 1,0 gleichgesetzt. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mittels Western
Blot-Analyse aus den gepoolten Fraktionen. Die y-Sekretase-Aktivitat wurde mittels eines fluoreszenz-
basierten Enzymassay gemessen. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung. Sta-
tistische Auswertung unter Verwendung eines zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (* p < 0,05;
**p<0,01; *** p <0,001).

Zusammenfassend konnten diese Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation mit Sulfatiden zu einer indi-
rekten Reduktion der y-Sekretase-Aktivitat durch Verschiebung der Raft-/Non-Raft-Verteilung des En-
zymkomplex zu Gunsten der Non-Rafts fiihrt. Zudem konnte beobachtet werden, dass durch den erhéh-
ten Sulfatid-Gehalt insbesondere die innerhalb der Lipid Rafts lokalisierte y-Sekretase-Aktivitat ver-

mindert wird. Beide Faktoren zusammen tragen somit zu einer verminderten AB-Synthese bei.

4.4.8 Effekt von Galactosylceramid auf die APP-Prozessierung

Die vorangehenden Ergebnisse beschreiben die durch Inkubation mit Sulfatiden erreichte Reduktion der
AB-Synthese in Folge einer reduzierten - und y-Sekretase-Aktivitat sowie die zugrundeliegenden Me-
chanismen. Bisher liegen keine Daten beziglich der Auswirkungen von GalCer, dem Vorl&uferlipid der

Sulfatide, auf die AB-Synthese vor. Es sollte daher im Weiteren untersucht werden, ob die beobachteten
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Effekte fur die Gruppe der Sulfatide spezifisch sind, oder ob sich das Vorlauferlipid GalCer in ahnlichem
MaRe auf die APP-Prozessierung auswirkt. Hierzu wurden SH-SY5Y APP-Zellen und SH-SY5Y wt-
Zellen dquimolar zu den Sulfatid-Inkubationen mit 20 uM GalCer inkubiert. Nach Inkubation von
SH-SY5Y APP-Zellen zeigte sich eine geringe, nicht signifikante Reduktion des AB-Gehaltes im Me-
dium (93,9 %, + 2,14 %, p = 0,08, Abbildung 44). Die Messung der - und y-Sekretase-Aktivitat in le-
benden Zellen nach GalCer-Inkubation auf SH-SY5Y wt-Zellen erfolgte in Analogie zu dem Versuchs-
aufbau mit Sulfatiden. Wie in Abbildung 44 dargestellt zeigte sich eine signifikante Reduktion, sowohl
der B-Sekretase- (83,2 %, +3,3%, p<0,001) als auch der y-Sekretase-Aktivitat (89,9 %, + 3,5 %,
p < 0,001) nach Zugabe von GalCer im Vergleich zur Kontrolle. Die Reduktion war im Vergleich zu
den mit Sulfatiden inkubierten Zellen jedoch signifikant geringer (B-Sekretase: 66,3 % vs. 83,2 %,
p = 0,003; y-Sekretase: 53,9 % vs. 89,9 %, p < 0,001). Diese Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass
die beobachteten Effekte spezifisch fir die Lipidklasse der Sulfatide sind.
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Abbildung 44: Auswirkung der Inkubation mit GalCer auf den AB-Gehalt im Medium und die
Aktivitit der - und y-Sekretase in lebenden Zellen. Nach Inkubation von SH-SY5Y APP-Zellen flr
24 Std. mit 20 puM GalCer erfolgte die Bestimmung des AB-Gehaltes im Medium mittels Western Blot-
Analyse nach Immunprézipitation mit Hilfe des W02-Antikdrpers. Die Sekretase-Aktivitdten wurden in
lebenden SH-SY5Y wt-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit 20 uM GalCer gemessen. Die Fehler-
balken entsprechen der mittleren Standardabweichung, die statistische Analyse erfolgte unter Verwen-
dung von ungepaarten, zweiseitigen Student’s t-Tests (n. s. p > 0,05; *** p < 0,001).
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449 Veranderung der Sekretase-Aktivitat durch Beeinflussung der endogenen Sulfatide in
SH-SY5Y-Zellen

Die bisherigen Ergebnisse konnten zeigen, dass durch die exogene Zufuhr von Sulfatiden im Zellkul-
turversuch der Sulfatid-Gehalt in der Zelle signifikant gesteigert werden kann und hierdurch bedingt
eine Reduktion der B- und y-Sekretase-Aktivitat erreicht wird. Diese Resultate lassen jedoch keine Riick-
schlisse zu, in welchem Male sich eine Steigerung des endogenen Sulfatid-Gehaltes auf die Aktivitat
der beiden Sekretasen auswirken kénnte. Um diese Frage zu beantworten, wurden im Rahmen dieser
Arbeit SH-SY5Y wt-Zellen stabil mit ShRNA der Arylsulfatase A (Genname: ARSA) transfiziert. Nach
Selektion der stabil transfizierten Zellen zeigte sich fiir den verwendeten Klon eine signifikante Reduk-
tion der ARSA-Genexpression auf 23 % (Abbildung 45, 22,7 %, + 1,5 %, p < 0,001). Infolge dessen
geht man davon aus, dass es zur Akkumulation von Sulfatiden in den Zellen kommt. Wie in Abbildung
46 dargestellt lieR sich eine signifikante Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat in diesen Zellen im Ver-
gleich zu den mit einem mock-Plasmid transfizierten Kontrollen nachweisen (80,5 %, +6,3%, p
=0,006). Gleichzeitig konnte auch eine signifikant geringere y-Sekretase-Aktivitat gemessen werden
(70,26 %, + 3,5 %, p < 0,001, Abbildung 46). Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die Steigerung der
endogenen Sulfatide dhnliche Effekte auf die Sekretasen erreicht werden kénnen wie durch die exogene
Zufuhr der Lipide.

(%] | m sH-sY5Ywt Abbildung 45: Uberprifung der Effizienz
[0 ARSA KD der ARSA-KD (stabil) bzw. der Gal3st1-KD
O Gal3st1 KD (transient) der verwendeten Zelllinien. Die

gezeigten RT-PCR Versuche wurden in Zu-
sammenarbeit mit Dr. Christoph Stahlmann
durchgefihrt. Die transiente Transfektion der

£2 41004 Gal3st1-siRNA erfolgte in Kooperation mit
w £ * Dr. Janine Mett. In Folge der Transfektion
gé | T (stabil oder transient) kommt es zu einer Blo-
55 1 ckade der Transkription des Ziel-Gens. Nach
§ 2 | Isolation der mRNA wurde daher mit Hilfe ei-

ner gRT-PCR des entsprechenden Gens die Ef-
fizienz der Transfektion untersucht. Die
Fehlerbalken entsprechen der mittleren Stan-
1 dardabweichung. Die statistische Analyse er-
folgte mittels zweiseitigen Student’s t-Tests.
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Im Falle der Alzheimer-Erkrankung findet sich wie unter Abschnitt 4.1 beschrieben eine signifikante
Minderung des Sulfatid-Gehaltes in den post mortem Hirnproben. Im Umkehrschluss der vorangehen-
den Untersuchungen konnte dies bedeuten, dass eine gesteigerte Aktivitdt der - und y-Sekretase zu
einer vermehrten AB-Synthese fiihrt und somit die pathophysiologischen Prozesse der Erkrankung be-
gunstigt. Um diese Frage zu beantworten wurde im Zellkulturversuch durch Transfektion von siRNA
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der CST (Genname: Gal3stl) ein transienter Knock-Down dieses Enzyms erzeugt, woraus eine redu-
zierte Sulfatid-Synthese resultierte. Dabei wurde mittels gRT-PCR eine Defizienz um 20 % detektiert
(79,9 %, + 6,5 %, p = 0,015, Abbildung 45) welche in etwa der 28%igen Reduktion des Sulfatid-Geh-
altes im Gehirn von Alzheimer-Patienten entsprach. Interessanterweise fand sich in Folge dieser Min-
derung des Sulfatid-Gehaltes eine signifikante Steigerung, sowohl der - als auch der y-Sekretase-Akti-
vitdt, im Vergleich zu den Kontrollzellen (B-Sekretase: 107,18 %, + 1,5 %, p = 0,003; y-Sekretase:
128,05 %, + 3,3 %, p = 0,02, Abbildung 46). Die geringe Effektstérke im Vergleich zu den ARSA-de-
fizienten Zellen lasst sich am ehesten auf die geringere Knock-Down-Effizienz zurtickfiihren (siehe Ab-
bildung 45: 77 % fur ARSA im Vergleich zu 20 % fiur Gal3stl). Diese Ergebnisse unterstreichen, dass
eine Steigerung des Sulfatid-Gehaltes im Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten als moglicher thera-

peutischer Ansatz von Nutzen sein kdnnte.
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Abbildung 46: Einfluss des ARSA- bzw. Gal3stl-KD auf die Aktivitit der - und y-Sekretase. Die
Bestimmung der Enzym-Aktivitaten wurde in Kooperation mit Dr. Viola Haupenthal durchgefiihrt. Dar-
gestellt wird die Auswirkung der jeweiligen Defizienz auf die Aktivitat der Sekretasen in lebenden Zel-
len. Die Messung der Sekretase-Aktivitat erfolgte frihstens 24 Std. nach der transienten Transfektion.
Die Kontrollzelllinien wurden entsprechend mit einem mock-Plasmid ohne genregulatorische Wirkung
transfiziert, sodass die Aktivitdtsdnderung der Sekretasen nicht durch die Transfektion selbst erklart
werden kann. Abbildung a zeigt die prozentuale Verdnderung der -Sekretase-Aktivitat sowie die
exemplarischen Kinetiken. Abbildung b zeigt die Kinetiken der y-Sekretase-Aktivitat und entsprechende
prozentuale Anderung der Steigung im Vergleich zur mit mock-Plasmid transfizierten Kontrolle. Die
Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung, die statistische Analyse erfolgte mittels
zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (*** p < 0,001, * p < 0,05).
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4.5 Beeinflussung der APP-Prozessierung durch Sulfatide in vivo

45.1 Einfluss der Sulfatide auf die y-Sekretase-Aktivitat in humanem post mortem Gehirnge-

webe von Alzheimer-Patienten

Wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben konnte im Zellkulturversuch gezeigt werden, dass durch
eine Reduktion des Sulfatid-Gehaltes die Aktivitét der - und y-Sekretase ansteigt. Dies kdnnte entspre-
chend auch auf das Gehirn von Alzheimer-Patienten iibertragen werden. Im Gegensatz zur f-Sekretase
konnte fiir die y-Sekretase in den bisherigen Untersuchungen beobachtet werden, dass eine direkte Be-
einflussung der Enzymaktivitdt durch die Sulfatide eine Rolle spielt. Um zu Gberprifen, ob durch die
Steigerung des Sulfatid-Gehaltes im Gehirn von Alzheimer-Patienten eine Reduktion der y-Sekretase-
Aktivitdt moglich ware, wurden daher Homogenate von post mortem Gehirngewebe von vier Patienten
ex vivo mit Sulfatiden inkubiert. Wie Abbildung 47 darstellt, konnte in allen vier Proben eine Reduktion
der y-Sekretase-Aktivitat erreicht werden, gemittelt ergab sich dabei eine signifikante Abnahme von ca.
13 % durch die Sulfatid-Inkubation (87,2 %, + 2,75 %, p = 0,003).
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Abbildung 47: y-Sekretase-Aktivitdt nach Inkubation mit 20 uM Sulfatiden auf PNFs von post
mortem Alzheimer-Gehirngewebe. Die Bestimmung der Sekretase-Aktivitat erfolgte in Zusammenar-
beit mit Dr. Tatjana Rothhaar. Nach Inkubation mit Sulfatiden fir 15 Min. bei 37 °C auf PNFs von vier
unterschiedlichen Alzheimer-Hirnproben (Abk. AD) erfolgte anschlielend die Membranpraparation so-
wie fluorometrische Messung der y-Sekretase-Aktivitat. Die Proben wurden als technisches Triplett ver-
messen und der Mittelwert der einzelnen Proben zur Ermittlung der mittleren Effektstarke und flr die
statistische Auswertung verwendet. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung
der technischen Tripletts bzw. der Mittelwerte der jeweiligen Proben. Statistische Auswertung mittels
zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (** p < 0,01).

Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz der ex vivo Situation eine Verringerung der Aktivitat erzielt werden

kann. Betrachtet man die vorrangegangenen Ergebnisse, die darauf hinweisen, dass der weit grofiere
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Effekt der Sulfatide auf die y-Sekretase nicht auf einer direkten Inhibition beruht, sondern das lebende

System bedarf, scheint in vivo eine noch stirkere Reduktion der y-Sekretase Aktivitdt moglich zu sein.

4.5.2 Beeinflussung der APP-Prozessierung durch Sulfatide in vivo im Mausmodell

Die bisherigen Ergebnisse erbrachten Hinweise, wie sich Sulfatide in der Zellkultur oder post mortem
auf die amyloidogene APP-Prozessierung auswirken kénnen. Ob verénderte Sulfatid-Spiegel auch in
vivo im Gehirn eine Rolle in der Regulation der Sekrestasen spielen kdnnten, sollte daher Ziel der wei-
teren Untersuchungen sein. Zu diesem Zweck wurden defiziente M&use betrachtet, denen das Enzym
ASA (ARSAT) fehlt, wodurch sie keine Sulfatide mehr abbauen kénnen. Hierdurch akkumulieren Sul-
fatide u. a. in Neuronen und Oligodendrozyten (MOLANDER-MELIN et al., 2004). Eine Analyse des
Sulfatid-Gehaltes aus dem Gehirn dieser Mduse konnte im Vergleich zu den heterozygoten Mdusen
(ARSA™), die dem Wildtyp-Phéanotyp entsprechen, eine zweifach héhere Konzentration der Sulfatide
nachweisen (208,2 %, + 5,97 %, p < 0,001, Abbildung 48). Die heterozygoten Mé&use dienten aufgrund
des unauffélligen Phanotyps ohne relevante Anreicherung von Sulfatiden flr die weiteren Versuche als

Kontrolle.
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Abbildung 48: Sulfatid-Gehalt im Gehirnge-

webe von ARSA”-Mausen im Vergleich zu
¢ den heterozygoten ARSA*"-Mausen.
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Die massenspektrometrische Messung wurde
durchgefihrt in Kooperation mit Dr. Christoph
| Stahlmann. Dargestellt wird, nach massenspek-
trometrischer Analyse, der Gesamt-Sulfatid-Ge-
halt (Summe aller Sulfatid-Spezies) im Gehirn-
100 - gewebe von ARSA-defizienten Mausen in Pro-
zent der heterozygoten Kontrollen. Die Fehler-
balken entsprechen der mittleren Standardab-
weichung, die statistische Analyse erfolgte mit-
tels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests
(*** p <0,001).
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Das Ziel der weiteren Versuche war zu untersuchen, ob sich die im Zellkulturmodell gemessenen Ver-
anderungen der Sekretase-Aktivitat auch im Hirngewebe von Mausen nachweisen lassen. Die Messung
der B-Sekretase-Aktivitat zeigte eine signifikante Reduktion um ca. 15 % in den ARSA”-Mausen im
Vergleich zu den Kontrollen (85,5 %, + 1,13 %, p = 0,032, Abbildung 49). In den vorherigen Zellkultur-

Versuchen konnte dieser Effekt der Sulfatide u. a. durch eine vermehrte Degradation von BACE1 erklart
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werden. Auch im Gehirngewebe der ARSA”-Mause lieR sich ein signifikant geringerer BACE1-Pro-
teingehalt im Vergleich zu den Kontrollen beobachten (56,0 %, + 4,40 %, p = 0,002, Abbildung 49).
Neben der Beeinflussung der B-Sekretase-Aktivitat konnte im Zellkulturmodell auch eine reduzierte
v-Sekretase-Aktivitat durch einen erhohten Sulfatid-Gehalt gemessen werden. Die Untersuchung der
v-Sekretase-Aktivitat in den ARSA”-Méausen bestatigte auch hier die Ergebnisse der Zellkultur. Wie in
Abbildung 49 dargestellt zeigte sich die y-Sekretase-Aktivitat in den ARSA”-Mausen um ca. 49 % sig-
nifikant reduziert (51,2 %, + 6,83 %, p = 0,004).
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Abbildung 49: Einfluss des ARSA-Knock-out auf die APP-Prozessierung im Maushirn-Homo-
genat. (ARSA*"-Mause n =3, ARSA’-Mause n =5) Untersucht wurde mittels fluoreszenzbasierten
Enzymassays die B- und y-Sekretase-Aktivitat nach Membranpréaparation aus Hirngewebe von ARSA™
-Mausen im Vergleich zu ARSA*--Mausen. In der Abbildung rechts finden sich exemplarische Kineti-
ken fur die B- bzw. y-Sekretase-Aktivitat. Das Balkendiagramm zeigt die prozentuale Anderung der
Enzymaktivitat. Der BACEL-Proteingehalt wurde aus Homogenaten desselben Hirngewebes analysiert.
Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung, die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweiseitigem, ungepaarten Student’s t-Tests (**p < 0,01; * p < 0,05).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die in vivo Relevanz der zuvor beschriebenen Beobachtungen aus den
Zellkulturversuchen. Ein erhohter Gehalt an Sulfatiden im Gehirn von Mausen scheint, Giber die Reduk-
tion der - und y-Sekretase-Aktivitat, zu einer reduzierten amyloidogenen Prozessierung zu fiihren. Eine
Messung des AB-Gehaltes im Homogenat des Gehirngewebes der Mduse wurde mittels ELISA-Kit
durchgefiihrt, der Ap-Gehalt war jedoch zu gering und die gemessenen Werte in Hohe des Hinter-
grundsignals, sodass diese Daten nicht ausgewertet werden konnten. Um die Auswirkungen der genann-

ten Veranderungen der Sekretase-Aktivititen auf den AB-Gehalt, die kognitiven Funktionen und die ApB-
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Plaques zu untersuchen musste daher ein ARSA-Knock-out in einem transgenen Alzheimer Mausmodell

durchgefuhrt werden. Dieser lag im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht vor.

4.6 Einfluss der Sulfatide auf die Ap-Aggregation

Neben der Degradation und der Synthese von Ap spielt insbesondere die AB-Aggregation in der Alz-
heimer-Pathologie eine wichtige Rolle. Im Gegensatz zu monomeren AB-Peptiden besitzen die aggre-
gierten Formen von AP, insbesondere die Oligomere, eine deutlich hohere Zytotoxizitat und werden
daher heute flr den neuronalen Zellverlust im Gehirn der Alzheimer-Patienten mitverantwortlich ge-
macht (CLEARY et al., 2005). Veranderungen der lokalen Umgebung von Af konnten bereits in meh-
reren Studien zu einer veranderten Aggregation der Peptide beitragen (HOSSAIN et al., 2009). In den
folgenden Versuchen sollte daher Uberpruft werden, ob Sulfatide sich positiv oder negativ auf die Ag-
gregation von AP auswirken konnten. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit
von Lipiden die AB-Aggregation unabhéngig von der Lipidklasse beeinflusst, sodass Ethanol als L6-
sungsmittel-Kontrolle fur diesen Versuchsaufbau nicht geeignet ist. Als haufig vorkommende Lipid-
klasse und Vorldaufer der Sulfatide dienten daher Ceramide in daquimolarer Menge fur die folgenden

Versuche als Kontrolle.

4.6.1 Rasterkraft-Mikroskopie von Aps-Aggregaten nach Sulfatid-Anreicherung

Es erfolgte die Aufreinigung von synthetischem A2 mit Hilfe von HFIP und mehreren Filtersystemen,
sodass bei Versuchsbeginn nur A4 in monomerer Form vorlag. Nach Zugabe von Ceramiden bzw.
Sulfatiden zu einer vordefinierten APB4.-Menge wurden nach einer Inkubationszeit von 24 Std. mit Hilfe
der Rasterkraft-Mikroskopie die AB-Aggregate bildlich dargestellt. Ein exemplarischer Bildausschnitt
wird in Abbildung 50 dargestellt. Die Daten konnten quantifiziert werden unter Verwendung des Pro-
gramms Image Gauge. Nach Zugabe von Sulfatiden zeigte sich im Vergleich zu einer
Ceramid-Zugabe eine signifikant geringere Aggregation von A (55,7 %, = 1,8 %, p < 0,001, Abbil-
dung 50).
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Ceramide Sulfatide [ Sulfatide

10
10

100 -
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Abbildung 50: Rasterkraft-Mikroskopie von Ap4.-Fibrillen. Die Inkubation und Rasterkraft-Mikro-
skopie wurden durchgefihrt in Zusammenarbeit mit Dr. Benjamin Hundsddrfer. Der Versuchsaufbau
wurde zur Vermeidung von Zufallsschwankungen mehrfach wiederholt. Die Abbildung zeigt eine re-
prasentative Aufnahme der in Anwesenheit von 10 pM Ceramiden (links) bzw. 10 uM Sulfatiden
(rechts) gebildeten APs-Aggregate nach einer Inkubationszeit von 24 Std. Rechts wird die prozentuale
Anderung der hellen Bildpunkte als Quantifizierung der Aps-Fibrillen dargestellt.

4.6.2 Quantifizierung der Aps-Aggregation unter dem Einfluss von Sulfatiden

Um diese Veranderung quantifizieren zu kénnen wurde ein Aggregationsversuch durchgefihrt, bei dem
die Entstehung der p-Faltblattstruktur durch die Konformationsénderung von Af mittels Thioflavin T
fluorometrisch gemessen wurde. Sowohl das Maximum der Kurve, als auch die Steigung waren nach
Sulfatid-Zugabe im Vergleich zu den Proben mit Ceramid signifikant reduziert (Maximum: 78,9 %,
+ 5,02 %, p = 0,01; Steigung: 69,4 %, £ 6,4 %, p = 0,01, Verzdgerungszeit: 167,5 %, + 6,6 %, p < 0,001
Abbildung 51b). Die Kinetik des Aggregationsverlaufs nach Zugabe der Lipide wird in Abbildung 51a
dargestellt. Unter in vitro Bedingungen scheinen Sulfatide somit die Aggregation von AP zu verlangsa-
men und gleichzeitig die Zahl der langen Fibrillen zu reduzieren.

In Zusammenhang mit der AB-Aggregation ist die Entstehung der AB-Oligomere von besonderer Be-
deutung. Thnen konnte im Rahmen mehrerer Studien die hochste Neurotoxizitét aller AB-Aggregations-
formen zugeschrieben werden (CLEARY et al., 2005). Mit dem fiir AB-Oligomere spezifischen Anti-
korper A1l wurde untersucht, ob die Entstehung der toxischen AB-Oligomere ebenfalls durch Sulfatide
gehemmt werden kann. Tatséchlich zeigte sich, dass nach in vitro Inkubation von synthetischem Afas.
mit Sulfatiden, im Vergleich zur dquimolaren Menge von Ceramiden, signifikant weniger toxische AB-

Oligomere vorlagen (84,0 %, + 3,95 %, p = 0,006, Abbildung 51c).
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Abbildung 51: Aggregation von synthetischem A, unter Einfluss von Sulfatiden bzw. Cerami-
den. Der ThT-Aggregationsversuch und die Dot-Blot-Analysen wurden durchgefihrt in Zusammenar-
beit mit Dr. Benjamin Hundsddrfer und Herr Lukas Schwarz. Die Inkubation erfolgte mit 10 uM Cera-
miden bzw. Sulfatiden Uber 24 Std. Die ThT-Analyse erfolgte wahrend der Inkubationszeit, die Dot-
Blot-Analyse erfolgte nach Abschluss der Inkubation. a) zeigt die Kinetik des ThT-Aggregationsver-
suchs, die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung der einzelnen Datenpunkte. b)
stellt die prozentuale Veranderung der Mittelwerte des Maximums, der Steigung bzw. der Verzdge-
rungszeit des ThT-Aggregationsversuchs unter Inkubation mit Sulfatiden bzw. Ceramiden dar. ¢) zeigt
die prozentuale Reduktion der toxischen AB-Oligomere nach Inkubation mit Sulfatiden. Nachgewiesen
wurden die Oligomere mit Hilfe der Dot-Blot-Methode unter Verwendung des spezifischen Antikorpers
All. Die Fehlerbalken von Abbildung b) und c) entsprechen der mittleren Standardabweichung. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests (** p < 0,01).

In Zusammenschau der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass sich Sulfatide in vitro im Vergleich zu
ihrem Vorldufer Ceramid durch eine Verlangsamung der Aggregation und Reduktion der Fibrillen po-
sitiv auf die AB-Aggregation auswirken. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass auch die toxischen AB-Oligo-

mere durch Sulfatide reduziert werden kdonnen.
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4.7 Zusammenfassung von Kooperationsprojekten mit Beteiligung im Rahmen der vor-

liegenden Arbeit

Im Rahmen von Kooperationen erfolgte in den ersten Jahren der Einarbeitung auch die Mitarbeit an
anderen Projekten welche bereits publiziert werden konnten. Eine kurze Zusammenfassung dieser Pub-
likationen, sowie der Beitrag des Verfassers dieser Arbeit zu den jeweiligen Projekten und die Bedeu-
tung der Daten im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit sollen im Folgenden kurz erlautert wer-

den.

4.7.1 Effekt verschiedener Phospholipide auf die a-Sekretase-Aktivitat des nicht-amyloidoge-

nen Prozessierungsweges der Alzheimer-Erkrankung

Die nachfolgenden Daten wurden publiziert im International Journal of Molecular Science

Grimm M.O.W.*, Haupenthal V.J.*, Rothhaar T.L., Zimmer V.C., Grosgen S., Hundsdorfer B., Leh-
mann 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): 5879-5898. * equally
contributed (GRIMM et al., 2013a)

Neben der amyloidogenen Prozessierung besitzt die nicht-amyloidogene Prozessierung fir die Alzhei-
mer-Erkrankung eine besondere Bedeutung. Durch den Schnitt der a-Sekretase innerhalb der AB-Do-
méne von APP wird die Entstehung von AP verhindert. Eine gesteigerte nicht-amyloidogene Prozessie-
rung kann somit zu einer Reduktion von AP beitragen. Aufgrund des Schnittes der y-Sekretase innerhalb
der Transmembranregion von APP, wurde in friiheren Studien insbesondere der Einfluss der Lipidzu-
sammensetzung auf dieses Enzym untersucht (HOLMES et al., 2012). Ziel des Projektes war es daher
die Verdnderung der a-Sekretase-Aktivitat unter dem Einfluss verschiedener Phospholipide systema-
tisch zu untersuchen. Es wurden Phospholipide mit unterschiedlichen Kettenldngen, variabler Kopf-
gruppe und veranderter Anzahl und Position der Doppelbindungen analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit
bestand die Mitbeteiligung in der Mitarbeit in der Zellkultur und der statistischen Auswertung der Daten
mittels SPSS.

Es konnte nachgewiesen werden, dass kurzkettige Phospholipide (Phosphatidylcholin (PC) 10:0 und PC
12:0) im Vergleich zu PC 18:0 die a-Sekretase-Aktivitat auf 120-140 % steigern konnen. Phospholipide
mit einer Kettenldnge von > 18:0 zeigten weder einen positiven noch einen negativen Effekt auf die a-
Sekretase-Aktivitdt. Die Verénderung der Kopfgruppe erbrachte keine konsistenten Ergebnisse. Wéh-
rend Phosphatidylserin (PS) 12:0 in lebenden Zellen eine Reduktion der a-Sekretase-Aktivitat bewirkte,
zeigte sich bei Inkubation auf Membranen eine Steigerung der a-Sekretase-Aktivitat fiir PS 14:0. Eben-
falls signifikante VVeranderungen ergaben sich fur die Inkubation mit Phospholipiden mit einer unter-

schiedlichen Zahl von Doppelbindungen, welche sich insbesondere auf die Membranfluiditat auswirken
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(ESCRIBA et al., 2008). Ab vier Doppelbindungen konnte dabei eine Steigerung der a-Sekretase-Akti-
vitat auf 120-150 % im Vergleich zu PC 18:0 nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit Daten einer
friheren Studie, die zeigte, dass eine erhdhte Konzentration ungesattigter Fettsauren die Produktion von
sAPPa steigern kann (YANG et al., 2011). Die Position der Doppelbindungen bewirkte keinen signifi-
kanten Effekt auf die Aktivitat des Enzyms.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich nicht nur die y-Sekretase-Aktivitat durch die Zusammensetzung der
Lipidkomposition der Membranen beeinflussen ldsst, sondern auch die a-Sekretase-Aktivitét hierdurch
direkt beeinflusst werden kann. Im Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten liel3en sich in friiheren Stu-
dien Veranderungen der Phospholipide nachweisen (NITSCH et al., 1992). Dies unterstreicht die The-
orie, dass Lipide im Krankheitsprozess der Alzheimer-Erkrankung eine wichtige Rolle spielen kdnnten,

was im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden sollte.

4,72 Sind Phytosterine das bessere Cholesterin bei der Alzheimer-Erkrankung?

Eine mechanistische Studie.

Die nachfolgenden Daten wurden publiziert im Journal of Neuroscience.

Burg, V.K., Grimm, H.S., Rothhaar, T.L., Grosgen, S., Hundsdorfer, B., Haupenthal, VV.J., Zim-
mer, V.C., Mett, J., Weingartner, O., Laufs, U., Broersen, L.M., Tanila, H., Vanmierlo, T.,
Lutjohann, D., Hartmann, T., and Grimm, M.O. (2013). Plant sterols the better cholesterol in
Alzheimer's disease? A mechanistical study. J Neurosci 33, 16072-16087. (BURG et al., 2013)

Cholesterin ist ein essentieller Bestandteil in den zerebralen Membranen. Dort reichert es sich insbeson-
dere in den Lipid Raft-Domanen an (SIMONS, IKONEN, 1997), welche mit der amyloidogenen Pro-
zessierung in Verbindung gebracht werden (EHEHALT et al., 2003). Phytosterine bilden das natiirlich
vorkommende Cholesterin-Aquivalent in Pflanzen und konnen die Blut-Hirn-Schranke passieren und
so in zerebrale Membranen integriert werden (VANMIERLO et al., 2012). In Pflanzen konnte gezeigt
werden, dass Phytosterine sich ebenfalls in Lipid Raft-Domanen anreichern, sodass ein Einfluss auf die
amyloidogene Prozessierung moglich erscheint (MONGRAND et al., 2010). Ziel dieses Projektes war
es daher die Veranderung der amyloidogenen Prozessierung durch unterschiedliche Phytosterine im
Vergleich zu Cholesterin zu untersuchen. Im Rahmen dieses Projektes bestand die Beteiligung in der
Untersuchung des Einflusses von Stigmasterin auf die Sekretionsleistung der Zelle mit Hilfe des SEAP-

Versuchs, sowie in der Mithilfe bei der Zellkultur.

Es wurden hierzu Zellkulturversuche mit verschiedenen haufig vorkommenden Phytosterinen (B-Sitos-
terin, Stigmasterin, Brassicasterin, and Campesterin) durchgefiihrt und deren Effekt auf die amyloido-
gene Prozessierung im Vergleich zu Cholesterin oder einer Losungsmittelkontrolle analysiert. Es zeigte

sich eine gesteigerte Aktivitdt der - und y-Sekretase im Zellkulturversuch unter erhéhtem Cholesterin-

119



Ergebnisse

gehalt. Die unterschiedlichen Phytosterine, bewirkten im Vergleich zu Cholesterin eine geringere Stei-
gerung der Sekretase-Aktivitdaten. Eine protektive Wirkung durch eine Reduktion der 3-Sekretase-Akti-
vitat konnte nur flr Stigmasterin nachgewiesen werden. Diese liel3 sich insbesondere durch eine Um-
verteilung von BACE1 von den Endosomen an die Zelloberfliache erklaren, wobei die B-Sekretase dort
eine geringere Aktivitéat aufweist. Gleichzeitig lieR sich flir Stigmasterin auch eine Anreicherung in den
Lipid Raft-Doménen beobachten, die zu einer Reduktion des Cholesterins und Verminderung der y-
Sekretase-Aktivitdt in diesen Regionen beitrug. Die unterschiedlichen Komponenten der y-Sekretase
zeigten sich auerdem unter dem Einfluss von Stigmasterin in ihrer Genexpression reduziert. Diese Er-
gebnisse lieRen sich auch in vivo bestétigen. Eine Stigmasterin-reiche Futterung von Méusen bewirkte
eine Reduktion der - und y-Sekretase-Aktivitadt sowohl im Gehirngewebe als auch in den Blutzellen,

welche in einem reduzierten AB-Gehalt resultierte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich auch die amyloidogene Prozessierung durch eine Veranderung der
Lipidzusammensetzung der Membran beeinflussen lasst. Dabei scheinen insbesondere die Lipid Raft-
Doménen eine wichtige Rolle zu spielen. Sulfatide reichern sich als Sphingolipide ebenfalls in den Lipid
Raft-Doménen der Zellen an, sodass bei der Untersuchung des Einflusses der Sulfatide auf die amy-
loidogene Prozessierung im Rahmen dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk auf die Lipid Raft-Do-

ménen gelegt wurde.

4.7.3 Der Einfluss von Vitamin D auf die APP-Prozessierung und die Ap-Degradation bei der
Alzheimer-Erkrankung.

Die nachfolgenden Daten wurden publiziert in Neurodegenerative diseases.

Grimm, M.O.*, Lehmann, J.*, Mett, J., Zimmer, V.C., Grosgen, S., Stahlmann, C.P., Hunds-
dorfer, B., Haupenthal, V.J., Rothhaar, T.L., Herr, C., Bals, R., Grimm, H.S., and Hartmann, T.
(2014). Impact of Vitamin D on amyloid precursor protein processing and amyloidbeta peptide
degradation in Alzheimer's disease. Neurodegenerative diseases 13, 75-81. (GRIMM et al.,
2014b)

Vitamin D3 zahlt zu den Secosteroiden und kann mit der Nahrung aufgenommen werden oder im Korper
unter dem Einfluss von UV-Strahlen aus Cholesterinderivaten synthetisiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass der Vitamin D-Rezeptor, der die physiologische Funktion des fettloslichen Vitamins ver-
mittelt, auch im zerebralen Gewebe exprimiert wird (CUI et al., 2013). Im Rahmen weiterer Studien liel3
sich auch ein Zusammenhang zwischen Vitamin D und der Alzheimer-Erkrankung nachweisen, wobei
eine Verschlechterung der kognitiven Funktionen mit einem geringeren Vitamin D-Spiegel assoziiert
werden konnte (LLEWELLYN et al., 2011). Vitamin D besitzt dabei u. a. antioxidative und antiin-
flammatorische Effekte und konnte sich so protektiv auf den Krankheitsverlauf auswirken
(ANNWEILER, BEAUCHET, 2011). Ziel dieses Projektes war es im Zellkultur- und Mausmodell auch

den Einfluss von Vitamin D auf die APP-Prozessierung und die AfB-Degradation zu untersuchen. Im
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Rahmen dieses Projektes bestand die Beteiligung in der Mithilfe bei der Zellkultur und der Messung der

Sekretase-Aktivitaten.

In Vitamin D-defizienten Mausen, die eine ca. 25%ige Reduktion des Vitamin D in Folge einer spezi-
ellen Fitterung aufwiesen, zeigte sich trotz der nur milden Defizienz ein um etwa 10 % gesteigerter
Ao und APs-Gehalt. Im Gegensatz hierzu lied sich im Zellkulturversuch auf N2A-Zellen durch eine
Langzeitinkubation mit dem aktiven Metaboliten von Vitamin D tber vier Wochen eine ca. 13%ige
Reduktion des AB-Gehaltes nachweisen. Die Untersuchung des zugrundeliegenden Mechanismus ergab,
dass es in den Vitamin D-defizienten Miusen zu einer Steigerung der B-Sekretase-Aktivitét in Folge
eines erhohten BACEL-Proteingehaltes kam. Gleichzeitig lie3 sich eine signifikante Reduktion der Af-
Degradation durch eine gesteigerte NEP-Expression und NEP-Aktivitat nachweisen. Nach oben genann-
ter Langzeitinkubation und Erhéhung des Vitamin D-Gehaltes im Zellkulturversuch konnte umgekehrt
eine gesteigerte AB-Degradation als Folge einer gesteigerten NEP-Aktivitét, eines erhohten IDE-Pro-
teingehaltes und einer verstérkten Expression anderer AB-degradierender Enzyme gemessen werden.

Abbildung 52 fasst die beschriebenen Ergebnisse schematisch zusammen.

APP
Abbildung 52: Schematische Zusam-
B-SeketEse-4—— BACH] "\ menfassung des Effekts von Vitamin
D auf die APP-Prozessierung und Ap-
Degradation. Abbildung modifiziert
y-Sekretase nach (GRIMM et al., 2014b). Vitamin D
reduziert die PB-Sekretase-Aktivitét
durch eine Verringerung des BACEL-

Proteingehalt

\ 4 Proteingehaltes, was zu einer Reduktion
AB Vitamin D des AB-Gehaltes in Folge einer vermin-
B derten Synthese beitragt. Gleichzeitig
Proteingehalt Genexpression erhdht Vitamin D ber verschiedene
‘ Mechanismen die Ap-Degradation (Er-
e J # hohung des Proteingehaltes von IDE,
NEP Degﬁgﬂg{;ns_ verstarkte Genexpression von NEP und
\ ‘/ Enzyme anderen Ap-degradierenden Enzymen)
/ was zu einer weiteren Reduktion des AB-

4 Gehaltes fhrt.

AB-Degradation

Diese Ergebnisse unterstiitzen somit die Annahme, dass eine Vitamin D-Defizienz sich negativ auf die
pathophysiologischen Prozesse der Alzheimer-Erkrankung auswirken kdnnte. Umgekehrt konnte im
Zellkulturversuch gezeigt werden, dass eine Steigerung des Vitamin D-Gehaltes und hierdurch bedingte
verstirkte AB-Degradation moglicherweise protektiv flr die Erkrankung ist. Fir die vorliegende Arbeit
waren diese Ergebnisse von Bedeutung, da im Rahmen einer friiheren Studie gezeigt werden konnte,

dass eine Erhéhung des Vitamin D-Gehaltes im Gehirngewebe von Méusen auch eine Steigerung des
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Sulfatid-Gehaltes bewirkt (POPESCU et al., 2018). Es konnte somit ein direkter Zusammenhang zwi-
schen den hier beobachteten Effekten von Vitamin D und dem Einfluss von Sulfatiden auf die amy-
loidogene Prozessierung bestehen. Hierauf soll im Rahmen der Diskussion noch naher eingegangen

werden.

4.7.4 Vitamin E: Fluch oder Segen im Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung? Eine
systematische Analyse des Einflusses von a-, Y- und 8-Tocopherol auf die Ap-Synthese und die AB-
Degradation.

Die nachfolgenden Daten wurden publiziert im Journal of Nutrion, Health and Aging.

Grimm, M.O.*, Stahlmann, C.P.*, Mett, J., Haupenthal, V.J., Zimmer, V.C., Lehmann, J., Hundsdorfer,
B., Endres, K., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2015). Vitamin E: Curse or Benefit in Alzheimer's
Disease? A Systematic Investigation of the Impact of alpha-, gamma- and delta-Tocopherol on Ap Gen-
eration and Degradation in Neuroblastoma Cells. J Nutr Health Aging 19,646-656. (GRIMM et al.,
2015b)

Der Uberbegriff Vitamin E beinhaltet drei verschiedene Subklassen: Tocopherole, Tocotrienole und
Tocomonoenole. Diese unterscheiden sich durch eine unterschiedliche Zahl ungesattigter Fettsauren.
Innerhalb einer Subklasse bestehen auRerdem in Folge der Methylierung des Chromanrings die ver-
schiedenen Formen a-, B-, y- und 8-Tocopherol. a-Tocopherol wurde lange Zeit als wichtigster Vertreter
unter den Vitamin E-Typen betrachtet und ist das am haufigsten verwendete Vitamin E in Nahrungser-
ganzungsmitteln (BANKS et al., 2010). Die Entstehung von Reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive
oxygen species, ROS) durch einen erhohten AB-Gehalt bewirkt bei der Alzheimer-Erkrankung eine ver-
mehrte Lipid-Peroxidation welche schadlich fir die Zellen ist (BUTTERFIELD et al., 1994). Im Rah-
men der Alzheimer-Erkrankung wurde daher Vitamin E aufgrund seiner antioxidativen Wirkung ein
protektiver Effekt zugeschrieben (KONTUSH, SCHEKATOLINA, 2004). Andererseits interargiert Vi-
tamin E aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften mit den Membranen, sodass auch eine direkte Beein-
flussung der AB-Synthese und Degradation moglich wére. Ziel dieses Projektes war es daher die Effekte
der unterschiedlichen Tocopherole a, ¥ und 8 auf die Sekretasen und AB-Degradation zu untersuchen.
Im Rahmen dieses Projektes bestand die Beteiligung in der Mithilfe in der Zellkultur und der Messung

der Sekretase-Aktivitaten.

Im Rahmen der Untersuchungen lieR sich nachweisen, dass durch Inkubation der verschiedenen Toco-
pherole der AB-Gehalt im Medium der Zellen gesteigert wird. Zwischen den einzelnen Tocopherole
lieRen sich dabei keine Unterschiede darstellen. Als Ursache hierfiir konnte eine gesteigerte y-Sekretase-

Aktivitat in lebenden Zellen beobachtet werden welche sich auf einen erhdhten PS1-Proteingehalt und
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verstirkte Expression der Komponenten der y-Sekretase zurtickfuhren lie3. Dieser Effekt war am stérks-
ten ausgeprégt bei 6-Tocopherol. Ebenfalls konnte eine gesteigerte B-Sekretase-Aktivitét in lebenden
Zellen nach Inkubation mit den unterschiedlichen Tocopherolen nachgewiesen werden. 3-Tocopherol
flihrte dabei zu einer Steigerung des endosomalen BACEL wodurch die Aktivitat des Enzyms gesteigert
wird. Zuletzt konnte auch eine Reduktion der AB-Degradation infolge der Tocopherol-Inkubationen be-
obachtet werden. Diese war am ehesten durch eine verstarkte Aktivitat von IDE bedingt. Die Ergebnisse

des Projektes sind in Abbildung 53 zusammenfassend dargestellt.

 N-Terminus Tocopherole
sAPPB |
verminderte IDE-Aktivitat
4— B-Sekretase-Schnitt 5 -
| egraaation
extrazellular AB AB " + g *
Membran — | | -Sekretase-Schnitt ——> BPp—>
intrazellular B-Sekretase + |_| y-Sekretase
bl C-Terminus +
["CTF (ng) Uber eine verstarkte Genexpression
Uber eine verstarkte BACE 1-Genexpression der y-Sekretase
und einen erhéhten BACE1-Proteingehalt in den Endosomen I

Tocopherole Tocopherole

Abbildung 53: Zusammenfassende Darstellung der Effekte der Tocopherole auf die amyloidogene
Prozessierung und die Ap-Degradation. (Abbildung tbersetzt nach (GRIMM et al., 2015b)) Toco-
pherole wirken {iber verschiedene Mechanismen auf den AB-Gehalt der Zellen. Einerseits steigern Toco-
pherole die Genexpression und verstarken die endosomalen Lokalisation von BACE1 woraus eine ver-
stirkte B-Sekretase-Aktivitat resultiert. Gleichzeitig wird durch eine vermehrte Genexpression auch die
Aktivitdt der y-Sekretase gesteigert und somit insgesamt die AB-Synthese verstérkt. Andererseits bewir-
ken die Tocopherole auch eine reduzierte AB-Degradation Uber einen IDE-vermittelten Mechanismus.

Tocopherole scheinen somit durch eine Verstiarkung der AB-Synthese und Reduktion der AB-Degrada-
tion zu einer Erhhung des AB-Gehaltes zu fuhren, was negative Konsequenzen fur den Krankheitsver-
lauf haben kdnnte. Gleichzeitig liel3 sich in friiheren Studien der antioxidative Effekt der Tocopherole
auch im Mausmodell nachweisen. Wahrend Vitamin E als Antioxidanz protektiv fiir die Alzheimer-
Erkrankung ist steht dem die Erh6hung des AB-Gehaltes entgegen. In weiteren Studien kénnten andere
Antioxidantien untersucht werden, um die antioxidative Wirkung ohne eine Erh6hung des AB-Gehaltes
nutzen zu kénnen. Fur die vorliegende Arbeit waren diese Ergebnisse wichtig, da nachgewiesen werden
konnte, dass durch die Interaktion eines lipophilen Vitamins neben den Sekretase-Aktivitaten auch die
Ap-Degradation beeinflusst werden kann. Somit I&sst sich schlieRen, dass die Lipidkomposition auch

bei der AB-Degradation eine Rolle spielt weswegen dies im Falle von Sulfatiden auch untersucht wurde.
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4.7.5 Die aus der amyloidogenen, B- und y-Sekretase-abhéngigen Prozessierung von APP ent-

stehende APP-intrazellulare Doméne reguliert die Neprilysin-Expression.

Die nachfolgenden Daten wurden publiziert im Frontiers in Aging Neuroscience.

Grimm, M.O.*, Mett, J.*, Stahlmann, C.P., Grosgen, S., Haupenthal, V.J., Blumel, T., Hundsdorfer, B.,
Zimmer, V.C., Mylonas, N.T., Tanila, H., Muller, U., Grimm, H.S., and Hartmann, T. (2015). APP
intracellular domain derived from amyloidogenic beta- and gammasecretase cleavage regulates nepri-
lysin expression. Front Aging Neurosci 7, 77. (GRIMM et al., 2015a)

Die genregulatorische Wirkung von AICD wird vielfach diskutiert (siehe hierzu auch Abschnitt 5.6.1).
Neprilysin zédhlt gemeinsam mit IDE zu den wichtigsten AB-degradierenden Enzymen, weswegen es
eine besondere Relevanz fiir den zerebralen AB-Gehalt bei der Alzheimer-Erkrankung besitzt. Der Ein-
fluss von AICD auf die Genexpression von Neprilysin wurde daher in einer Vielzahl von Studien unter-
sucht. Wahrend einige Autoren nachweisen konnten, dass AICD zu einer Steigerung der NEP-Expres-
sion flihrt konnte dies in anderen Studien nicht bestatigt werden (BELYAEV et al., 2009; GRIMM et
al., 2013b; PARDOSSI-PIQUARD et al., 2005). Ziel dieses Projektes war es daher mit Hilfe verschie-
dener Methoden, pharmakologischen sowie genetischen Ansatzen, den Einfluss von AICD auf die Ne-
prilysin-Genexpression genauer zu untersuchen und den zugrundeliegenden Regulationsmechanismus
aufzuklaren. Im Rahmen dieses Projektes bestand die Beteiligung in der Zellkultur sowie Inkubationen

mit Inhibitoren (u. a. Endozytoseinhibitor).

In Presenilin 1/2-defizienten sowie APP/APLP2-defizienten MEF-Zellen konnte eine signifikante Re-
duktion der NEP-Genexpression, des Proteingehaltes und der Enzymaktivitdt nachgewiesen werden.
Dies lief3 sich auch nach Inkubation mit einem y-Sekretase-Inhibitor bestatigen. Mit Hilfe unterschied-
licher Methoden konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation mit AICD eine Steigerung der NEP-Gen-
expression und Aktivitat bewirkt. Auch mittels genetischer Uberexpression des C50-Fragments lieR sich
dieser Effekt vom AICD objektivieren. Interessanterweise konnte mit verschiedenen Inhibitoren und
defizienten Zelllinien gezeigt werden, dass die Genexpressionssteigerung durch AICD nur im Zusam-
menhang mit der -Sekretase beobachtet werden kann, sich aber nicht durch die a-Sekretase beeinflus-
sen lasst. Die AICD-vermittelte Steigerung der Genexpression von Neprilysin liel sich auch im Maus-

modell bestatigen.

Die Ergebnisse der Studie konnten somit die Beteiligung von AICD bei der Transkription von NEP in
vitro und in vivo bestétigen. Mit Hilfe verschiedener Methoden und unterschiedlicher Modelle lieR sich
nachweisen, dass Uberwiegend das aus der amyloidogenen Prozessierung stammende AICD eine tran-
skriptionelle Aktivitat zu besitzen scheint. Fir die vorliegende Arbeit waren diese Ergebnisse wichtig,
da am Beispiel von NEP der Einfluss von AICD auf die Genexpression von verschiedenen Enzymen
nochmals bestatigt werden konnte. Bei der Untersuchung des Einflusses der APP-Prozessierung auf die

Sulfatid-Synthese war dies von besonderer Bedeutung fiir die weiteren Versuche.
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4.7.6 Die Presenilin-abhangige APP-Prozessierung reguliert die Glucosylceramid-Synthase und

ist im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung verandert.

Die nachfolgenden Daten wurden publiziert im Cellular Physiology and Biochemistry.

Grimm, M.O.*, Hundsdorfer, B.*, Grosgen, S., Mett, J., Zimmer, V.C., Stahlmann, C.P., Haupenthal,
V.J., Rothhaar, T.L., Lehmann, J., Patzold, A., Zinser, E.G., Tanila, H., Shen, J., Muller, U., Grimm,
H.S., and Hartmann, T. (2014). PS dependent APP cleavage regulates glucosylceramide synthase and is
affected in Alzheimer's disease. Cell Physiol Biochem 34, 92-110. (GRIMM et al., 2014a)

Ganglioside sind glykosylierte Sphingolipide deren Biosynthese durch die Bindung von Glukose an
Ceramide initiiert wird. Dieser erste, geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Gangliosid-Synthese
wird durch die GCS katalysiert, die somit fiir die Entstehung aller Ganglioside essentiell ist. Ganglioside
besitzen vor allem im neuronalen Gewebe eine relevante Funktion in der Differenzierung und Prolife-
ration von Zellen (DEGROOTE et al., 2004). In einigen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen
der Alzheimer-Erkrankung und dem zerebralen Gangliosid-Gehalt nachgewiesen werden (CHAN et al.,
2012; CUTLER et al., 2004). Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass sich das Gangliosid GM1
uber verschiedene Mechanismen negativ auf die APP-Prozessierung, AB-Synthese und AB-Aggregation
auswirkt (YANAGISAWA et al., 1995; ZHA et al., 2004). Ziel dieses Projektes war es daher zu unter-
suchen inwiefern die APP-Prozessierung auch die Gangliosid-de novo-Synthese beeinflussen konnte.
Im Rahmen dieses Projektes bestand die Beteiligung in der Durchfiihrung den Western Blot-Ana-
lysen von AP, sAPPa und sAPPP nach Langzeit-Inkubation mit Glucosylceramid (GlucCer)

und DL-PDMP.

In Presenilin- bzw. APP/APLP2-defizienten-MEF-Zellen zeigte sich ein erhohter Gangliosid-Gehalt,
wobei insbesondere auch der GlucCer-Gehalt als Vorlauferlipid gesteigert war. Dies konnte zuriickge-
fiihrt werden auf eine verstarkte Genexpression, einen erhohten Proteingehalt und eine gesteigerte Ak-
tivitat der GCS. Diese Ergebnisse lieBen sich auch im Gehirngewebe von APP- bzw. PS1/2-defizienten
Mausen bestatigen. Aufgrund der diskutierten Funktion von AICD bei der Transkription verschiedener
Enzyme wurde vermutet, dass AICD mdglicherweise eine Reduktion der GCS-Genexpression bewirken
konnte. Wahrend sich die GCS-Aktivitat nach Inkubation mit AICD reduziert zeigte liel? sich jedoch
kein Effekt auf die Genexpression der GCS beobachten. Daruiber hinaus konnte im Rahmen dieser Stu-
die gezeigt werden, dass die GCS-Genexpression im Gehirngewebe verschiedener Alzheimer-Mausmo-
delle gesteigert ist. Im zerebralen Gewebe von Alzheimer-Patienten zeigte sich eine Erhohung des
Gangliosid-Gehaltes, welche teilweise ebenfalls auf eine gesteigerte GCS-Genexpression zurlickgefihrt

werden konnte.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der APP-Prozes-
sierung und der Genexpression der GCS besteht. Mdglicherweise besitzt AICD in diesem Zusammen-
hang eine wichtige Funktion, wobei in weiteren Studien die genaue Wirkung von AICD auf die GCS
untersucht werden mdisste. Die im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung beobachtete Steigerung des ze-
rebralen Gangliosid-Gehaltes konnte sich dariiber hinaus auf die AB-Synthese auswirken, wobei eine
Inhibition der GCS in der Zellkultur zu einer Reduktion von A fithrte (TAMBOLI et al., 2005). Diese
Ergebnisse bestatigen den engen Zusammenhang zwischen den Sphingolipiden und der Alzheimer-Er-
krankung weswegen sie eine besondere Bedeutung auch fiur diese Arbeit besitzen. Ceramide bilden
dariiberhinaus den Vorlaufer der Sulfatide, sodass eine gesteigerte Expression der GCS zu einer Reduk-

tion des Eduktes der Sulfatid-Synthese fiihrt und somit die Sulfatid-Homdostase indirekt beeinflusst.

4.7.7 Steigerung der PGCla-Genexpression Uber einen mit der Alzheimer-Erkrankung assozi-
ierten Stoffwechselweg: Presenilin 1/APP/AICD.

Die nachfolgenden Daten wurden publiziert im Aging Cell.

Robinson, A., Grosgen, S., Mett, J., Zimmer, V.C., Haupenthal, V.J., Hundsdorfer, B., StahImann, C.P.,
Slobodskoy, Y., Muller, U.C., Hartmann, T., Stein, R., and Grimm, M.O. (2014). Upregulation of PGC-
lalpha expression by Alzheimer's disease-associated pathway: presenilin 1/amyloid precursor protein
(APP)/intracellular domain of APP. Aging Cell 13, 263-272. (ROBINSON et al., 2014)

PGCla dient als Co-Aktivator bei der Transkription und steigert tber verschiedene Wege die Genex-
pression unterschiedlicher Bestandteile des mitochondrialen Energiemetabolismus (RODGERS et al.,
2008). Die Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle im Energiehaushalt der Zelle. Bei der Alz-
heimer-Erkrankung konnte eine mitochondriale Dysfunktion und reduzierte Expression verschiedener
am Energiemetabolismus beteiligter Proteine bereits mehrfach nachgewiesen werden (RIEMER, KINS,
2013). Auch im Mausmodell lieB sich diese Dysregulation feststellen (YAO et al., 2009). Uber die Ur-
sache der gestdrten mitochondrialen Funktion im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung ist bisher wenig
bekannt, sodass es Ziel dieses Projektes sein sollte zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen der
APP-Prozessierung und der Mitochondrien-Funktion besteht. Im Rahmen dieses Projektes bestand die
Beteiligung in der Bestimmung des ATP-Gehaltes in unterschiedlichen Zelllinien sowie der Mithilfe bei

Western Blot-Analysen.

Zunéchst wurde der Energiehaushalt in Presenilin 1/2-defizienten-Zellen untersucht. Hier zeigte sich,
als Zeichen einer gestorten mitochondrialen Funktion, eine Reduktion des ATP-Gehaltes und des Sau-
erstoff-Verbrauchs bei gleichzeitiger Erhdhung der Membranpotentiale. Die weitere Analyse des
Proteoms konnte eine Reduktion des Proteingehaltes von 12 unterschiedlichen mitochondrialen Protei-
nen nachweisen. Diese lieR sich mittels gRT-PCR auf eine reduzierte Genexpression zurtickfiihren. Un-
ter diesen Proteinen zeigten sich u. a. alle Untereinheiten der ATP-Synthase reduziert, sodass ein ge-

meinsamer Mechanismus diskutiert wurde. Die Expression der Proteine der Atmungskette wird reguliert
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uber den Superaktivator PGC1la der mit den unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren interagiert. Tat-
séchlich zeigte sich in den Presenilinl/2-defizienten-Zellen eine Reduktion der PGC1la-Genexpression
und des PGCla-Proteingehaltes. Der Effekt auf die Genexpression von PGCla liel sich schlielich
auch in APP/APLP2-defizienten-Zellen und APPACT15-Zellen nachweisen, sodass Presenilin tiber das
Prozessierungsprodukt AICD auf die Expression von PGCla Einfluss zu nehmen scheint. Tatsachlich
konnte in Folge einer Inkubation mit AICD die PGC1a-Genexpression und Promotoraktivitét gesteigert
werden. Diese Ergebnisse lieBen sich auch im murinen Hirngewebe von APP-defizienten- bzw.
APPACT15-Mdausen bestétigen.

Zusammenfassend konnte eine Regulation der mitochondrialen Funktion iber die Presenilin-abhéngige
Synthese von AICD nachgewiesen werden. Hierbei bewirkt die Steigerung der PGC1a-Genexpression
die Stimulation einer Vielzahl von Proteinen des mitochondrialen Stoffwechsels. Eine mdgliche Beein-
trachtigung dieses Mechanismus, beispielsweise durch eine Presenilin-FAD-Mutation kdnnte somit zu
einer mitochondrialen Dysfunktion fiihren. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit konnte im
Rahmen einer frilheren Studie gezeigt werden, dass sich in PGC1a-Knock-out-Mdusen eine signifikante
Reduktion des Sulfatid-Gehaltes beobachten lasst (KIEBISH et al., 2012). Dies legt eine direkte Ver-

bindung zwischen Sulfatiden, AICD und der mitochondrialen Funktion nahe.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es die wechselseitige Beeinflussung des Sulfatid-Metabolismus und der APP-Pro-
zessierung in Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung zu untersuchen. Hierbei sollte gepruft
werden in wie weit der Sulfatid-Gehalt im Hirngewebe von Alzheimer-Patienten veréndert ist und ob
eine Beeinflussung des Sulfatid-Metabolismus durch die APP-Prozessierung vorliegt. Umgekehrt soll-
ten auch die Auswirkungen eines veranderten Sulfatid-Gehaltes auf die APP-Prozessierung analysiert
werden. Somit sollte untersucht werden, ob ein veranderter Sulfatid-Gehalt im Laufe der Alzheimer-
Erkrankung die pathophysiologischen Prozesse beeinflusst oder umgekehrt Folge der Erkrankung ist,

wobei auch eine wechselseitige Beeinflussung maglich ware.

5.1 Sulfatid-Gehalt im Gehirn wahrend des physiologischen Alterungsprozesses

Der Untersuchung der Lipid-Komposition im Gehirn von Alzheimer-Patienten und deren Bedeutung fur
die pathophysiologischen Prozesse kam in den letzten Jahren vermehrte Bedeutung zu (zusammenge-
fasst in: (GRIMM et al., 2017b; WONG et al., 2017). Die Trockenmasse des menschlichen Gehirns
besteht zu 60 % aus Lipiden. In einigen Studien konnte auBerdem gezeigt werden, dass sich wahrend
des physiologischen Alterungsprozesses die Lipidzusammensetzung im Gehirn verdndert. Dabei konn-
ten Svennerholm et. al. eine signifikante Reduktion des kortikalen Cholesteringehaltes mit zunehmen-
dem Alter nachweisen. Innerhalb der WeiRen Substanz zeigte sich zudem eine Reduktion des Sulfatid-
Gehaltes wéhrend des Alterungsprozesses (SVENNERHOLM et al., 1994).

Die Analyse des Sulfatid-Gehaltes aus der hier verwendeten Grauen Substanz in Korrelation zum Alter
der Patienten konnte in unserer Kohorte keine signifikante Verdnderung nachweisen (Abbildung 7). Ob
in der WeiBen Substanz ein altersabhangiger Verlust der Sulfatide nachweisbar gewesen ware, konnte
bei fehlendem Material nicht weiter untersucht werden. In der von Svennerholm et al. publizierten Stu-
die wurde eine signifikante Sulfatid-Reduktion nur zwischen der Gruppe der unter 40-Jahrigen und der
Gruppe der (ber 80-jahrigen nachgewiesen (SVENNERHOLM et al., 1994). Die hier vorliegende Ko-
horte beinhaltete jedoch nur Patienten zwischen 63 und 88 Jahren, sodass sich moglicherweise aufgrund
des geringeren Altersunterschiedes keine signifikanten Unterschiede nachweisen lassen. Im Gegensatz
zur Studie von Svennerholm wurden in dieser Arbeit keine Altersgruppen miteinander verglichen, son-
dern es erfolgte eine Korrelations-Analyse. Auch hierdurch kénnten die unterschiedlichen Ergebnisse
begriindet sein. Einer der wichtigsten Risikofaktoren bei der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung ist
das Alter, sodass man vermuten kdnnte, dass neben anderen Faktoren auch die Veranderung der Lipid-
zusammensetzung des Gehirns im Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses eine Rolle fir die
Erkrankung spielt. Treten dann die erkrankungsspezifischen pathologischen Prozesse hinzu, kénnten
die physiologischen Kompensationsmechanismen nicht mehr ausreichen und so die Entstehung der Alz-

heimer-Erkrankung beginstigen. Fir die Untersuchungen aus humanem Hirngewebe im Rahmen dieser
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Arbeit war es aus diesem Grund wichtig, dass sich keine signifikanten Unterschiede im Alter der beiden

Patientengruppen ergaben, um hierdurch bedingte Nebeneffekte auszuschliel3en.

5.2 Zerebraler Sulfatid-Gehalt bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen

Im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen des zentralen Nervensystems konnten bereits Ver-
anderung des Lipidgehaltes bestimmter Lipidklassen im Gehirn nachgewiesen werden. Hierzu z&hlen
insbesondere die genetisch bedingten neurodegenerativen Erkrankungen bei denen es durch Enzymde-
fekte des Lipidstoffwechsels zu einer Akkumulation von verschiedenen Lipiden kommt. Zu diesen sog.
Lysosomalen-Speichererkrankungen gehdrt auch die Metachromatische Leukodystrophie (MLD). In
Folge eines Defektes des fir den Sulfatid-Katabolismus verantwortlichen Enzyms Arylsulfatase A,
kommt es zu einer Akkumulation von Sulfatiden in den lysosomalen Kompartimenten von Oligodendro-
zyten, Schwannzellen, Astrozyten und auch Neuronen. Die Anreicherung der Sulfatide fuhrt zu einer
Demyelinisierung und stimuliert die Bildung von inflammatorischen Zytokinen (zusammengefasst in
(VAN RAPPARD et al., 2015). Es werden in Abhangigkeit der Schwere des Gendefektes drei Formen
der Erkrankung unterschieden, welche sich in unterschiedlichen Lebensphasen prasentieren. Bei der
infantilen Variante fiihrt eine homozygot vorliegende Mutation im ARSA Gen zum vollstandigen Ver-
lust des funktionsfahigen Enzyms. Bereits im Alter von weniger als 2,5 Jahren treten schwere Ataxien,
zentrale Paresen sowie epileptische Anfalle auf. Die Erkrankung verlauft innerhalb von wenigen Jahren
todlich. Die juvenile Variante kann zwischen dem 2. Lebensjahr und dem 16. Lebensjahr auftreten.
Meist besteht ein heterozygoter Gendefekt wodurch eine unzureichende Menge an funktionsfahiger A-
rylsulfatase A gebildet wird. Die Erkrankung verlduft langsamer als bei der infantilen Form der Erkran-
kung. Leitsymptom ist ebenfalls eine Ataxie und spastische Parese, epileptische Anfalle kdnnen vor-
kommen. Bei der adulten Form der MLD treten erste Symptome erst nach dem 16. Lebensjahr auf. Die
Akkumulation der Sulfatide erfolgt deutlich langsamer, da die vorliegenden Gendefekte lediglich eine
reduzierte Enzymaktivitdt zur Folge haben. Erste Symptome sind haufig Verhaltensauffalligkeiten und
kognitive Defizite, die Erkrankung verlduft meist erst nach mehreren Jahrzehnten tddlich (zusammen-
gefasst in (VAN RAPPARD et al., 2015). Insbesondere die adulte Variante der MLD zeigt, dass ein
funktionsfahiger Sulfatid-Metabolismus fiir die kognitiven Funktionen im menschlichen Gehirn not-
wendig ist. Wahrend die frihe Akkumulation von Sulfatiden in der Entwicklung insbesondere zu moto-
rischen Defiziten fiihrt, scheinen im Erwachsenenalter Sulfatide eher fir hohere zerebrale Funktionen
wie Emotionen und Kognition von Bedeutung zu sein. Fiir die pathophysiologischen Prozesse bei der
Alzheimer-Erkrankung lasst sich somit schliel3en, dass ein verénderter Sulfatid-Metabolismus sich auch
auf die kognitiven Funktionen auswirken konnte. Ahnlich wie bei der Alzheimer-Erkrankung lieRen
sich auch bei Patienten mit MLD erhohte Spiegel fir Tau und phosphoryliertes Tau im Liquor nachwei-
sen, wihrend AP in unverénderter Konzentration vorlag (TARASIUK et al., 2012). Dies unterstreicht

die Zusammenhange zwischen neurodegenerativen Erkrankungen und dem Sulfatid-Metabolismus.
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Neben den genetisch bedingten neurodegenerativen Erkrankungen sind in den letzten Jahren auch fir
sporadisch auftretende neurodegenerative Erkrankungen Veranderungen des Lipidgehaltes im Gehirn-
gewebe nachgewiesen worden. Verdnderungen der Lipidzusammensetzung des Gehirns wurden im Zu-
sammenhang der Multiplen Sklerose sowie der Parkinson-Erkrankung (FABELO et al., 2011;
HALLETT et al., 2018) und nicht zuletzt im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung beschrieben. Fabelo
et al. konnten zeigen, dass bei Parkinson Erkrankten im Vergleich zur Kontrollgruppe im Krankheits-
verlauf eine altersunabhangige Reduktion des Sulfatid-Gehaltes auftritt (FABELO et al., 2011). Dies ist
auch im Hinblick auf die Alzheimer-Erkrankung von Interesse, da im Verlauf der Parkinson-Erkrankung
ebenfalls eine dementielle Entwicklung auftreten kann. Hierbei konnte an post mortem Proben von Par-
kinson Patienten mit Demenz gezeigt werden, dass es zu einer signifikanten Ablagerung von AP im
Striatum dieser Patienten kommt (KALAITZAKIS et al., 2008). Bisher existieren jedoch keine Daten
dazu, ob die Reduktion des Sulfatid-Gehaltes bei Parkinson-Patienten mit Demenz hoher ist als bei Pa-

tienten ohne Demenz.

Ebenfalls von Interesse kdnnte die Untersuchung des Sulfatid-Gehaltes bei Patienten mit affektiven Sto-
rungen sein. In friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass durch eine Erhéhung des Ceramid-Gehal-
tes im Hippocampus, depressive Verhaltensmuster bei Mausen ausgeldst werden kdnnen (GULBINS et
al., 2013). Ceramide bilden dabei die Vorlaufer der Sulfatide, sodass auch eine verstarkte Sulfatid-De-
gradation zu einem Anstieg des Ceramid-Gehaltes fuhren kénnte. Ein ahnlicher Zusammenhang konnte
fiir Sphingomyelin bereits gezeigt werden, wobei eine Verschiebung des Gleichgewichts von Ceramiden
hin zu Sphingomyelin protektiv bei Depressionen zu sein scheint (GULBINS et al., 2018). Auch einige
der heute verwendeten Antidepressiva, wie beispielsweise Amitriptylin oder Fluoxetin, greifen an die-
sem Mechanismus an und reduzieren, durch die Inhibition der azidischen Sphingomyelinase, die Kon-
zentration von Ceramiden bei gleichzeitiger Steigerung des Sphingomyelin-Gehaltes (GULBINS et al.,
2013). Depressionen zéhlen zu den hdufigen Friilhsymptomen der Alzheimer- und Parkinson-Erkran-
kung (BENNETT, THOMAS, 2014; MARSH, 2013), sodass hier mdglicherweise ebenfalls eine Ver-
anderung des Sphingolipid-Stoffwechsels zu Grunde liegen kdénnte.

Diese Beispiele zeigen, dass der Sphingolipid-Metabolismus und der Sulfatid-Gehalt des Gehirns nicht
nur flr die physiologischen Prozesse wichtig sind, sondern auch mafigeblich an der Pathophysiologie

von unterschiedlichen Erkrankungen beteiligt sein kdnnen.

5.3 Sulfatid-Gehalt im Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten

Eine Vielzahl von Studien beschéftigte sich in den vergangenen Jahren mit der Veranderung der Lipid
Komposition im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung. Urséchlich fur dieses Interesse waren, neben der
membrangebundenen APP-Prozessierung, u. a. die friihen GWAS-Studien (engl. ,, Genome wide asso-

ziation Study ) in denen der ApoEe4-Status als wichtigster genetischer Risikofaktor fir die Entstehung
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der Alzheimer-Erkrankung nachgewiesen werden konnte (CORDER et al., 1993). Die physiologische
Funktion von ApoE im menschlichen Gehirn ist dabei der Transport von Lipiden, u. a. auch von Sul-
fatiden, weswegen ein Zusammenhang zwischen Lipiden und der Alzheimer-Erkrankung naheliegend
ist (HAN et al., 2003a). Bereits 2002 konnte in einer Studie von Han et al. gezeigt werden, dass eine
starke Reduktion des Sulfatid-Gehaltes im Gehirn von Alzheimer-Patienten vorliegt (HAN et al., 2002).
Diese Verdnderungen lie3en sich, trotz des hoheren Sulfatid-Gehaltes in der WeiRen Substanz, deutli-
cher in der Grauen Substanz nachweisen und traten bereits in den Frihstadien der Alzheimer-Erkran-
kung auf. Aufgrund der geringen Fallzahl folgten weitere Studien um die Reproduzierbarkeit dieser
Ergebnisse in verschiedenen Kohorten zu Uberprifen. Interessanterweise lieen sich jedoch keine kon-
sistenten Daten beziliglich des Sulfatid-Gehaltes im Alzheimer-Gehirngewebe nachweisen. Wéhrend in
zwei folgenden Studien keine signifikante Veranderung des Sulfatid-Gehaltes (CHAN et al., 2012;
CUTLER et al., 2004) gemessen wurde, zeigte sich in zwei weiteren Studien ebenfalls eine signifikante
Reduktion des Sulfatid-Gehaltes in der Grauen Substanz (CHENG et al., 2013; GONZALEZ DE SAN
ROMAN et al., 2017). Bandaru et al. konnten hingegen nur eine signifikante Reduktion in der WeiRen
Substanz, nicht aber in der Grauen Substanz nachweisen (BANDARU et al., 2009). Auf die methodi-
schen Unterschiede der Studien und hierdurch bedingte Abweichungen der Ergebnisse soll im Verlauf
der Arbeit noch néher eingegangen werden. Tabelle 22 fasst die Ergebnisse der einzelnen Studien noch-

mals tabellarisch zusammen.

Tabelle 22: Literatur-Zusammenfassung: Sulfatid-Gehalt im Hirngewebe von Alzheimer-Patien-
ten. Zusammenfassung der bisherigen Literatur (iber die VVerdnderungen des zerebralen Sulfatid-Gehal-
tes im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung.

Publikation Methodik Effekte Ergebnisse
Probenzahl Trennung
graue/weile
Substanz
(HAN et al., ESI/MS Ja H e 91% Gesamt-Sulfatid
2002) CDR 0 (n=5) CDR 0,5 Reduktlon_ in Grauer
(n=3) CDR 1 (n=4) CDR Substanz im Tempo-
rallappen

2 (n=6) CDR 3 (n=4) e 51% Gesamt-Sulfatid

Reduktion in Weiller
Substanz im Tempo-

rallappen
(CUTLER et al.,, ESI/MS Nein — e Keine signifikante
Kontr. n=2), Mild Veranderung des Sul-
2004) (n=5) ME)der;t (n=8) fatid-Gehaltes in iso-

Schwer (n=12) lierten Membranen
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Publikation Methodik Effekte Ergebnisse
Probenzahl Trennung
graue/weile
Substanz
(BANDARU et ESI/MS Nein — Keine  signifikante
Kontr. (n=26), Verénderung des Sul-
al., 2009) AD _(30 ) ! fatid-Gehaltes in der
(n=30) Grauen Substanz
78%ige Reduktion in
der Weilen Substanz
(CHAN et al., ESI/MS Nein ) Tendenzielle, nicht
Kontr. (n=10), signifikante  Reduk-
2012) _( ) tion der Gesamt-Sul-
AD (n=10) fatide
(CHENG et al., MALDI-TOF/MS Ja } 35 % Reduktion  der
Kontr. (n=6), Gesamt-Sulfatide
2013) . ;
Reduktion
(GONZALEZ MALDI-IMS Ja H 50 % Reduktion der
Kontr (n=5), Braak I-11 Gesamt-Sulfatide in
DE SAN — (n=3) } der Grauen Substanz
i (n=5), Braak IlI-1V
ROMAN et al., (n=5) des Frontallappens
2017 s 3 Nicht  signifikante
) Braak V-V1 (n=5) Reduktion in der
Weillen Substanz
Daten dieser Kontr. (n=10), Ja 1 28 % Reduktion der

AD (n=20)

Gesamt-Sulfatide in

Arbeit der Grauen Sub-

stanz des Frontalla-
ppens

Aufgrund der Diskrepanz der Studienlage, sollte im Rahmen dieser Arbeit der Sulfatid-Gehalt im Hirn-
gewebe von Alzheimer-Patienten im Vergleich zu einer alters- und geschlechtskorrelierten Kontroll-
gruppe in einer groeren Kohorte nochmals untersucht werden. Es zeigte sich in der verwendeten Ko-
horte in der Grauen Substanz des Frontallappens von Alzheimer-Patienten eine signifikante Reduktion
des Gesamt-Sulfatid-Gehaltes um ca. 28 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 4). Im Weite-
ren sollte ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Sulfatid-Reduktion nur aus einem Verlust der
langkettigen Fettsduren resultiert. Diese machen, aufgrund ihrer Anreicherung in der Myelinscheide,
den weitaus grofiten Anteil der zerebralen Sulfatide aus. Unter der Annahme, dass die massenspektro-
metrisch erfasste Intensitét der einzelnen Spezies direkt mit dem tatséchlichen Spiegel korreliert, liegen
in unserer Population 96,5 % der Sulfatide in Form von langkettigen Spezies (C 22-24) vor. Dies gilt
jedoch nur, wenn die Substanz-spezifische Beeinflussung von Matrix-Effekten, lonisierbarkeit oder der
Coulomb-Explosion sich zwischen den unterschiedlichen Spezies nicht unterscheiden. Es wéare somit

denkbar, dass die Verminderung der Sulfatide nur Folge eines Verlustes langkettiger Fettsauren ist. In
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der differenzierten Analyse lieR sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Sul-
fatid-Spezies, sondern eine Reduktion aller Sulfatid-Spezies nachweisen (Abbildung 6). Somit wurde

vermutet, dass die Verminderung der Sulfatide auf einer Reduktion der gesamten Lipidklasse beruht.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine vergleichbare Effektstérke wie in der Studie von Cheng. et al.
beobachtet (CHENG et al., 2013). Dabei wurde im Vergleich zu den bisherigen Studien, eine grof3ere
Probenzahl analysiert (n = 10 Kontrollen, n = 20 Alzheimer-Proben). Lediglich Bandaru et. al. verwen-
deten im Rahmen ihrer Studie eine noch groRere Probenzahl. Insbesondere bei der Studie von Cutler et
al. (CUTLER et al., 2004) fallt die geringe Zahl an Kontrollproben (n = 2) auf, wodurch sich méglich-
erweise bei einer vergleichsweise groflen interindividuellen Varianz des kortikalen Sulfatid-Gehaltes
das negative Ergebnis dieser Studie erklaren lasst. Zudem erfolgte hier, die Analyse im Gegensatz zu
den anderen Studien nicht aus Homogenaten, sondern aus isolierten Membranen. Weitere Griinde fiir
die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien kénnten Diskrepanzen in der post mortem Zeit, der Blut-

kontamination und den unterschiedlichen Homogenisierungsverfahren sein.

Betrachtet man sich die Studien genauer die keine signifikanten Veranderungen der Sulfatide zeigten,
fallt auf, dass Chan et al. ebenfalls eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante, Reduktion der Sulfatide
beobachten konnten (CHAN et al., 2012). Methodische Unterschiede der Studie ergeben sich, ebenso
wie fr die Studien von Bandaru et al. (BANDARU et al., 2009) und Cutler et. al. (CUTLER et al.,
2004) insbesondere durch die rein makroskopische Trennung der WeiRRen- und Grauen Substanz. Die
exakte Trennung der Grauen- und Weillen Substanz ist bei der Analyse von Sulfatiden jedoch von be-
sonderer Bedeutung, da der Sulfatid-Gehalt in der WeilRen Substanz ca. 2,5-mal hoher ist als in der
Grauen Substanz (HAN et al., 2002). Eine ungenaue Trennung des Gewebes fiihrt somit zum einen zu
einer hoheren Varianz, zum anderen konnten sich unterschiedlich grof3e Anteile Weier Substanz zwi-

schen den Kohorten auch positiv oder negativ auf die beobachteten Effekte auswirken.

Fir die Proben dieser Arbeit wurde die Reinheit der Grauen Substanz durch eine Analyse des Pro-
tein/Nassgewicht-Verhaltnisses i. R. einer vorangehenden Arbeit Gberpriift. Wahrend man fur die WeiRe
Substanz ein Verhéltnis von 11 mg Protein/g Nassgewicht annimmt, besteht in der Grauen Substanz mit
etwa 71 mg Protein/g Nassgewicht ein deutlich héherer Protein-Gehalt (MYLONAS, 2015). Proben mit
einem Verhaltnis von weniger als 55,8 mg Protein/g Nassgewicht (einfache Standartabweichung) wur-
den unter der Annahme eines zu hohen Anteils Weiller Substanz fiir die Messungen nicht verwendet
(MYLONAS, 2015). Das Protein/Nassgewicht-Verhaltnis zwischen den beiden hier verwendeten Ko-
horten zeigte keinen signifikanten Unterschied. Die verwendete Methode kann eine geringe Verunrei-
nigung durch WeiRe Substanz nicht génzlich ausschlielen, hat jedoch den Vorteil, dass hierbei kein
zusétzliches in vivo Material verbraucht wird, da eine Bestimmung des Proteingehaltes generell vor

jeder massenspektrometrischen Analyse erfolgte.
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In den Studien von Han et al., sowie Cheng et al. erfolgte die Unterscheidung der Gewebearten anhand
des Lipidprofils, wobei ein PE 18:1-18:1 zu 18:0-22:6 Verhaltnis von weniger als 0,12 flr die Definition
der Grauen Substanz verwendet wurde (CHENG et al., 2013; HAN et al., 2002). Ebenso konnten San
Roman et al. mit der Methode der MALDI-Imaging-Massenspektrometrie (IMS) eine gezielte, raumli-
che Analyse der Sulfatide aus dem kortikalen Gewebe durchflihren, wobei aufgrund der Methode eine
Verunreinigung durch WeiRe Substanz sicher ausgeschlossen werden kann. Auch hier lieR sich eine
signifikante, ca. 50%ige Reduktion der kortikalen Sulfatide nachweisen. Diese Daten zeigen, dass eine
signifikante Veranderung der Sulfatide in der Grauen Substanz vermutlich nur beobachtet werden kann,
wenn eine strikte Trennung zwischen der WeiRen- und Grauen Substanz im Vorfeld erfolgt. Bei einer
Effektstarke von ca. 30 % wirden beispielsweise 20 % mehr WeilRe Substanz bei den Alzheimer Proben

im Vergleich zu den Kontrollen die Effekte bereits ausgleichen.

Neben der Analyse der Gesamt-Sulfatide erfolgte im Rahmen dieser Arbeit auch eine getrennte Aus-
wertung der kurzkettigen (18-20 C-Atome) und langkettigen (22—24 C-Atome) Sulfatide. Es zeigte sich
dabei fiir beide Kettenldngen eine Reduktion der Sulfatide, wobei sich zwischen beiden Gruppen keine
signifikanten Unterschiede ergaben (Abbildung 4). Wahrend sich die langkettigen Sulfatide Uberwie-
gend in den Oligodentrozyten anreichern, finden sich die kurzkettigen Sulfatide vor allem innerhalb der
Membran von Neuronen (PERNBER et al., 2002). Somit weisen diese Ergebnisse daraufhin, dass die
Reduktion der Sulfatide sowohl in Oligodentrozyten als auch Neuronen und Astrozyten stattfinden
kénnte. Um die Veranderungen der Sulfatide Zelltyp-spezifisch zu analysieren waren jedoch andere
Methoden besser geeignet. Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie liele sich beispielsweise durch eine
Antikdrper-basierte Markierung von Sulfatiden eine eindeutige raumliche Zuordnung zu verschiedenen
Zelltypen erreichen. Die Immunfluoreszenz-basierte Markierung von Lipiden ist im Vergleich zur Mas-

senspektrometrie jedoch weniger spezifisch, sodass hier die Massenspektrometrie tiberlegen ist.

Das Braak-Stadium gilt als eine der wichtigsten neuropathologischen Kategorisierungen im Zusammen-
hang mit der Alzheimer-Pathologie, wobei ein hoheres Braak-Stadium mit einer weiter fortgeschrittenen
Erkrankung und Zunahme der Tau-Pathologie korreliert (BRAAK, BRAAK, 1995). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der analysierten Kohorte der Sulfatid-Gehalt negativ
mit dem Braak-Stadium korreliert. Ein signifikanter Unterschied lieR sich dabei zwischen Braak-Sta-
dium I-11 und V-VI nachweisen. Auch in einer friiheren Studie konnte bereits eine negative Korrelation
des Sulfatid-Gehaltes mit dem Braak-Stadium gezeigt werden (CHENG et al., 2013). Im Rahmen dieser
friheren Studie beschreiben die Autoren, dass die Reduktion der Sulfatide bereits in praklinischen Pha-
sen der Alzheimer-Erkrankung nachweisbar ist. Diesbezuglich kann im Rahmen dieser Arbeit keine
weitere Aussage getroffen werden, da nur Patientenproben von bereits klinisch Erkrankten verwendet

wurden und keine spezifischen Informationen Uber die kognitiven Leistungen der Kontrollgruppe exis-
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tieren. Im Hinblick auf kiinftige Studien sollten daher auch die Kriterien des ,,Mild Cognitive Impair-
ment“ in der Kontrollgruppe tiberpriift werden. LieBe sich bestitigen, dass die Sulfatid-Reduktion be-
reits sehr friih im Krankheitsverlauf auftritt, kdnnte vermutet werden, dass diese nicht nur Folge der

pathophysiologischen Prozesse ist, sondern auch daran mitbeteiligt sein kdnnte.

Zusammenfassend konnte, unter Verwendung stringenter Kriterien zur Trennung der Grauen Substanz,
die in der Literatur beschriebene Reduktion der Sulfatide im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung besta-
tigt werden. Dies unterstreicht die mdgliche Rolle der Sulfatide im Zusammenhang mit der Erkrankung.
Die Ursache des Verlusts der Sulfatide konnte bisher nicht abschlielend geklart werden, wobei ein
ApoE vermittelter Mechanismus diskutiert wird. Ziel dieser Arbeit war es daher im Weiteren einen Zu-
sammenhang zwischen der Alzheimer-Erkrankung und dem Sulfatid-Metabolismus herzustellen und zu

untersuchen ob der Verlust der Sulfatide Ursache oder Konsequenz der Erkrankung ist.

5.4 ApoE und Sulfatide im Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung

Wie im vorangehenden Abschnitt geschildert kann im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung eine Reduk-
tion der kortikalen Sulfatide beobachtet werden. ApoE bildet den wichtigsten genetischen Risikofaktor
fur die Entstehung der sporadischen Alzheimer-Erkrankung und scheint friiheren Studien zufolge auch
eine Rolle bei der Regulation des zerebralen Sulfatid-Gehaltes zu besitzen. In ApoE”-Méusen lieB sich
eine signifikante Steigerung des zerebralen Sulfatid-Gehaltes im Vergleich zur ApoE-Wildtyp-Maus
nachweisen (HAN et al., 2003a). Es ware somit denkbar, dass die Reduktion des Sulfatid-Gehaltes im

Rahmen der Alzheimer-Erkrankung in Zusammenhang mit dem ApoE-Status steht.

Beim Menschen existieren drei verschiedene Isoformen des Apolipoprotein E: €2, €3 und 4. Im Ver-
gleich zum homozygoten £3-Genotyp erhoht sich, durch das Verschieben des Alters bei Symptombe-
ginn, das Alzheimer Risiko durch das heterozygote Vorliegen des €4-Genotyps um das 2—3-fache, wéh-
rend homozygote Tréger der €4 Variante ein 14-fach erhdhtes Alzheimer Risiko besitzen. Das homozy-
gote Vorliegen des €2-Genotyps wirkt sich im Gegensatz hierzu protektiv aus und senkt das Risiko im

Vergleich zum homozygoten £3-Genotyp um etwa die Halfte (FARRER et al., 1997).

Han et al. konnten zeigen, dass im Mausmodell im kortikalen Gewebe eine signifikante Reduktion des
Sulfatid-Gehaltes in Abhéngigkeit des ApoE-Genotyps auftritt. Dabei fiihrten sowohl der humane
ApoEe3-Genotyp als auch der humane ApoEe4-Genotyp im Vergleich zur Wildtyp-Maus zu einem ver-
minderten Sulfatid-Gehalt. Die Gesamt-Sulfatide zeigten sich dabei beim e4-Genotyp am starksten re-
duziert (HAN et al., 2003a). Die Autoren konnten weiterhin nachweisen, dass im Liquor von kognitiv

nicht beeintrachtigten Patienten der Sulfatid-Gehalt abhdngig vom ApoE-Genotyp ist. Das homozygote
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oder heterozygote Vorliegen des e4-Genotyps fuhrte dabei zu einem erhéhten Sulfatid-Gehalt im Li-
quor, sodass gefolgert wurde, dass der zerebrale Sulfatid-Gehalt mdglicherweise durch einen vermehr-
ten Abtransport der Sulfatide sinkt (HAN et al., 2003a).

Neben seiner Rolle beim Transport von Lipiden wird ApoE auch eine Funktion im Metabolismus von
AP zugeschrieben, wobei in Abhéngigkeit des ApoE-Genotyps eine stirkere Akkumulation (¢4 > €3 >
€2) von neuritischen Plaques beobachtet wurde (HOLTZMAN et al., 2000). Im Zusammenhang mit
dem Sulfatid-Metabolismus konnten Han et al. im Zellkulturmodell zeigen, dass die ApoE-abhangige
Aufnahme von AP in die Zelle durch Sulfatide signifikant verstirkt wird. Gleichzeitig lielen sich in
Abhéangigkeit des ApoE-Genotyps verschieden starke Effekte der Sulfatide auf die Ap-Aufnahme ver-
zeichnen. Die Zugabe von Sulfatiden hatte dabei den groBten Effekt bei Vorliegen des e4-Genotyps
(ZENG, HAN, 2008). Diese Daten zeigen, dass ein enger Zusammenhang zwischen Sulfatiden und dem
ApoE Status besteht. Der reduzierte Sulfatid-Gehalt bei Alzheimer-Patienten konnte somit Folge eines

vermehrten Lipoprotein-vermittelten Abtransportes zur Beseitigung von AP sein.

Ein weiteres mit ApoE und dem Lipidtransport assoziiertes Protein bildet LRP1. Ein Polymorphismus
von LRP1 konnte dabei als geringer Risikofaktor flr die Entstehung der sporadischen Alzheimer-Er-
krankung nachgewiesen werden (LAMBERT et al., 1998). LRP1 scheint dabei maRgeblich fiir den
Transport von A iiber die Blut-Hirn-Schranke verantwortlich zu sein, wobei eine stérkere Bindung,
und somit Beseitigung von A4 im Vergleich zu ldngerkettigen AB-Peptiden vorliegt (DEANE et al.,
2004). Ein Knock-Out des neuronalen LRP1 fiihrt dabei zu einem altersabhéngigen Verlust von Synap-
sen und einer zunehmenden Neurodegeneration. In diesen Mé&usen liel? sich auBerdem eine signifikante
Reduktion des zerebralen Sulfatid-Gehaltes beobachten (LIU et al., 2010). Es wurde bisher nicht unter-
sucht, ob der Verlust der Sulfatide fiir die beobachtete Neurodegeneration mitverantwortlich ist oder nur
Folge des LRP1-Verlustes ist. In einer neueren Studie lie sich zudem eine Verminderung der LRP1-
Genexpression durch A4, nachweisen (BARUCKER et al., 2014). Somit konnte der erhdhte APa-Ge-
halt im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung eine verminderte LRP1-Genexpression bedingen. Entspre-
chend des LRP1-Knock-Out-Modells konnte dies ein méglicher Mechanismus der Reduktion des ze-

rebralen Sulfatid-Gehaltes wahrend der Alzheimer-Erkrankung sein.

Aufgrund dieser Daten sollte bei der Untersuchung des Sulfatid-Gehaltes in post mortem Gehirngewebe
auch der ApoE-Status mitbetrachtet werden. Entsprechend des von Han et al. postulierten Modells kénn-
ten hier Unterschiede zwischen den verschiedenen Subgruppen vorliegen wobei der e4-Genotyp mit
einer stérkeren Sulfatid-Depletion assoziiert sein konnte. Im Gegensatz hierzu konnten Bandaru et al.
jedoch eine Steigerung des zerebralen Sulfatid-Gehaltes bei Alzheimer-Patienten mit ApoEe4-Genotyp
im Vergleich zum £3-Genotyp feststellen (BANDARU et al., 2009). Fir die in der hiesigen Arbeit ver-

wendeten Proben war der ApoE-Status nicht bekannt, sodass diesbeziglich keine Subgruppenanalyse
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mdglich war. Durch die Unterteilung in 6 verschiedene Subgruppen wirde die Anzahl der Proben pro
Gruppe zu klein um eine statistische Signifikanz zu erreichen, sodass diese Analyse nicht erfolgt ist.
Weitere Studien mit gréReren Fallzahlen wéren erforderlich um die Auswirkung des ApoE-Status auf
den Sulfatid-Gehalt im menschlichen Gehirn unter physiologischen Bedingungen, sowie unter patho-

physiologischen Umstanden bei der Alzheimer-Erkrankung zu untersuchen.

5.5 Sulfatid-Synthese und -Degradation im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung

Fur die in Abschnitt 5.3 beschriebene Reduktion des Sulfatid-Gehaltes im Rahmen der Alzheimer-Er-
krankung kénnen mehrere Ursachen diskutiert werden. Die bereits beschriebenen Zusammenhénge zu
ApoE und LRP1, wirken sich entsprechend des vorangehenden Abschnittes Giberwiegend auf den Trans-
port der Sulfatide aus. Eine Verminderung des Sulfatid-Gehaltes konnte jedoch auch in Folge einer

reduzierten Sulfatid-Synthese oder eines vermehrten Abbaus des Lipids auftreten.

Ziel dieser Arbeit sollte es daher sein zu analysieren, ob sich die reduzierten Sulfatid-Spiegel im post
mortem Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten durch eine reduzierte Sulfatid-Synthese erkléren las-
sen. Es erfolgten daher Expressionsanalysen der fiir die Sulfatid-Synthese verantwortlichen Enzyme
CGT und CST (siehe hierzu auch Abbildung 2). Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich eine sig-
nifikante Steigerung der Expression beider Enzyme, wobei fiir die CST eine bis zu 3-mal hohere, fir
die CGT eine bis zu 2-mal héhere Expression im post mortem Gehirngewebe der Alzheimer-Patienten
im Vergleich zu den Kontrollen beobachtet werden konnte (Abbildung 25). Interessanterweise konnten
Katsel et al. im Rahmen einer Analyse des Sphinoglipid-Stoffwechselwegs mittels MicroArray-Versuch
ebenfalls eine gesteigerte Genexpression der CGT im Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten nachwei-
sen (KATSEL et al., 2007). Im Falle der Alzheimer-Erkrankung scheint eine verminderte Expression
der Enzyme CGT und CST somit nicht urséchlich fur die niedrigeren Sulfatid-Spiegel zu sein. Es muss
jedoch beachtet werden, dass mittels mRNA-Isolation und gRT-PCR Analysen bzw. MicroArray-Ver-
such lediglich Veranderungen der Expression der beteiligten Enzyme gemessen werden kdnnen. Es ist
keine Aussage zur Enzymaktivitat oder zum Proteingehalt dieser Enzyme mdglich, sodass trotz der ver-
mehrten Genexpression eine reduzierte Sulfatid-Synthese vorliegen konnte. Wichtig ist aulerdem zu
beachten, dass nur die mMRNA-Spiegel zum Zeitpunkt des Sterbens betrachtet werden kénnen, eine re-
duzierte Genexpression zu Beginn der Erkrankung kann im Rahmen einer solchen Analyse ebenfalls
nicht erfasst werden. Aufgrund der in der gleichen Kohorte nachgewiesenen Reduktion des Sulfatid-
Gehaltes in der untersuchten Hirnregion (siehe Abschnitt 5.3) kénnte die gesteigerte Genexpression je-

doch auch Ausdruck von Gegenregulationsmechanismen sein.

Bisher ist wenig bekannt Uber die Regulationsmechanismen der Sulfatid-Synthese im neuronalen Ge-
webe. Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass Vitamin K eine regulatorische Wirkung

auf die Sulfatid-Synthese im Mausmodell besitzt. Hierbei fuhrte eine Vitamin K-reiche Diét zu einem
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Anstieg der CST-Aktivitat und hierdurch bedingtem Anstieg der Sulfatide im Gehirngewebe
(SUNDARAM et al., 1996). Umgekehrt kam es durch Therapie mit dem Vitamin K-Antagonisten
Warfarin zu einer Reduktion des zerebralen Sulfatid-Gehaltes (SUNDARAM, LEV, 1988). Einer neu-
eren Studie zu Folge konnte auch durch eine vermehrte Vitamin D-Substitution der Sulfatid-Gehalt im
Gehirn von Méusen gesteigert werden (POPESCU et al., 2018). Diese Erkenntnisse sind auch fir die
Alzheimer-Erkrankung von Relevanz, da in epidemiologischen Studien gezeigt wurde, dass im Ver-
gleich zu gesunden alterskorrelierten Kontrollen die Vitamin K-Aufhahme und die Vitamin D-Spiegel
bei Alzheimer-Patienten deutlich reduziert sind (PRESSE et al., 2008; SHEN, JI, 2015). Somit kénnte
unter Umsténden eine Reduktion der Sulfatid-Synthese im Rahmen des Vitaminmangels eine Rolle in
der Entstehung der Sulfatid-Depletion bei der Alzheimer-Erkrankung spielen. Eine Vitamin K-redu-
zierte Diét fiihrte dartber hinaus im Tierversuch in Ratten zu einer Verschlechterung der rdumlichen
Orientierung und des Lernvermdgens (CARRIE et al., 2011). Es wurde bisher nicht untersucht, ob der
beobachtete kognitive Abbau u. a. auf der Reduktion des Sulfatid-Gehaltes basiert und ob durch Substi-
tution von Sulfatiden diesem entgegengewirkt werden kdnnte. Wahrend aus einer Vielzahl von Studien
bekannt ist, dass der Vitamin D-Spiegel bei Alzheimer-Patienten reduziert ist, liel’ sich bisher nicht ein-
deutig nachweisen, ob dies Teil der pathophysiologischen Prozesse ist oder nur Folge der verénderten
Lebensumstande. Durch den Zusammenhang zum Sulfatid-Metabolismus kdnnte hier ein weiterer fiir

die Erkrankung relevanter Aspekt vorliegen.

Neben der genannten Regulation der Sulfatid-Synthese durch die beiden fettléslichen Vitamine D und
K konnte auch der Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptor o (PPARa) in der Regulation der Sul-
fatid-Synthese eine wichtige Rolle besitzen. PPARa beeinflusst als Transkriptionsfaktor eine Vielzahl
physiologischer Prozesse, wobei gezeigt werden konnte, dass er durch seine Expression im Hippocam-
pus einen relevanten Einfluss auf die kognitiven Funktionen besitzt (ROY et al., 2013). Gleichzeitig
konnte im Rahmen einer anderen Studie beobachtet werden, dass die PPARa-Spiegel bei Alzheimer-
Patienten signifikant reduziert sind (DE LA MONTE, WANDS, 2006). Interessanterweise fiihrte eine
gesteigerte Aktivierung von PPARa im Zellkulturmodell von Fibroblasten zu einer vermehrten Synthese
von Sulfatiden durch Stimulation der CST-Expression (YANG et al., 2016). Umgekehrt kdnnten somit
die im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung reduzierten PPARa-Spiegel zu einer Depletion der Sulfatide

beitragen.

Neben dem Risikofaktor ApoEe4 konnen insbesondere Umweltfaktoren und der Lebensstil das Alzhei-
mer Risiko relevant erhéhen. In einer Metaanalyse von 2010 konnten Cataldo et al. zeigen, dass durch
Zigarettenrauch das Alzheimer Risiko signifikant gesteigert wird (CATALDO et al., 2010). Um der
Ursache hierfiir nachzugehen erfolgten Studien an M&usen welche mehrere Wochen unter dem Einfluss
von Zigarettenrauch angereicherter Luft lebten. Eine Analyse der Lipide nach dieser Episode zeigte,

dass es u. a. zu einer Reduktion der Sulfatide in der Weiflen Substanz der Rauch-exponierten Mause
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kam (NUNEZ et al., 2016). Die Ursache dieser durch Rauchen ausgeltsten Verminderung der Sulfatid-

Spiegel wurde bisher nicht weiter untersucht.

Wie oben beschrieben, gibt es unterschiedliche Faktoren, von denen bekannt ist, dass sie die Pathoge-
nese der Alzheimer-Erkrankung beeinflussen. Bei genauerer Analyse zeigt sich, dass mehrere dieser
Faktoren ebenfalls den zerebralen Sulfatid-Gehalt beeinflussen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
lassen vermuten, dass die beschriebenen Faktoren auch uber den Sulfatid-Gehalt die Alzheimer-Patho-
genese modulieren kénnten. Um diese Hypothese abschlieBend zu beantworten bedarf es jedoch weite-
rer Studien.

Es existieren bisher keine Untersuchungen ob Veranderungen der Sulfatid-Degradation im Zusammen-
hang mit der Alzheimer-Erkrankung eine Rolle spielen kénnten. Mit diesem Ziel wurde im Rahmen
dieser Arbeit auch die Genexpression der ASA untersucht. Die ASA ist als lysosomales Enzym Teil des
endo-lysosomalen Systems und deren Enzymaktivitdt somit abhéngig von einer unbeeintrachtigten
Funktion der Lysosomen. Im Rahmen zahlreicher Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass es wah-
rend der Alzheimer-Erkrankung zu einer Stérung des endo-lysosomalen Systems kommt, die sich u. a.
in einer verstarkten Endozytose, VergréRerung der Endosomen und funktionellen Beeintrachtigung der
Lysosomen widerspiegelt (zusammengefasst in (NIXON, 2017; WHYTE et al., 2017). Die Analyse der
Genexpression der ASA im humanem post mortem Hirngewebe der Alzheimer-Patienten erbrachte eine
signifikante, ca. 1,7-fache, Steigerung der Expression des Enzyms im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abbildung 26). Dies zeigt, dass moglicherweise eine vermehrte Sulfatid-Degradation fir die Reduktion
des Sulfatid-Gehaltes im Alzheimer-Gehirn verantwortlich sein kdnnte. Auffallig ist hierbei die gleich-
zeitig gesteigerte Genexpression der fur die Sulfatid-Synthese verantwortlichen Gene, was auf eine po-

tentielle Fehlregulation hindeutet.

Eine Beeinflussung der Sulfatid-Degradation im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung kénnte unter Um-
standen auch durch das mitochondriale Enzym PGCla mitbedingt sein. In PGC1a-Knock-Out-Mausen
lie sich eine signifikante Reduktion des Sulfatid-Gehaltes nachweisen, wobei die Synthese der Sul-
fatide nicht beeinflusst wurde. Von den Autoren wurde daher eine vermehrte Degradation als Ursache
hierfir diskutiert (KIEBISH et al., 2012). Interessanterweise konnte auch im post mortem Hirngewebe
von Alzheimer-Patienten eine mitochondriale Dysfunktion durch eine Beeintrichtigung des PGCla-
Sirt3-Pfades nachgewiesen werden (YIN et al., 2019). Im Zellkulturmodell wurde zudem eine reduzierte
PGCla-Genexpression im Zusammenhang mit verschiedenen fiir die familiare Alzheimer-Erkrankung
relevanten Mutation von Presenilin beobachtet (ROBINSON et al., 2014). Im Mausmodell konnte au-
Rerdem gezeigt werden, dass ApoEe4-Mause, im Vergleich zu ApoEe3-Mausen, eine deutlich starkere

Reduktion der PGC1a-Spiegel zeigen, was die vermehrte Reduktion der Sulfatide in ApoEe4-Mé&usen
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erklaren kénnte (YIN etal., 2019). Bei einer Steigerung der ASA-Expression auf das 2-fache und gleich-
zeitiger Steigerung der CST- und CGT-Expression auf das ca. 2-3-fache, kann dieser Effekt jedoch
nicht alleine fir die beobachtete Reduktion der Sulfatide verantwortlich sein. Weitere Studien sollten
diesbeziglich auch die Enzymaktivitaten der CST, CGT und ASA naher untersuchen, um zu tberpriifen,
ob sich die gesteigerte Expression auch in einer vermehrten Enzymaktivitat widerspiegelt. Darlber hin-
aus liefd sich in einer neueren Studie im Mausmodell nachweisen, dass der Sulfatid-Gehalt im Gehirn
durch eine gesteigerte Degradation der Sulfatide in Folge einer PUFA-arme Diat abnimmt (WANG et
al., 2020). Der Gehalt an mehrfach ungeséttigten Fettsduren scheint im Rahmen der Alzheimer Erkran-
kung ebenfalls reduziert zu sein, was somit ebenfalls zu einer Reduktion der Sulfatide beitragen kénnte
(SODERBERG et al., 1991).

Zusammenfassend kann man somit vermuten, dass der reduzierte Sulfatid-Gehalt im Rahmen der Alz-
heimer-Erkrankung aus einer multifaktoriellen Ursache entstehen kdnnte. Dabei scheinen sich multiple
Veranderungen im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung negativ auf den Sulfatid-Gehalt auszuwirken
und durch sich aufsummierende Effekten die zerebalen Sulfatide zu reduzieren. Anhand der Ergebnisse
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass u. a. eine verstarkte Sulfatid-Degradation durch eine Expres-
sionssteigerung der ASA zu der Reduktion der Sulfatide im Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten
beitragen konnte. Der zugrundliegende Mechanismus bleibt aktuell noch unklar und sollte in weiteren
Studien naher untersucht werden. Gleichzeitig muss aufgrund der engen Assoziation mit dem ApoE-
Status und LRP1 ein vermehrter Sulfatid-Transport in die Peripherie als Ursache der Sulfatid-Vermin-
derung vermutet werden. Inwiefern auch eine veranderte Sulfatid-Synthese eine Rolle spielt sollte durch
weitergehende Untersuchungen der Enzymaktivitaten tberprift werden. Die verschiedenen Mechanis-

men, die zu einer Reduktion des Sulfatid-Gehaltes im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung beitragen

konnten, sind in Abbildung 54 schematisch dargestellt.

Sulfatid-Transport |4
Sulfatid-Degradation | ;
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Abbildung 54: Multifaktorielle Ursache des reduzierten Sulfatid-Gehaltes bei der Alzheimer-Er-
krankung. Abbildung 54 fasst die méglichen Mechanismen die zur Reduktion des Sulfatid-Gehaltes im
Verlauf der Alzheimer-Erkrankung beitragen konnten zusammen. Hierbei kann unterschieden werden
zwischen den Mechanismen, die sich auf die Sulfatid-Synthese, den Sulfatid-Transport oder die Sul-
fatid-Degradation auswirken. Die Sulfatid-Synthese konnte reduziert sein in Folge von Umweltfaktoren
wie einem Vitamin K und Vitamin D Mangel, aber auch durch eine Reduktion von PPARa. Wie im
Verlauf der Arbeit noch diskutiert wird kénnte auch ein erhdhter AICD-Gehalt zu einer Reduktion des
Sulfatid-Gehaltes beitragen. Der Sulfatid-Transport aus dem zerebralen Gewebe in die Periphere kdnnte
gesteigert sein durch eine Reduktion von LRP1 oder aber ein vermehrtes Vorkommen des ApoEe4-
Genotyps. Im Rahmen dieser Arbeit konnte auRerdem gezeigt werden, dass eine vermehrte Sulfatid-
Degradation Ober die ASA stattfinden kénnte, wobei diese u. a. aus einer Reduktion von PGCla und
der PUFA resultieren konnte. Nicht zuletzt kénnten auch Risikofaktoren wie Rauchen den Sulfatid-
Gehalt verringern. Der reduzierte Sulfatid-Gehalt selbst wiederum kénnte die pathologischen Prozesse
der Alzheimer-Erkrankung zusatzlich verstarken (siehe hierzu Abschnitt 5.7.3).

5.6 Beeinflussung der Sulfatid-Synthese durch die y-Sekretase und APP-Proteinfamilie

Wie im vorangehenden Kapitel diskutiert wurde, ist bisher wenig tber die Regulationsmechanismen der
Sulfatid-Synthese im Gehirngewebe bekannt. In friheren Studien zeigte sich, dass APP und seine Pro-
zessierungsprodukte, sowohl durch genregulatorische Effekte als auch durch Aktivitatsanderungen, En-
zyme des Sphingolipidstoffwechsels beeinflussen (GRIMM et al., 2005; GRIMM et al., 2011a; GRIMM
et al., 2014a). Es sollte daher im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob die APP-Prozessierung
auch bei der Regulation der Sulfatid-Synthese beteiligt sein kdnnte.

Fir die Sulfatid-Synthese aus Ceramiden werden, wie in der Einleitung beschrieben, die beiden Enzyme
CGT und CST bendétigt. Die CGT katalysiert dabei die Bildung von Galactosylceramid aus Ceramid,
die CST die Bildung von Sulfatiden aus Galactosylceramid. Letzteres bildet dabei den geschwindig-
keitshestimmenden Schritt in der Synthese, weswegen wie oben beschrieben Veranderungen der Sul-
fatid-Synthese hdufig auf einer Regulation dieses Enzyms beruhen (SUNDARAM et al., 1996).

Um die Beeinflussung der Sulfatid-Synthese durch die APP-Prozessierung zu untersuchen wurden zu-
néchst der Sulfatid-Gehalt, die Sulfatid-Synthese, sowie die Genexpression der beiden Enzyme CGT
und CST in embryonalen Mausfibroblasten untersucht. Hierbei wurden Fibroblasten mit einer Defizienz
von Presenilin 1 und 2 (MEF PS1/27), sowie Mausfibroblasten mit einer Defizienz der APP-Proteinfa-
milie (MEF APP/APLP27) im Vergleich zu den korrespondierenden MEF wt-Zellen analysiert.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen erbrachten in beiden defizienten Zellli-
nien eine signifikante Steigerung des Sulfatid-Gehaltes, der Sulfatid-Synthese und der Genexpression
der CGT und CST (Abbildung 8-Abbildung 13). Wahrend den MEF PS1/27-Zellen die katalytische
Einheit der y-Sekretase fehlt, besteht aufgrund der fehlenden Expression von APLP1 in Fibroblasten in
den MEF APP/APLP27-Zellen eine vollstandige Defizienz der APP-Proteinfamilie (HEBER et al.,
2000). Beiden Zelllinien gemeinsam ist somit die fehlende Bildung der durch die y-Sekretase entstehen-

den Prozessierungsprodukte von APP: AICD, p3 sowie die verschiedenen AB-Spezies. Somit konnte
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vermutet werden, dass eines dieser Peptide flr die beobachteten Effekte verantwortlich ist, was im Ver-

lauf der Arbeit weiter analysiert werden sollte.

Im Unterschied zu den MEF APP/APLP2"-Zellen kénnen in den MEF PS1/27-Zellen durch die Defi-
zienz der y-Sekretase auch die anderen Substrate des Multienzymkomplexes nicht mehr prozessiert wer-
den. Auf der anderen Seite fehlen den Zellen mit einer Defizienz der gesamten APP-Proteinfamilie nicht
nur die bereits genannten Prozessierungsprodukte der y-Sekretase, sondern auch APP selbst sowie die
Prozessierungsprodukte sAPPa, sAPPB, a-CTF und B-CTF. Diese Unterschiede muss man beachten,
wenn man sich mit der Auswirkung der jeweiligen Defizienz auf die Sulfatid-Synthese im Folgenden
beschéftigt. Des Weiteren handelt es sich bei der korrespondierenden Kontrollzelllinie der
MEF PS1/27- um Presenilin-retransfizierte-Zellen, wihrend die Kontrollzelllinie der MEF APP/APLP2
--Zellen eine MEF wt-Zelllinie darstellen. Hierdurch besteht fir die Kontrollzellen der MEF
APP/APLP27"-Zellen eine klonale Heterogenitat, die bei der Beurteilung der Effektstarken ebenfalls
eine Rolle spielt. Die Unterschiede der verschiedenen defizienten Zelllinien werden in Abbildung 55
nochmal schematisch dargestellt. Die Effektstdarken auf den Sulfatid-Gehalt, die Sulfatid-Synthese und
die Genexpression unterschieden sich aufgrund dieser Unterschiede teilweise signifikant voneinander

worauf im Folgenden néher eingegangen werden soll.
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Abbildung 55: Schematische Darstellung der Unterschiede der verwendeten MEF-Zelllinien. Dar-
gestellt werden die Unterschiede zwischen den MEF PS1/2"-Zellen und den MEF APP/APLP2"-Zel-
len. Den MEF APP/APLP2"-Zellen fehlen neben APP auch alle seine Prozessierungsprodukte. Die
Funktion der y-Sekretase ist jedoch nicht beeintrachtigt, sodass deren weitere Produkte unverandert ge-
bildet werden. In den MEF PS1/2"-Zellen fehlen im Gegensatz hierzu alle Produkte der y-Sekretase.
APP und die durch die a- bzw. B-Sekretase gebildeten Prozessierungsprodukte von APP sind nicht ver-
andert. Beiden Zelllinien gemeinsam ist somit das Fehlen der durch die y-Sekretase geschnittenen Pro-
dukte von APP: AB, p3 und AICD.

Waéhrend in den MEF PS1/2"-Zellen der Sulfatid-Gehalt signifikant hoher war als die Steigerung der
Sulfatid-Synthese (Abbildung 8 und Abbildung 9), war in den MEF APP/APLP2"-Zellen die Sulfatid-
Synthese signifikant mehr gesteigert als der Sulfatid-Gehalt (Abbildung 12). Fur die MEF PS1/2"-Zel-
len konnte dies bedeuten, dass durch ein anderes Substrat der y-Sekretase (z. B.: Notch) die Sulfatid-
Degradation reduziert wird und somit der Sulfatid-Gehalt weiter steigt. Ein weiterer Grund kdnnte die,
im Vergleich zur massenspektrometrischen Analyse, geringere Spezifitat des Sulfatid-Synthese Ver-
suchs sein, wodurch die Effektstarken abgeschwécht werden kénnten. Zur Uberpriifung der Spezifitit
des Sulfatid-Synthese-Versuchs ware eine Analyse aus CST-defizienten-Zellen notwendig welche im
Rahmen dieser Arbeit nicht zur Verfligung standen. Auf die Herstellung einer solchen Zelllinie wurde
verzichtet, da die Verifizierung der Ergebnisse mit Hilfe unterschiedlicher Methoden gelang. Des Wei-
teren konnten sich Veranderungen der vorangehenden Schritte der Sphingolipid-Synthese auf den mas-
senspektrometrisch gemessenen Sulfatid-Gehalt auswirken. Im Sulfatid-Synthese-Versuch wird im Ge-
gensatz hierzu durch die Inkooperation von [35S]-Sulfat nur die de novo Synthese der Sulfatide im
letzten Schritt analysiert. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwéhnen, dass in friiheren Studien
gezeigt werden konnte, dass sich in MEF PS1/27-Zellen eine signifikante Steigerung der Serin-Palmi-
toyl-CoA-Transferase (SPT) nachweisen lasst, wodurch die Sphingolipid-Synthese generell verstarkt
wird (GRIMM et al., 2011a). Dies konnte zusétzlich zu den hoheren Effektstérken bei der massenspek-
trometrischen Messung des Sulfatid-Gehaltes beitragen.

Es zeigten sich auch signifikante Unterschiede zwischen der Steigerung der Genexpression im Verhalt-
nis zur etwas geringeren Steigerung der Sulfatid-Synthese (Abbildung 10). Vergleichbare Differenzen
in den Effektstarken fanden sich auch in den MEF APP/APLP27-Zellen (Abbildung 13). Diese Unter-
schiede lielen sich beispielsweise durch zusatzliche, von der Genexpression unabhangige, Effekte auf
die beteiligten Enzyme erkléren. Hierzu z&hlen zum Beispiel die Beeinflussung der Proteinstabilitat,
aber auch eine direkte Hemmung der Enzymaktivitat. Die in den MEF PS1/2"-Zellen beobachteten
Veranderungen der reduzierten CST-Genexpression konnten in einer weiteren Zelllinie, der Neu-
roblastom-Zelllinie SH-SY5Y, unter Verwendung des y-Sekretase-Inhibitors DAPT ebenfalls bestétigt
werden (Abbildung 11). Die hier etwas geringe Effektstarke konnte sowohl durch Zelltyp-spezifische-
Effekte aber auch durch die unvollstdndige Inhibition der y-Sekretase erklart werden. Im Rahmen einer
friheren Studie konnte gezeigt werden, dass in Folge der Inkubation eine Restaktivitdt der y-Sekretase
von ca. 50 % erhalten bleibt (GRIMM et al., 2015a).
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In den MEF APP/APLP2"-Zellen zeigte sich nur ein geringer Anstieg im Sulfatid-Gehalt bei gleichzei-
tig dennoch deutlich gesteigerter Sulfatid-Synthese (Abbildung 12). Dies konnte dadurch erklart wer-
den, dass der gesteigerten Sulfatid-Synthese eine vermehrte Sulfatid-Degradation entgegensteht. Dieser
Effekt war spezifisch fir die MEF APP/APLP2"-Zellen und lieB sich nicht in den MEF PS1/27-Zellen
beobachten. Somit ist anzunehmen, dass APP oder ein y-Sekretase unabhangiges Prozessierungsprodukt
hierfiir verantwortlich ist. SAPPa konnte dabei eine wichtige Rolle spielen. Ihm werden eine Vielzahl
positiver Effekte im Zusammenhang mit der Alzheimer-Pathologie, aber auch unter physiologischen
Bedingungen, zugeschrieben. Hierzu zahlen beispielsweise die Neuroprotektion (RYAN et al., 2013)
und die Verbesserung der Gedéchtnisfunktion (MEZIANE et al., 1998). Eine verminderte Degradation
der Sulfatide konnte beispielsweise durch eine Reduktion des Ceramid-Gehaltes dessen neurotoxische
Wirkung reduzieren. Diesbeziiglich kénnte untersucht werden, ob die Substitution von sAPPa in MEF
APP/APLP27-Zellen zu einer Steigerung des Sulfatid-Gehaltes fihrt.

In den vorangehenden Untersuchungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Stei-
gerung der Sulfatid-Synthese in den MEF PS1/27-Zellen und den MEF APP/APLP27-Zellen. Ebenso
war die verstarkte Genexpression des geschwindigkeitsbestimmenden Schritts der Sulfatid-Synthese,
der CST, nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Zelllinien. Dies legt nahe, dass fur die
Verénderungen der Genexpression der CST ein APP-Prozessierungsprodukt der y-Sekretase verantwort-
lich ist. Sowohl flir AB als auch fiir AICD sind dabei Interaktionen mit dem Sphingolipidstoffwechsel

beschrieben worden.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine direkte Interaktion von AP mit einem Enzym des Gangliosid-
Stoffwechsels, der GD3S, zu einer Reduktion der Enzymaktivitét fihrt. Dies resultiert in einer vermin-
derten Bildung von GD3 (GRIMM et al., 2012). Zudem wurde in einer friheren Studie nachgewiesen,
dass es durch A4 zu einer Steigerung der neutralen Sphingomyelinase (nSMase)-Aktivitdt kommt,
wodurch die Ceramid-Spiegel steigen und der Sphingomyelin-Gehalt sinkt (GRIMM et al., 2005). Fur
AP wurde aullerdem eine Inhibition der Cholesterin-de-novo-Synthese durch eine Hemmung der
HMG-CoA-Reduktase nachgewiesen (GRIMM et al., 2005). Neben der direkten Interaktion von AP mit
unterschiedlichen Enzymen wurde auch eine genregulatorische Funktion diskutiert (BARUCKER et al.,
2014). Um eine mogliche Interaktion von AP zu untersuchen wurde daher die CST- und CGT Genex-
pression nach Inkubation von MEF APP/APLP2"-Zellen mit AB4 analysiert, wobei sich hier keine Ef-
fekte auf die Genexpression zeigten (Abbildung 14). Aufgrund des Versuchsaufbaus ist es nicht mdglich
eine Beeinflussung der CST durch AP im Allgemeinen auszuschlieBen. Neben dem hier eingesetzten
A4 werden durch die y-Sekretase weitere AB-Peptide unterschiedlicher Lange produziert, wobei die-
sen verschiedene Eigenschaften zugeschrieben werden. Barucker et al. konnten beispielsweise zeigen,
dass eine Reduktion der Transkription von LRP1 nur durch ABa2 bewirkt wird, nicht aber durch kiirzere
AB-Peptide (BARUCKER et al., 2014). Auch am Beispiel der nSMase kann bestétigt werden, dass die
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verschiedenen AP Molekiile unterschiedliche Funktionen besitzen, wobei die nSMase nur durch AP,
nicht aber durch APao beeinflusst wird (GRIMM et al., 2005). Dies zeigt, dass eine Beeinflussung der
Sulfatid-Synthese durch andere AB-Peptide trotz der hier erhobenen Ergebnisse moglich ware. Des Wei-
teren wurden nur Expressionseffekte auf die CGT bzw. CST untersucht werden, sodass keine Aussage

zu einer moglichen direkten Beeinflussung der Enzymaktivitét getroffen werden kann.

Anhand der bisherigen Untersuchungen konnte fiir AP kein Effekt auf die Genexpression der CGT bzw.
CST nachgewiesen werden, sodass im Weiteren die Auswirkung von AICD auf die Genexpression die-

ser Enzyme untersucht wurde.

5.6.1 Genregulatorische Wirkung von AICD

Neben AP bzw. p3 entsteht aus APP als weiteres Prozessierungsprodukt der y-Sekretase die zytosolisch
vorliegende intrazellulare Doméne von APP, kurz: AICD. In den letzten Jahren wurde vermehrt disku-
tiert, dass dieses Peptid an der transkriptionellen Regulation einiger Gene beteiligt sein kénnte. Hierzu
zéhlen die APP-Prozessierung und AB-Degradation betreffende Gene wie APP, BACEL, IDE und NEP
(GRIMM et al., 2015a; LAUER et al., 2020; VON ROTZ et al., 2004), aber auch hiervon unabhéangige
Gene wie z. B. p53, FOX03a und PGCla (JIANG et al., 2020; Ll et al., 2015; ROBINSON et al., 2014).
Auch im Zusammenhang mit dem Lipidmetabolismus wurden zunehmend durch AICD regulierte Gene
detektiert. Hierzu zéhlen die SPT, die GCS, die GD3S und LRP1 (GRIMM et al., 2011a; GRIMM et al.,
2014a; GRIMM et al., 2012; LIU et al., 2007).

Hinweise auf eine mdgliche genregulatorische Funktion von AICD ergaben sich durch dessen Homolo-
gie zu dem Peptid NICD. Dieses Peptid entsteht, wie auch AICD, durch die sequentielle, intramemb-
randse Proteolyse eines Typ-I-Transmembranproteins. Dieser als Notch bezeichnete Rezeptor wird nach
Aktivierung durch seine Liganden (z. B. Delta) zunachst durch eine Metalloprotease der ADAM-Pro-
teinfamilie geschnitten (MUMM et al., 2000). Das hierbei in der Membran verbleibende Fragment
NEXT (engl. notch extracellular truncation) wird anschlieBend, in Analogie zu aCTF bzw. BCTF, in-
nerhalb der Transmembrandoméne durch die y-Sekretase an der S3 Position proteolytisch gespalten
(SASTRE et al., 2001). Die NICD wird infolge dieses Vorgangs in das Zytosol freigesetzt und kann von
dort durch Interaktion mit Importin o in den Nukleus translozieren (HUENNIGER et al., 2010). Durch
Kontakt mit DNS-Bindeproteinen (CSL) interagiert NICD dort mit verschiedenen Trankriptionsfakto-
ren und kann so regulatorisch auf die Transkription einer Vielzahl von Genen einwirken (HUENNIGER
et al., 2010).

Aufgrund der Ahnlichkeit zur APP-Prozessierung wurde auch fiir AICD eine genregulatorische Funk-
tion vermutet und in Folge dessen vermehrt untersucht. Es konnte bereits 2001 nachgewiesen werden,

dass ein transkriptionell aktiver Komplex durch die Bindung von AICD an das Adapterprotein Fe65 und
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die Histon-Acetyltransferase Tip60 gebildet wird (CAO, SUDHOF, 2001). Die Entstehung dieses sog.
AFT-Komplexes ist dabei stark abhéngig von dem Vorliegen weiterer, konkurrierender Adapterproteine
von AICD. Dabei existieren Proteine, die die Degradation von AICD beschleunigen, wie beispielsweise
MINT1/X11a oder Nedd8 (VON ROTZ et al., 2004), aber auch Proteine, die die genregulatorische
Wirkung von AICD verstérken, hierzu zéhlen z. B. 14-3-3y Protein-Dimere (SUMIOKA et al., 2005).
Neben den bereits beschriebenen AFT-Komplexen kann alternativ zu der Bindung von AICD an Fe65
auch eine Bindung an JIP1 erfolgen. Die hierdurch entstehenden AJT-Komplexe konnten ebenfalls im
Nukleus nachgewiesen werden, sodass auch eine Fe65 unabhéngige transkriptionelle Funktion von
AICD maoglich ist (SCHEINFELD et al., 2003). Die Regulation der Transkription durch die AFT- bzw.
AJT-Komplexe erfolgt vermutlich tiber eine Histon-Acetylierung. Diese beeinflusst durch eine Ande-
rung der Histon-DNS-Interaktion das Binden von Transkriptionsfaktoren. Im Rahmen einiger Studien
konnte jedoch auch ein transkriptioneller Effekt von AICD in Promotoraktivitatsversuchen nachgewie-
sen werden, was darauf hindeutet, dass neben der Histon-Acetylierung auch andere Mechanismen eine
Rolle spielen (GRIMM et al., 2015a).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass aus der nicht-amyloidogenen Prozessierung stammen-
des AICD keine wesentliche genregulatorische Aktivitat besitzt (BELYAEYV et al., 2010; GOODGER
et al., 2009). Aufgrund der Instabilitat von AICD und seiner raschen Degradation im Zytosol durch z.
B. IDE, wurde daher diskutiert, dass transkriptionell-aktives AICD nur durch die amyloidogene Prozes-
sierung entstehen kann. Der Schnitt der a-Sekretase erfolgt Gberwiegend im Bereich der Plasmamemb-
ran, sodass das AICD aus der nicht-amyloidogenen Prozessierung hauptsachlich dort gebildet wird. Die
amyloidogene Prozessierung hingegen findet vorwiegend im endosomalen Kompartiment statt. Auf-
grund dieser Erkenntnisse wurde durch Belyaev et. al. ein Modell zur Regulation der NEP-Expression
postuliert. Demzufolge spielt bei der Entstehung von AICD aus der amyloidogenen Prozessierung die
kurze Halbwertszeit des Peptides, aufgrund der raumlichen N&he der Endosomen zum Nukleus, eine
untergeordnete Rolle. Hierdurch bedingt kann amyloidogenes AICD durch Bindung an Fe65 in den
Zellkern translozieren, wahrend an der Plasmamembran entstehendes nicht-amyloidogenes AICD de-
gradiert wird (BELYAEYV et al., 2010). Dieses Modell konnte im Rahmen einer Studie unserer Arbeits-
gruppe ebenfalls am Beispiel von NEP bestatigt werden (GRIMM et al., 2015a). Abbildung 56 veran-

schaulicht das beschriebene Modell nochmal schematisch.
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Proteasomen

Abbildung 56: Modell zur genregulatorischen Wirkung von AICD am Beispiel von NEP. Die Ab-
bildung wurde modifiziert und tbersetzt aus (GRIMM et al., 2013b). Schematische Darstellung des hier
postulierten Modells zur genregulatorischen Wirkung von AICD. AICD, welches bei der nicht-amy-
loidogenen Prozessierung gebildet wird, wird aufgrund seiner Entstehung an der Plasmamembran und
rdumlichen Distanz zum Nucleus durch verschiedene Enzyme und Proteasomen degradiert. Im Gegen-
satz hierzu kann AICD aus der amyloidogenen Prozessierung, aufgrund seiner Entstehung im endoso-
malen Kompartiment, nach Bindung an JIP-1 oder Fe65 in den Nucleus translozieren und dort seine
genregulatorische Wirkung entfalten.

Neben diesem Modell zur Wirkung von AICD auf die Transkription werden auch alternative Vorgange
diskutiert. Eines der wichtigsten konkurrierenden Modelle beruht auf der Vermutung, dass Fe65 durch
Bindung an den C-Terminus von APP aktiviert wird und nach dem y-Sekretase-Schnitt gemeinsam mit
AICD freigesetzt wird. Auf dem Weg zum Nukleus wird dabei AICD degradiert, wahrend Fe65 durch
Bindung an Tip60 die genregulatorischen Prozesse aktiviert (CAO, SUDHOF, 2004). In diesem Modell
waére das Vorliegen von AICD im Nukleus nicht zwangslaufig fur die genregulatorische Wirkung von
APP notwendig, sodass die Herkunft aus der amyloidogenen bzw. nicht-amyloidogene Prozessierung
keine Rolle spielen wiirde. Dabei waren auch beide Modelle denkbar, die nebeneinander als parallele

Regulationswege existieren kénnten.
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Trotz der vorangehend betrachteten Studien wird die genregulatorische Wirkung von AICD bis heute
kontrovers diskutiert. Dies liegt u. a. daran, dass aufgrund der kurzen Halbwertszeit von wenigen Mi-
nuten der Nachweis von AICD im Nukleus und dessen Interaktion mit genregulatorischen Faktoren nur
schwer gelingt (CUPERS et al., 2001). Andererseits liel3 sich die Regulation einiger zundchst ermittelter
Ziel-Gene nicht immer reproduzieren, sodass Zweifel an diesen Regulationsmechanismen entstanden
(Zusammengefasst am Beispiel von NEP in (GRIMM et al., 2013b). Als mdglicher Grund hierflr kénn-
ten einerseits Zelltyp-spezifische Effekte aber auch methodische Unterschiede genannt werden. Dabei
ist aufféllig, dass insbesondere in Folge von Veranderungen des aus der nicht-amyloidogenen Prozes-
sierung entstehenden AICDs keine transkriptionellen Effekte beobachtet wurden (WALDRON et al.,
2008), was das oben genannte Modell von Belvaey et al. bekraftigt. In diesem Zusammenhang ist es
zudem wichtig darauf hinzuweisen, dass, durch unterschiedliche Positionen der Prozessierung, AICD-
Peptide mit unterschiedlicher Lange entstehen. Neben AICD 57 und AICD 59 entsteht so auch AICD
50. Dieses durch den sog. e-Schnitt von APP gebildete verkiirzte Peptid hat eine groRe Homologie zum
S3 Schnitt von Notch, weswegen ihm in den letzten Jahren vermehrte Aufmerksamkeit zukam (PINNIX
et al., 2013; YU et al., 2001). Es ware moglich, dass, dhnlich wie fiir Ap gezeigt, auch den AICD-

Peptiden mit variierender Lange unterschiedliche Funktionen zukommen.

Diese Erkenntnisse zeigen, dass die bis heute kritisch diskutierte genregulatorische Wirkung von AICD
von einer Vielzahl von Faktoren abhéngig ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher in verschiedenen
Modellen, sowohl mittels Zellkulturversuchen als auch im in vivo Modell die mdgliche transkriptionelle
Regulation der Enzyme der Sulfatid-Synthese durch AICD untersucht. Dabei wurden nicht nur genetisch
bedingte Veranderungen des AICD-Gehaltes durch Knock-Out oder tberexprimierende Zellen unter-
sucht, sondern auch der Einfluss von einer Inkubation mit synthetischem AICD auf die Genregulation
analysiert. Durch die Verwendung verschiedener Methoden sollte die Mdglichkeit eines falsch-positi-
ven oder falsch-negativen Ergebnisses reduziert werden und somit die Eigenschaft von AICD als gen-

regulatorisches Peptid anhand eines weiteren Gens betétigt werden.

5.6.2 Einfluss von AICD auf die Sulfatid-Synthese

Nach den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit wurde vermutet, dass eine genregulatorische Wirkung
von AICD auf die Enzyme der Sulfatid-Synthese CGT und CST vorliegt. Um diese Frage zu beantwor-
ten wurden zundchst MEF-Zellen mit einem C-terminal um 15 Aminoséuren verkirzten APP betrachtet.
Diesen MEF APPACT15-Zellen fehlt die sog. YENPTY-Sequenz die fur die Interaktion von AICD mit

seinen Adapterproteinen essentiell ist, sodass kein funktionsfahiges AICD entstehen kann.

Wie in Abbildung 15 und Abbildung 16 dargestellt, zeigte sich eine signifikante Steigerung des Sulfatid-
Gehaltes auf das ca. 2-fache der Kontrolle sowie eine 5-fach hohere CST-Genexpression in diesen Zel-

len. Zwischen der Effektstérke auf den Sulfatid-Gehalt und die Genexpression der CST lie sich kein

148



Diskussion

signifikanter Unterschied nachweisen. Der zuvor in den MEF APP/APLP2"-Zellen beobachtete Anstieg
der CGT-Genexpression liel} sich in den MEF APPACT15-Zellen nicht nachweisen, hier zeigte sich nur
ein geringer, nicht signifikanter Anstieg der CGT-Genexpression. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in der Sulfatid-Synthese wird durch die CST katalysiert, womit diesem Enzym bei der Regulation
des Sulfatid-Metabolismus die groRere Bedeutung zukommt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ver-
mutet, dass die genregulatorische Wirkung von AICD (berwiegend die CST betrifft, wobei nicht aus-
geschlossen werden kann, dass auch die Beeinflussung der CGT eine untergeordnete Relevanz besitzt.
Interessanterweise zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Effektstarken des Sulfatid-
Gehaltes der MEF APPACT15-Zellen und der MEF PS1/27-Zellen, sodass vermutet werden kann, dass
der Effekt in den MEF PS1/27--Zellen ebenfalls durch AICD vermittelt wird.

Um diese Ergebnisse weiter zu unterstitzen wurde zusatzlich der Einfluss auf die Genexpression der
CGT und CST nach Inkubation mit synthetischem AICD untersucht. In friheren Studien konnte fiir
dieses ca. 20 Aminoséure-lange Peptid bereits eine genregulatorische Wirkung auf andere Zielgene
nachgewiesen werden. Mit Hilfe von FITC-markiertem AICD konnte aulRerdem eine suffiziente Auf-
nahme in die Zelle und Kolokalisation im Nukleus fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden
(GRIMM et al., 2015a; ROBINSON et al., 2014). Um unspezifische, durch die Inkubation mit einem
kurzen Peptid bedingte, Effekte auszuschlieRen ware ein vergleichbares Peptid mit unspezifischer Ami-
nosaure-Sequenz als Kontrolle sinnvoll. Fiir die hiesigen Untersuchungen wurde jedoch eine Lésungs-
mittelkontrolle gewéhlt, da nach Inkubation mit Apao, einem anderen Peptid &hnlicher L&nge, kein Ef-

fekt auf die Genexpression der Enzyme beobachtet wurde.

In Folge der AICD-Inkubation auf MEF APPACT15-Zellen kam es zu einer signifikanten Reduktion
der CST-Genexpression, wobei sich fur die CGT ebenfalls eine leichte, nicht signifikante Reduktion der
Genexpression zeigte (Abbildung 17). Um die Hemmung der CST-Transkription durch AICD mit Hilfe
einer anderen Methode zu bestatigen erfolgte zusétzlich ein Promotoraktivitatsversuch in welchem
ebenfalls eine signifikante Reduktion der CST-Promotoraktivitat durch AICD beobachtet werden
konnte (Abbildung 18). Die Unterschiede in der Effektstarke beruhen dabei am ehesten auf den verwen-
deten Methoden der AICD-Inkubation. Nach der Lipofektions-basierten Methode, welche zur Untersu-
chung der Promotoraktivitét verwendet wurde, konnte im Rahmen von friiheren Studien eine fiinffach
geringere Aufnahme von AICD in die Zelle im Vergleich zu der langfristigen Inkubation beobachtet
werden (GRIMM et al., 2015a). Des Weiteren kénnen Effekte auf die Transkription die durch die His-
ton-Acetylierung bedingt sind im Promotoraktivitatsversuch nicht erfasst werden, wobei gezeigt werden
konnte, dass der AFT-Komplex u. a. Giber diesen Mechanismus in die Genregulation eingreift. Dies zeigt
madgliche Schwéchen dieses Versuchsaufbaus, weswegen mit Hilfe weiterer Methoden die bisherigen

Ergebnisse validiert wurden.
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Wie bereits im vorangehenden Abschnitt erwéhnt, gewinnt AICD 50 in den letzten Jahren zunehmende
Relevanz. AICD 50 entsteht durch den e-Schnitt der y-Sekretase und bildet eines der h&ufigsten physi-
ologisch vorkommenden AICD-Peptide (PINNIX et al., 2013). Durch eine Uberexpression in zwei ver-
schiedenen Zelllinien, den MEF APPACT15-Zellen und den SH-SY5Y wt-Zellen, sollte daher die Rolle
des physiologisch vorkommenden AICD 50 auf die CST analysiert werden. Es zeigte sich in den
MEF APPACT15-Zellen eine signifikante Reduktion der Genexpression der CST, sowie auch des Ge-
samt-Sulfatid-Gehaltes (Abbildung 19). Auch in der C50 Uberexprimierenden Neuroblastom-Zelllinie
konnte eine signifikante Verminderung des Sulfatid-Gehaltes gemessen werden. Dies bestatigt die gen-
regulatorische Wirkung von AICD sowohl in Fibroblasten als auch in Neuroblastomzellen, was darauf

hinweist, dass es sich hierbei um Zelltyp-ubergreifende-Effekte handeln kdnnte.

Wie oben beschrieben wird diskutiert, dass zur Vermittlung der genregulatorischen Eigenschaften von
AICD die Bildung des AFT-Komplexes bendtigt wird. Ein Knock-Down des Adapterproteins Fe65
(Genname APBB1) sollte sich somit auf gleiche Art wie der Verlust von AICD auf die CST-Genexpres-
sion auswirken. Tatsachlich zeigte sich in SH-SY5Y APBB1 KD-Zellen (Reduktion der Fe65-Genex-
pression um 58 %) eine signifikante Steigerung der CST- und CGT-Genexpression auf das ca. 2-3fache
der Kontrollzellen (Abbildung 20). Die hier nachgewiesene Steigerung der CGT-Expression kénnte da-
flirsprechen, dass neben AICD auch andere Fe65-Adapterpeptide die CGT-Genexpression zusétzlich

beeinflussen.

Die Ergebnisse aus dem Zellkulturmodell konnten auch in vivo im Mausmodell verifiziert werden. So-
wohl im Hippocampus von APP”-Méusen als auch in APPACT15-Mausen konnte eine signifikante
Steigerung der CST-Genexpression auf das 2—3fache nachgewiesen werden (Abbildung 22). Interessan-
terweise zeigte sich der Sulfatid-Gehalt in der gleichen Region bei den APP/-Mausen nicht signifikant
erhoht. Bei den APPACT15-M4&usen konnte eine signifikante Steigerung des Sulfatid-Gehaltes im Hip-
pocampus nachgewiesen werden. Mit einer Effektstarke von ca. 15 % ist diese Steigerung des Sulfatid-
Gehaltes jedoch signifikant geringer im Vergleich zur Steigerung der Genexpression der CST (Abbil-
dung 21). Dieses Ergebnis spricht dafir, dass es im Gehirn zu Regulationsmechanismen kommt, um
einer zu starken Anreicherung von Sulfatiden entgegenzuwirken. Hierbei kdnnte beispielsweise eine
vermehrte Degradation eine wichtige Rolle spielen, was jedoch bisher nicht untersucht wurde. Interes-
santerweise lieR sich nicht nur im Mausmodell die in vivo Relevanz bestatigen. Eine Messung der CST-
Genexpression in post mortem Hirngewebe von Alzheimer-Patienten erbrachte eine signifikante, nega-
tive Korrelation der CST-Genexpression mit dem APP-Proteingehalt (Abbildung 23). Ahnliche Korre-
lationen konnten auch fiir andere AICD regulierte Gene beobachtet werden (LAUER et al., 2020). Dies
besétigt, dass moglicherweise auch im humanem Hirngewebe AICD die CST-Genexpression hemmen
kdnnte, was eine mogliche Erklarung fur den Verlust der Sulfatide im Verlauf der Alzheimer Erkran-

kung sein konnte.
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Ergénzend zu den vorangehenden Untersuchungen sollte auch der Effekt von AICD im Zusammenhang
mit der familidren Alzheimer-Erkrankung analysiert werden. Insbesondere fiir die APPswe Mutation
konnte eine groBere Affinitdat zur B-Sekretase nachgewiesen werden (CITRON et al., 1992). Entspre-
chend dem Modell von Belvaev et. al sollte dies zur vermehrten Bildung von transkriptionell aktivem
AICD fuhren (BELYAEV et al.,, 2010). Tatséchlich konnte in einem 5xFAD-Mausmodell
(REINHARDT et al., 2014), welches u. a. die APPswe Mutation trégt, eine ca. 25%ige Reduktion der
CST-Genexpression im Vergleich zur Wildtyp-Maus gemessen werden (Abbildung 24). Es bleibt je-
doch unklar, wie sich die anderen Mutationen auf die CST-Genexpression auswirken. Bei diesen Uber-
wiegend Presenilin betreffenden Mutationen handelt es sich um ,,loss of function“-Mutationen, die zu
einer geringeren y-Sekretase-Aktivitit bei gleichzeitiger Erhohung des APa42 beitragen. Inwiefern sich
dies auf die Entstehung von transkriptionell aktivem AICD auswirkt, wurde bisher nur wenig untersucht.
Es ist jedoch zu vermuten, dass eine reduzierte AICD-Synthese vorliegt, was wiederum in einer gestei-
gerten CST-Genexpression resultieren misste. Im Zellkulturmodell liel? sich am Beispiel der Genregu-
lation von PGCla tatsdchlich ein geringerer Effekt von AICD bei Vorliegen der unterschiedlichen
Presenilin-Mutationen im Vergleich zum Wildtyp nachweisen (ROBINSON et al., 2014).

Zusammenfassend lasst sich an Hand der Ergebnisse dieser Arbeit die genregulatorische Wirkung von
AICD am Beispiel der CST bestatigen. Es konnte mit Hilfe verschiedener methodischer Ansétze gezeigt
werden, dass AICD, wahrscheinlich vermittelt Gber das Adapterprotein Fe65, die CST-Genexpression
reduziert. Dieser Regulationsmechanismus scheint sowohl in Mausfibroblasten als auch in Neu-
roblastomzellen sowie im murinen und humanem Gehirngewebe eine Rolle zu spielen. Aufgrund der
Reproduzierbarkeit in verschiedenen Gewebearten kann vermutet werden, dass unter physiologischen
Bedingungen auch im menschlichen Gehirn dieser Regulationsmechanismus eine Rolle spielen kdnnte.
Dies musste jedoch in weiteren Studien genauer untersucht werden. Aufgrund der Ergebnisse dieser
Arbeit gibt es Hinweise aus dem murinen Alzheimermodell der 5x FAD-Maus, dass das aus der amy-
loidogenen Prozessierung entstandene AICD fir die regulatorische Wirkung auf die CST-Genexpres-
sion verantwortlich ist. Um diese These weiter zu bekréftigen, missten jedoch mit Hilfe von -Sekre-
tase-Inhibitoren oder genetischem Knock-Out weitere Untersuchungen erfolgen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit konnten einen Einfluss von AICD auf die Sulfatid-Synthese durch eine Reduktion der Genex-
pression der CST zeigen. Eine ebenso grofie Bedeutung fiir den Sulfatid-Gehalt in der Zelle spielt jedoch
der Katabolismus der Sulfatide welcher tber das Enzym Arylsulfatase A katalysiert wird. Bisher exis-
tieren hierzu keine Studien, sodass zur Beurteilung des Einflusses von APP auf den Sulfatid-Metabolis-

mus im Gesamten, auch Untersuchungen der Sulfatid-Degradation durchgefiihrt werden sollten.

Zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit, wurde die genregulatorische Wirkung von AICD auf die

Sulfatid-Synthese erstmalig untersucht. Interessanterweise zeigten sich jedoch bereits in anderen Unter-
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suchungen Zusammenhange zwischen AICD und dem Sphingolipid-Stoffwechsel. In einer friiheren Stu-
die konnte gezeigt werden, dass AICD die Genexpression der SPT, die den geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt der Sphingolipid-de novo-Synthese katalysiert, signifikant reduziert (GRIMM et al.,
2011a). Dies konnte zusatzlich zu dem bereits genannten Effekt auf die CST durch eine reduzierte Sub-
stratmenge zu einer Reduktion der Sulfatide beitragen. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden,
dass sich die y-Sekretase, durch ihr Substrat APP, auch auf den Gangliosid-Metabolismus auswirkt.
AICD flihrt dabei, durch eine Verminderung der GCS-Aktivitat zu einer Reduktion der Gangliosid-
Synthese (GRIMM et al., 2014a). In Folge der verminderten GCS-Aktivitét tritt eine Akkumulation von
Ceramiden ein, welche durch die Reduktion der Sulfatid-Synthese nochmals verstarkt wird. Dieser Ak-
kumulation von Ceramiden wirkt jedoch die reduzierte SPT-Genexpression entgegen, sodass insgesamt
der Ceramid-Gehalt im Gleichgewicht gehalten wird. Ceramide bilden auch den Ausgangspunkt weite-
rer Lipidstoffwechselwege (z. B. Signalmolekiile wie Sphingosin-1-Phosphat), sodass AICD hiertiber
eine bedeutende Rolle in der Regulation wichtiger zellul&rer Prozesse zukommt. Ferner konnte in einer
weiteren Studie eine Verminderung der GD3S-Genexpression durch AICD nachgewiesen werden. Die-
ses Enzym katalysiert bei der Gangliosid-Synthese den Umbau von GM3 in GD3, sodass bei einer ver-
minderten Expression die aus GM3 synthetisierten Ganglioside der a-Serie tiberwiegen (GRIMM et al.,
2012).

Neben der direkten Beeinflussung des Sphingolipid-Metabolismus wird AICD auch eine Wirkung auf
die Genregulation von LRP1 zugeschrieben (LIU et al., 2007). LRP1 bildet dabei einen wichtigen In-
teraktionspartner fur ApoE. Es konnte gezeigt werden, dass AICD die Genexpression von LRP1 ver-
mindert, gleichzeitig kommt es durch einen Verlust von LRP1 zu einer Erhéhung von ApoE im Gehirn
transgener Mause (LIU et al., 2007). Interessanterweise lie sich in einer anderen Studie beobachten,
dass der LRP1-Knock-out zu einer Reduktion der zerebralen Sulfatide fuhrt, was wiederum durch den
erhdhten ApoE-Gehalt und einen vermehrten Abtransport in die Peripherie bedingt sein kénnte (LIU et
al., 2010). Dies zeigt, dass AICD den zerebralen Sulfatid-Gehalt nicht nur durch eine direkte Beeinflus-
sung der CST inhibiert, sondern den Sulfatid-Spiegel zusatzlich durch die Reduktion der LRP1-Genex-

pression vermindern kénnte.

Diese Erkenntnisse aus friiheren Studien zeigen, dass eine enge Verknipfung des Sphingolipid-Meta-
bolismus mit AICD und, wie im vorangehenden Kapitel beschrieben, auch anderen APP-Prozessie-
rungsprodukten besteht. Die unterschiedlichen Effekte von AICD und AP flhren einerseits zu einer
Reduktion der de novo-Synthese von Ceramiden, anderseits jedoch zu einer reduzierten Synthese von
komplexeren Sphingolipiden, was in der Summe betrachtet unter physiologischen Bedingungen den
Ceramid-Gehalt in der Zelle wieder im Gleichgewicht halt. In Abbildung 57 werden diese Zusammen-

h&nge nochmal schematisch verdeutlicht.
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Abbildung 57: Schematische Darstellung des Einflusses von AICD und Ap auf den Sphingolipid-
stoffwechsel. Die Abbildung fasst die bisher bekannten Auswirkungen der APP-Prozessierungspro-
dukte auf den Metabolismus der Sphingolipide schematisch zusammen. Gelb unterlegt sind die im Rah-
men dieser Arbeit hinzugewonnenen Erkenntnisse einer reduzierten Sulfatid-Synthese durch den Ein-
fluss von AICD auf die CST-Genexpression und in geringerem Male auch die CGT-Expression. Aus
friheren Studien ist bekannt, dass AICD dartber hinaus die Expression der SPT, der GCS, der GD3S
und von LRP1 reduziert. Darliber hinaus wirkt Ap stimulierend auf die nSMase und hemmend auf die
GD3S und LRP1. Der reduzierten Umwandlung von Ceramiden in GlucCer und GalCer sowie der ver-
mehrten Bildung von Ceramiden aus Sphingomyelin, steht eine verminderte de novo-Synthese von Ce-
ramiden entgegen. Die APP-Prozessierungsprodukte halten somit, durch ihre unterschiedlichen Effekte,
den Ceramid-Level im Gleichgewicht.

5.7 Beeinflussung der APP Prozessierung durch Sulfatide

5.7.1 Dosis-abhéngige Reduktion des AB-Gehaltes durch Sulfatide im Zellkulturmodell

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es im kortikalen Gewebe des Frontallappens von
Alzheimer-Patienten, im Vergleich zu den nicht an Alzheimer erkrankten Kontrollen, zu einer signifi-
kanten Reduktion des Sulfatid-Gehaltes kommt. Gleichzeitig lie3 sich im Zellkultur- und Mausmodell
eine Inhibition der Sulfatid-Synthese durch AICD nachweisen. Die bisherigen Ergebnisse konnten dem-
nach eine enge Assoziation der Sulfatide mit der APP-Prozessierung und der Alzheimer-Pathologie

nachweisen. Das Ziel der weiteren Versuche war es zu untersuchen, ob umgekehrt auch Sulfatide die
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APP-Prozessierung beeinflussen und sich hieraus Konsequenzen fiir die pathophysiologischen Prozesse

bei der Alzheimer-Erkrankung ergeben.

Zu diesem Zweck erfolgten Inkubationen von Neuroblastom Zellen mit einem aus Schweine-Gehirn
extrahierten Sulfatid-Gemisch. Dieses Gemisch wurde aufgrund seiner Ahnlichkeit zum zerebralen Sul-
fatid-Muster beim Menschen verwendet. Des Weiteren konnten so spezifische Effekte durch das Uber-
angebot einzelner Fettsauren vermieden werden. Die Inkubation erfolgte, aufgrund von friiheren Studien
an anderen Zelllinien, in einer zu diesen Studien vergleichbaren Konzentration von 20 uM (BRUUN et
al., 2007; ROESKE-NIELSEN et al., 2004; ZENG, HAN, 2008). Die suffiziente Aufnahme der (iber 24
Std. inkubierten Sulfatide konnte mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden, wobei sich im
Vergleich zu den Kontrollen eine 25-fache Steigerung der Sulfatide zeigte (Abbildung 27). Die Inkuba-
tion der Sulfatide erfolgte auf Wildtyp- bzw. APP-tberexprimierenden-Zellen, die auch endogen pro-
duzierte Sulfatide besitzen, sodass die Sulfatid-Konzentration nach der Inkubation (iber dem physiolo-
gischen MaR lag. Fir einige Sphingolipide, insbesondere Ceramide, konnte eine Beeinflussung der Zell-
viabilitat in friheren Studien nachgewiesen werden (CZUBOWICZ, STROSZNAJDER, 2014). Aus
diesem Grund waren Kontrollversuche notwendig die eine generelle Beeinflussung der Zellintegritat
durch die erhéhte Sulfatid-Konzentration ausschlieen konnten. Weder die Zytotoxizitat, noch die sek-
retorische Funktion der Zellen wurden durch die Sulfatid-Inkubation signifikant beeinflusst (Abbildung
28), sodass unter Verwendung dieser Inkubationsbedingungen die Untersuchung der APP-Prozessie-

rung in mehreren Schritten erfolgen konnte.

Die Analyse des AB-Gehaltes im Medium der inkubierten Zellen zeigte eine signifikante Reduktion von
AP nach Zugabe von Sulfatiden in verschiedenen Konzentrationen, wobei der AB-Gehalt nach Inkuba-
tion mit 20 uM Sulfatiden um ca. 60 % am stérksten reduziert war (Abbildung 29). Dabei ergab sich
eine negative Korrelation zwischen dem AB-Gehalt im Medium und der bei der Inkubation verwendeten
Sulfatid-Menge. Mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,92 zeigte sich diese hochsignifikant, sodass
eine direkte Dosis—Wirkungs-Beziehung im Zellkulturmodell angenommen werden kann. Bei der Alz-
heimer-Erkrankung spielt insbesondere die Entstehung von ABa, eine besondere Rolle, da diesem auf-
grund seiner stiarkeren Aggregationstendenz eine gréBere Neurotoxizitat zugeschrieben wird (siehe
hierzu auch Abschnitt 2.4). Die getrennte Untersuchung von AP und A2 zeigte eine signifikante Re-
duktion beider AB-Spezies (APao: 58%ige Reduktion, APa2: 62%ige Reduktion). Zwischen diesen bei-
den Peptiden ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 30). Vergleicht man die Effekt-
starken mit den in der Literatur beschriebenen Effekten durch andere Lipide, finden sich bei einer Inku-
bation mit 10 uM Sulfatiden vergleichbare Effekte wie nach Inkubation mit 10 uM Stigmasterin bzw.
100 pM Docosahexaensdure (BURG et al., 2013; GRIMM et al., 2011b). Die Effektstarken nach Inku-

bation mit 20 pM Sulfatiden sind vergleichbar mit den durch medikament6se Reduktion von Cholesterin
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erreichbaren Effekten (FASSBENDER et al., 2001). Nach Statintherapie, und hierdurch bedingter Re-
duktion des Cholesteringehaltes, konnte im APP-transgenen-Mausmodell auch eine Verringerung der
Senilen Plaques und Verbesserung der kognitiven Funktionen nachgewiesen werden (KURATA et al.,
2011). Aufgrund der vergleichbaren Effektstarken im Zellkulturmodell kénnte daher diskutiert werden,
dass eine Erhéhung der Sulfatid-Spiegel sich auch in vivo auf die Alzheimer-Pathologie auswirken

konnte.

Interessanterweise konnte eine Reduktion des AB-Gehaltes durch Inkubation mit Sulfatiden auch im
Rahmen einer friiheren Studie beobachtet werden. Han et al. zeigten ebenfalls eine signifikante, dosis-
abhéngige Minderung des AB-Gehaltes im Medium von H4-Zellen in Folge einer Inkubation mit Sul-
fatiden (ZENG, HAN, 2008). Die Inkubation erfolgte in dieser Studie ebenfalls tiber 24 Std., wobei bei
einer Konzentration von 30 uM Sulfatiden eine relative Reduktion von A4 um ca. 30 % und von A4
um ca. 60 % gemessen wurde (ZENG, HAN, 2008). Wahrend die Reduktion von A4z in der vorliegen-
den Arbeit in dhnlicher Effektstirke beobachtet werden konnte war die Verminderung von A4 hier
deutlich starker ausgepragt. Diese Differenz lasst sich am ehesten durch die unterschiedlichen Inkuba-
tionsbedingungen erkléren, wobei in der Studie von Han et al. zur Verbesserung der Sulfatid-Aufnahme
zusétzlich Methyl-p-Cyclodextrin (50 uM) im Medium enthalten war (ZENG, HAN, 2008). MethyI-f3-
Cyclodextrin ist eine Chemikalie die haufig verwendet wird, um den Cholesteringehalt in Membranen
zu reduzieren, wobei vor allem die Eigenschaften der Lipid Rafts signifikant beeinflusst werden
(MAHAMMAD, PARMRYD, 2015). Diese Mikrodomanen sind insbesondere fur die amyloidogene
Prozessierung von APP relevant (siehe hierzu auch Abschnitt 5.7.3.3), sodass die gleichzeitige Inkuba-
tion mit Methyl-B-Cyclodextrin die APP-Prozessierung unabhangig von den zugegeben Sulfatiden be-
einflussen konnte. Einen weiteren Aspekt bildet die Beeinflussung der Endozytose durch Methyl-f-
Cyclodextrin. Es konnte beobachtet werden, dass sowohl die Clathrin-unabhé&ngige Endozytose als auch
die Clathrin-mediierte Endozytose durch Methyl-B-Cyclodextrin beeinflusst werden konnen
(VERCAUTEREN et al., 2010). Auch die Eigenschaften von Lysosomen verdndern sich im Zellkultur-
modell durch die Inkubation mit Methyl-B-Cyclodextrin (JADOT et al., 2001). Ahnlich wie die Lipid
Raft-Doménen ist das Endo-Lysosomale-System im Zusammenhang mit der APP-Prozessierung eben-
falls Uberwiegend fur die amyloidogene Prozessierung von Bedeutung. Die geringere Effektstarke in
der Studie von Han et al. kdnnte, neben Zelltyp-spezifischen Unterschieden, somit auch Folge der si-
multanen Inkubation mit Methyl-B-Cyclodextrin sein. Insbesondere Effekte der Sulfatide auf die Lipid
Raft-Doménen oder das Endo-Lysosomale-System konnten hierdurch nicht mehr vollstdndig erfasst

werden.

Die mechanistischen Ursachen der durch den erhéhten Sulfatid-Gehalt bedingten Ap-Reduktion sollten
im weiteren Verlauf erarbeitet werden. Hierzu wurden sowohl die Effekte auf die APP-Prozessierung

als auch auf die Ap-Degradation genauer analysiert.
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5.7.2 Ap-Degradation nach Inkubation mit Sulfatiden

Neben der AB-Synthese im Rahmen der APP-Prozessierung spielt auch die AB-Degradation fiir den AB-
Gehalt im Zellkulturmedium, aber auch in vivo im Gehirn, eine wichtige Rolle. Die AB-Degradation
wird dabei Uber eine Vielzahl von verschiedenen Metalloprotease katalysiert. Fur die folgenden Enzyme
konnte dabei eine in vivo Relevanz im Gehirn mit Hilfe von Versuchen am Mausmodell bestatigt wer-
den: ECE (engl. endothelin converting enzyme) 1 und 2, IDE, MMP (engl. matrix metalloproteinase) 2
und 9 sowie NEP (ECKMAN et al., 2003; IWATA et al., 2004; MILLER et al., 2003; YIN et al., 2006).
Mit Hilfe von verschiedenen Knock-out-Mauslinien konnte gezeigt werden, dass durch eine NEP-Defi-
zienz eine Verdopplung, durch eine IDE-Defizienz eine 50%ige Steigerung des zerebralen Ap-Gehaltes
bewirkt wird (IWATA etal., 2004; MILLER et al., 2003). Diesen beiden Enzymen wird daher die grofite
Bedeutung in vivo zugesprochen. In friheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass eine Beein-
flussung der AB-Degradation durch Lipide méglich ist. Fur die beiden mehrfach-ungeséttigten Fettséu-
ren Docosahexaensdure und Eicosahexaensdure konnte beispielsweise eine signifikante Steigerung der
AB-Degradation in Folge einer gesteigerten IDE-Aktivitat nachgewiesen werden (GRIMM et al., 2016).
Umgekehrt flhrte ein Mangel des Secosteroids Vitamin D im Mausmodell zu einer reduzierten NEP-
Expression und Ap-Degradation (GRIMM et al., 2014b). Daher sollte im Folgenden untersucht werden,
ob die AB-Degradation durch die Inkubation mit Sulfatiden verstirkt wird, was den reduzierten Ap-
Gehalt erkldren konnte. Aufgrund der Vielzahl der AB-degradierenden-Enzyme wurde zur Beurteilung
der AB-Degradation ein Versuchsaufbau gewéhlt mit welchem die Gesamtdegradation durch Zugabe
von synthetischem AP im Zellkulturmodell gemessen wurde. Es zeigte sich keine signifikante Beein-
flussung der AP Degradation durch die Inkubation mit Sulfatiden im Zellkulturversuch mit N2a Zellen
(Abbildung 31a). Um eine Beeinflussung durch endogen produziertes A zu vermeiden erfolgte die
Sulfatid-Inkubation und Messung der AB-Gesamtdegradation aus der murinen Neuroblastom Zelllinie
N2a. Diese Zelllinie produziert kein humanes AP, sodass durch anschlieBende Western Blot-Analyse
mit dem fir humanes AB-spezifischen Antikdrper W02, nur das synthetische A} gemessen wurde. Um
den Einfluss der Sulfatide auf die ApB-Degradation in SH-SY5Y Zellen zu untersuchen erfolgte zusétz-
lich die Messung der Aktivitat von NEP nach Inkubation mit Sulfatiden. Auch hier zeigte sich die Ak-
tivitdt unveréndert (Abbildung 31b). Es ist jedoch zu beachten, dass die AB-Gesamtdegradation nicht
auf SH-SY5Y Zellen gemessen wurde, weswegen beispielsweise Effekte auf IDE oder andere AB-de-
gradierende-Enzyme in SH-SY5Y-Zellen anhand dieser Ergebnisse nicht sicher ausgeschlossen werden

kdnnen.

5.7.3 Einfluss der Sulfatide auf die APP-Prozessierung

Die AB-Synthese erfolgt wie in Kapitel 2.3 beschrieben Uber die amyloidogene APP-Prozessierung,
wahrend Uber den alternativen Weg der nicht-amyloidogenen Prozessierung die Entstehung von A ver-

hindert wird. Somit ist die AB-Entstehung abhéngig vom Gleichgewicht der amyloidogenen zur nicht-

156



Diskussion

amyloidogenen Prozessierung. Um dieses Gleichgewicht zu untersuchen wurden die beim Schnitt der
a- bzw. B-Sekretase entstehenden sekretorischen Prozessierungsprodukte sAPPa und sAPP weiter un-
tersucht. Es zeigte sich nach Inkubation mit Sulfatiden eine signifikante Reduktion des sAPPB-Spiegels
um 30 %, wihrend sich keine Anderung des sAPPa-Spiegels nachweisen lieR (Abbildung 32). Diese
Verianderung spricht fiir eine reduzierte amyloidogene Prozessierung durch die -Sekretase. Zur Besté-
tigung dieser Ergebnisse erfolgte auch die Untersuchung des nach dem B-Sekretase-Schnitt in der Zell-
membran verbleibenden APP-Fragmentes B-CTF, welches dort der y-Sekretase als Edukt dient. Um
mogliche Effekte der y-Sekretase auf den B-CTF-Gehalt zu reduzieren wurden die Zellen zusétzlich mit
dem y-Sekretase-Inhibitor-X behandelt. Es zeigte sich auch fiir B-CTF nach Inhibition der y-Sekretase
eine signifikante Reduktion in Folge der Sulfatid-Inkubation (Abbildung 38). Die geringere Effektstarke
von ca. 10 % im Vergleich zu 30 % fiir sSAPPp konnte durch die nur inkomplette Inhibition der y-Sek-
retase (ca. 50 % Restaktivitat) bedingt sein, was aufgrund der nachgewiesenen reduzierten y-Sekretase-
Aktivitat (siehe hierzu Abschnitt 5.7.3.2) zu einer Steigerung des -CTF-Gehaltes fiihrt.

Durch eine Steigerung der nicht-amyloidogenen Prozessierung konnte APP als Substrat fiir B-Sekretase
nur noch in geringerer Menge zur Verfligung stehen. In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass
die a-Sekretase Aktivitét durch eine Verdanderung der Lipidzusammensetzung beeinflusst werden kann.
Hierbei konnte beispielsweise fir kurzkettige oder mehrfach ungesattigte Fettsauren eine Steigerung der
a-Sekretase Aktivitat gemessen werden (GRIMM et al., 2013a). Um den Einfluss der Sulfatide auf die
nicht-amyloidogene Prozessierung genauer zu untersuchen, erfolgte die Analyse der a-Sekretase-Akti-
vitat nach in vitro Inkubation mit Sulfatiden. Es lie} sich keine signifikante Beeinflussung der a-Sekre-
tase-Aktivitat unter den untersuchten Bedingungen nachweisen (Abbildung 33). Auch die Proteinlevel
der beiden tiberwiegend fiir die a-Sekretase-Aktivitat verantwortlichen Enzyme ADAM 10 und
ADAM 17 zeigten sich nach Inkubation mit Sulfatiden unverandert (Abbildung 33). Bei gleichzeitig
fehlender Verdnderung des sAPPa lie3 sich unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen somit

kein Einfluss auf die a-Sekretase durch den erhdhten Sulfatid-Gehalt messen.

Fir eine Vielzahl weiterer Lipide, insbesondere auch der Sphingolipidklasse, konnte in friiheren Studien
die Beeinflussung der amyloidogenen bzw. nicht-amyoidogenen Prozessierung von APP nachgewiesen
werden (BURG et al., 2013; GRIMM et al., 2008; GRIMM et al., 2011b; LU et al., 2019; PUGLIELLI
et al., 2003). Fir Ceramide lief3 sich beispielsweise eine gesteigerte amyloidogene Prozessierung nach-
weisen (PUGLIELLLI et al., 2003), wéhrend durch Sphingomyelin eine Reduktion der amyloidogenen
Prozessierung zu verzeichnen war (LU et al., 2019). Die beobachtete Reduktion der amyloidogenen
Prozessierung durch Sulfatide lie} vermuten, dass sowohl Sphingomyelin als auch Sulfatide als Gegen-
spieler zu Ceramiden wirken konnten. Diese Theorie sollte mit Hilfe der folgenden Versuche weiter

mechanistisch untersucht werden.
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5.7.3.1 Sulfatide reduzieren die p-Sekretase-Aktivitat tber zwei unabhangige Mechanismen

Die B-Sekretase-Aktivitat ist abhdngig von dem Enzym BACEL welches die proteolytische Spaltung
von APP Kkatalysiert. Die Aspartatprotease BACEL gehort zur Pepsinproteinfamilie und besitzt neben
APP noch viele weitere Substrate. Hierzu zéhlen die fiir die Myelinisierung von Nerven wichtigen Pro-
teine Neuregulin 1 und 3 (Nrgl und Nrg3), sowie auch der spannungsabhangige Natriumkanal 2
(Navp2), welcher vor allem fiir die erhohte Anfallsneigung bei BACE1-KO Méusen verantwortlich zu
sein scheint (zusammengefasst in (KOELSCH, 2017). Sulfatide stellen eines der wichtigsten Lipide in
der Myelinscheide dar, sodass ein Zusammenhang zwischen Neuregulin und Sulfatiden denkbar ware.
Die Regulation von BACEL durch Sulfatide kdnnte sich somit indirekt auf das aktive Neuregulin aus-
wirken, womit Sulfatide die Myelinisierung beeinflussen kdnnten. Hierzu existieren zum Zeitpunkt des
Verfassens dieser Arbeit jedoch keine genaueren Studien. Eine Schliisselfunktion kdnnte hierbei AICD
besitzen welches, neben des im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen negativen Effektes auf die Sul-
fatid-Synthese, auch die BACE1-Genexpression reguliert.

Die bisherigen Ergebnisse legten eine Beeinflussung der B-Sekretase-Aktivitat durch Sulfatide nahe.
Hierbei ware sowohl ein direkter Effekt auf die Aktivitdt des membranstandigen Enzyms denkbar, als
auch eine indirekte Auswirkung der Sulfatide auf die Transkription, die Proteinstabilitat oder die sub-
zellulére Lokalisation der B-Sekretase. Es wurde daher zunéchst die B-Sekretase-Aktivitat nach in vitro
Inkubation von Sulfatiden auf postnukleéren Fraktionen analysiert, wobei sich hierbei nur Effekte durch
eine direkte Beeinflussung des Enzyms messen lassen. Es lieR sich nach in vitro Inkubation kein direkter
Effekt nachweisen (Abbildung 34). Nach Inkubation von lebenden Zellen mit Sulfatiden zeigte sich
jedoch eine signifikante Reduktion der B-Sekretase-Aktivitdt um 34 % (Abbildung 34) was flr einen
indirekten Effekt auf die B-Sekretase spricht. Dies soll im Verlauf der Arbeit noch néher untersucht

werden.

Aufgrund der genannten Vielzahl von Substraten der B-Sekretase sollte nachgewiesen werden, dass die
reduzierte (-Sekretase-Aktivitat tatséchlich eine verminderte amyloidogene APP-Prozessierung zur
Folge hat. Wie bereits im vorangehenden Abschnitt beschrieben zeigte sich sSAPPf in Folge der Sulfatid
Inkubation ebenfalls um ca. 30 % reduziert (Abbildung 32). Die Effektstarken auf die B-Sekretase-Ak-
tivitdt und SAPPP unterschieden sich dabei nicht signifikant voneinander, sodass die Wirkung auf das
Substrat APP bestatigt werden konnte. Anhand dieser Ergebnisse ist es nicht méglich zu unterscheiden,
ob auch die Proteolyse der anderen Substrate von BACEL durch Sulfatide reduziert wird. Eine méglichst
geringe Beeinflussung der anderen Substrate ware fir eine potentielle therapeutische Anwendung vor-
teilhaft. Um dies weiter zu analysieren konnten die proteolytischen Produkte der anderen Substrate in
kiinftigen Studien untersucht werden. Im Folgenden sollte jedoch zunéchst der zugrundeliegende Me-

chanismus fur die reduzierte B-Sekretase-Aktivitat erarbeitet werden.
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Um die indirekte Beeinflussung der 3-Sekretase zu analysieren wurde zunachst der BACE1-Protein-
gehalt nach Inkubation mit Sulfatiden untersucht. Hier konnte eine signifikante Reduktion um ca. 22 %
gemessen werden (Abbildung 35). Die Uberpriifung des BACE1-mRNA-Gehalts zeigte eine nicht sig-
nifikante Steigerung der Expression von BACEL, was mdglicherweise auf eine Gegenregulation hin-
deutet. Eine veranderte Genexpression war somit nicht urséchlich flir den beobachteten Effekt auf den
Proteingehalt. Durch Zugabe des Translationsinhibitors Cycloheximid fur 24 Std. konnten die beobach-
teten Effekte auf den BACEL-Proteingehalt nicht nivelliert werden (Abbildung 35). Der BACE1-Pro-
teingehalt in der Zelle &ndert sich nach Inhibition der Translation nur noch infolge der Degradation des
Enzyms. Bei einer Halbwertszeit des Proteins von 16 Std. kann so der Effekt der Sulfatide auf die Pro-
teindegradation gemessen werden (PUGLIELLI et al., 2003). Oben genanntes Ergebnis fuhrt somit zu
der Annahme, dass ein erhohter Sulfatid-Gehalt zu einer Steigerung der BACE1-Degradation fiihrt. Die
Proteinstabilitdt von BACEL wird berwiegend reguliert durch eine GGA3-abhangige-Sortierung des
Proteins in das lysosomale Kompartiment in welchem dann die Degradation von BACE1 stattfindet
(KOH et al., 2005). Sulfatide werden ebenfalls innerhalb der Lysosomen abgebaut, weswegen bei einem
Sulfatid-Uberschuss eine Anreicherung des Lipids in diesem Kompartiment stattfindet (WITTKE et al.,
2004). Es sollte daher untersucht werden ob die Inkubation mit Sulfatiden die lysosomale BACE1-De-
gradation beeinflusst. Nach Inkubation mit dem Lysosomeninhibitor Chloroquin lieR sich schlieBlich
kein signifikanter Unterschied mehr im BACEZ1-Proteingehalt zwischen den mit Sulfatiden behandelten
Zellen und den Kontrollzellen nachweisen (Abbildung 35). Sulfatide scheinen somit die lysosomale

Degradation von BACEL1 zu steigern wodurch die amyloidogene Prozessierung reduziert wird.

In diesem Zusammenhang ist eine aktuelle Studie von Fan et al. erwahnenswert (FAN et al., 2019). Hier
konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte Aktivierung des Vitamin D-Rezeptors durch ein Vitamin D
Analogon, Paricalcitol, im Mausmodell zu einer Steigerung der lysosomalen BACE1-Degradation flhrt.
In einer weiteren Studie lieR sich auch nach einer Inkubation mit Vitamin D bzw. Paricalcitol in der
Zellkultur eine Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat und des BACEL-Proteingehaltes nachweisen
(GRIMM et al., 2017c). Gleichzeitig beschrieben Popescu et al. wéhrend der Remyelinisierung im
Mausgehirn eine signifikante Steigerung des Sulfatid-Gehaltes in Folge einer Vitamin D-Substitution
(POPESCU et al., 2018). Maglicherweise kénnte demnach die Erhéhung des Sulfatid-Gehaltes durch
die Vitamin D-Zufuhr fur die gesteigerte BACE1-Degradation verantwortlich sein. Es ist jedoch bisher
nicht untersucht, ob unter physiologischen Bedingungen eine Aktivierung des Vitamin D-Rezeptors
bzw. eine Vitamin D-Substitution in der Zellkultur oder im Mausgehirn ebenfalls zu einer Steigerung
des Sulfatid-Gehaltes fuhrt.

Puglielli et al. konnten interessanterweise fiir Ceramide gegenldufige Effekte auf BACE1 beobachten.
Eine Inkubation mit 10 uM Ceramiden flihrte zu einer signifikanten Zunahme der Proteinstabilitat von
BACEL. Nach 16 Std. Inkubation liel? sich eine ca. 30%ige Reduktion des BACE1-Proteingehaltes in
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den Kontrollzellen nachweisen, wahrend nach Inkubation mit Ceramiden noch keine relevante Reduk-
tion des Proteingehaltes zu verzeichnen war (PUGLIELLI et al., 2003). Ceramide bilden zusammen mit
GalCer den direkten Vorlaufer der Sulfatide, sodass eine Verschiebung des Gleichgewichtes von Cera-
miden hin zu den Sulfatiden zu einer noch deutlicheren Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat fiihren
konnte. Ceramide sind auflerdem bekannt eine Beteiligung an der durch AB-mediierten Neurotoxizitét
zu haben und kénnten hierdurch die Alzheimer-Pathologie zusatzlich negativ beeinflussen. Interessan-
terweise lielen sich im Alzheimer-Gehirn auch erhdhte Ceramid-Spiegel nachweisen (HE et al., 2010).
Die gleichzeitige Reduktion des Sulfatid-Gehaltes kdnnte somit eine Verschiebung des Gleichgewichts
zugunsten der Ceramide bedeuten, was sich negativ auf die pathophysiologischen Prozesse der Erkran-

kung auswirken konnte.

Wihrend sich die B-Sekretase-Aktivitat nach Inkubation mit Sulfatiden um ca. 34 % reduziert zeigte,
lieR sich fur den BACEL-Proteingehalt nur eine 22%ige VVerminderung nachweisen. Diese Differenz der
Effektstarke zeigte sich nicht signifikant (p = 0,061), sie liel} jedoch darauf schlieRen, dass neben der
verstiarkten Degradation von BACE1 andere Effekte die Aktivitit der B-Sekretase zusétzlich beeinflus-
sen konnten. Ursachlich koénnte beispielsweise eine Veranderung der intrazellularen Verteilung von
BACEL1 sein. BACEL1 besitzt aufgrund seines PH-Optimums im sauren Bereich seine héchste Aktivitat
im Bereich der Endosomen (VASSAR et al., 1999), wahrend das an der Plasmamembran lokalisierte
BACEL1 nur eine geringe enzymatische Aktivitét besitzt. Es sollte daher untersucht werden, ob die int-
razellulédre Verteilung von BACE1L durch Sulfatide beeinflusst werden kénnte. Nach einer Endosomen-
praparation und anschlieBenden Messung des BACE1-Proteingehaltes und der Enzymaktivitat innerhalb
der Endosomen, zeigte sich fiir die B-Sekretase-Aktivitdt eine 40%ige und flr den Proteingehalt eine
45%ige Reduktion (Abbildung 36). Zwischen diesen beiden Ergebnissen liell sich kein signifikanter
Unterschied nachweisen (p = 0,814). Dies spricht dafir, dass Sulfatide zusatzlich zu einer verstarkten
Degradation von BACEL auch eine Veranderung der subzelluldren Lokalisation des Proteins bewirken.
BACEL1 unterliegt einem Recyclingmechanismus, wobei ein standiger Austausch zwischen dem an der
Plasmamembran befindlichen BACE1 und dem in den Endosomen bzw. dem Golgi-Apparat lokalisier-
ten BACEL stattfindet (TOH et al., 2018). Dieses Gleichgewicht sollte ebenfalls nach Sulfatid-Inkuba-
tion untersucht werden. Im Vergleich zum BACE1-Gesamtproteingehalt in der Zelle lieR sich eine
leichte nicht signifikante Steigerung des mittels Biotinylierung erfassten BACEL an der Zelloberflache
nachweisen (78 % vs. 85,5 %). Gleichzeitig zeigte sich eine signifikant starkere Reduktion innerhalb
der Endosomen (55 %, Abbildung 37). APP lag innerhalb der Endosomen nach Sulfatid-Inkubation in
gleicher Menge zur Kontrolle vor, was gegen eine generelle Beeinflussung der Endozytose durch die
Sulfatide spricht (Abbildung 36).
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Im Rahmen friiherer Studien konnte auch fiir andere Lipide eine Beeinflussung der subzelluléren Loka-
lisation von BACEL durch eine Verdnderung der Lipidzusammensetzung gezeigt werden. Eine Inkuba-
tion mit Stigmasterin flhrte beispielsweise zu einer Reduktion der Internalisierung von BACEL und
somit Erh6hung des BACE1-Gehaltes an der Plasmamembran (BURG et al., 2013). Weitere Studien
kénnten untersuchen welche Rolle Lipide generell bei der Endozytose von BACEL besitzen um hieraus

neue therapeutische Moglichkeiten zur Reduktion der AB-Synthese zu entwickeln.

Wie im Kapitel 5.7.1 beschrieben konnten Han et al. in H4 Zellen nach Inkubation mit Sulfatiden eben-
falls eine Reduktion von AP nachweisen. Im Gegensatz zu den hier beobachteten Ergebnissen konnten
Han et al. jedoch keine Verdnderung der B-Sekretase-Aktivitat beobachten (ZENG, HAN, 2008). Als
madgliche Ursache kdnnte die oben bereits erwéhnte Inkubation unter Zugabe von Methyl-f-Cyclodext-
rin eine Rolle spielen. Hierdurch bedingt kommt es, unabhéngig von den zugegebenen Sulfatiden, zu
einer Beeinflussung der Endosomen und Lysosomen (JADOT et al., 2001; VERCAUTEREN et al.,
2010). Dies konnte den durch die Sulfatide bedingten Effekten, sowohl auf die lysosomale Degradation
von BACEL als auch auf dessen Internalisierung, entgegenwirken und somit die diskrepanten Ergeb-
nisse erklaren. Eine andere Mdglichkeit, die die unterschiedlichen Ergebnisse bedingen kénnten, waren
Zelltyp-spezifische Effekte. Wahrend SH-SY5Y-Zellen eine humane Neuroblastom-Zelllinie darstellen

handelt es sich bei H4-Zellen um Glioblastomzellen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ein erhdhter Sulfatid-Gehalt durch zwei synergistische
Mechanismen die B-Sekretase-Aktivitat reduziert. Zum einen fihrt eine Inkubation mit Sulfatiden zu
einer vermehrten lysosomalen Degradation von BACE1. Zum anderen bewirkt der erhohte Sulfatid-
Gehalt eine reduzierte Internalisierung von BACE1 und somit Verschiebung von BACEL aus den En-
dosomen an die Zelloberfl4che. Hieraus resultiert dann, aufgrund der geringeren Enzymaktivitét an der
Plasmamembran, eine weitere Reduktion der B-Sekretase-Aktivitit. Die mechanistischen Zusammen-

hange werden in Abbildung 58 nochmals schematisch zusammengefasst.
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Abbildung 58: Mechanismus der Inhibition der B-Sekretase durch Sulfatide. Schematische Dar-
stellung des Einflusses der Sulfatide auf den Metabolismus und die intrazelluldre Lokalisation der B-
Sekretase. Sulfatide fiihren durch eine verstarkte lysosomale Degradation von BACE1 zu einem redu-
zierten BACEL1-Proteingehalt in der Zelle und konsekutiv verminderter 3-Sekretase-Aktivitat. Auf der
anderen Seite wird die intrazellulére Verteilung der B-Sekretase beeinflusst, wodurch insbesondere die
endosomal vorliegende B-Sekretase noch weiter reduziert wird. Gleichzeitig gelangt mehr B-Sekretase
an die Plasmamembran, dort ist ihre Aktivitat aufgrund des héheren pH-Wertes jedoch geringer. Die a-
Sekretase wurde durch Sulfatide im hier verwendeten Versuchsaufbau nicht beeinflusst.

5.7.3.2 Sulfatide hemmen die y-Sekretase Aktivitat

Wie in Abschnitt 4.4.3 beschrieben fuhrte die Inkubation mit 20 uM Sulfatiden zu einer signifikanten
Reduktion des AB-Gehaltes um 62 % im Vergleich zu den Kontrollzellen. Gleichzeitig lief? sich eine
signifikante Verminderung der B-Sekretase-Aktivitdt um 34 % nachweisen. Der AB-Gehalt war dem-
nach signifikant stérker reduziert als die B-Sekretase-Aktivitat (p = 0,009). Wie in den vorherigen Ab-
schnitten beschrieben konnte keine Verdanderung der AB-Degradation oder der nicht-amyloidogenen
Prozessierung beobachtet werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass auch eine Beeinflus-
sung des zweiten Schritts der amyloidogenen Prozessierung durch Sulfatide vorliegen kdnnte. Hinwei-
send hierauf zeigte sich nach Inkubation mit 20 uM Sulfatiden eine signifikante Steigerung des B-CTF-
Gehaltes um ca. 32 % (Abbildung 38). Dieses APP-Fragment ist zum einen abhéngig von seiner Entste-
hung in Folge des Schnitts der -Sekretase, zum anderen dient es der y-Sekretase als Edukt. Eine redu-

zierte y-Sekretase-Aktivitdt fithrt demnach zu einer Akkumulation von B-CTF. Wurde mit Hilfe eines
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Inhibitors die Enzymaktivitit der y-Sekretase gehemmt, zeigte sich eine Reduktion des B-CTFs, was die
Vermutung bestitigt, dass der durch Sulfatide erhohte B-CTF-Gehalt auf eine verminderte y-Sekretase-

Aktivitat zurtickzufihren ist.

Die y-Sekretase besteht aus einem membrangebundenen Multienzymkomplex, wobei PS 1 oder PS 2
das aktive Zentrum dieses Komplexes bilden. Weiterhin gehéren zum Komplex der y-Sekretase der
essentielle Bestandteil Nicastrin sowie die beiden Proteine Anterior pharynx-defective 1 (Aphla oder
Aph1b) und Presenilin enhancer 2 (DE STROOPER, 2003). Eine besondere Eigenschaft der y-Sekretase
ist die sog. regulierte-intramembrandse Proteolyse. Dieser als RIP (engl. regulated intramembrane pro-
teolysis) bezeichnete Vorgang beschreibt, dass der Schnitt des Substrats innerhalb der Mitte der Memb-
ran im hydrophoben Milieu erfolgt, ein VVorgang der nur fur wenige Enzyme bisher bekannt ist
(MCCARTHY et al., 2009). Fur die katalytische Aktivitit von PS 1 sind dabei zwei sich gegenuberste-
hende Aspartat-Reste verantwortlich, welche ebenfalls innerhalb der Transmembrandoméne von
Presenilin lokalisiert sind (WOLFE et al., 1999). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde vermehrt daran
geforscht, ob die Lipidkomposition der Membran die y-Sekretase Aktivitat beeinflussen kann. Dabei
lie} sich in verschiedenen Untersuchungen sowohl eine Beeinflussung der Aktivitit der y-Sekretase
durch die Kettenldnge der Fettsduren, die cis/trans-Position der Doppelbindungen, die Zahl der Doppel-
bindungen und die Kopfgruppe des Lipides nachweisen (AYCIRIEX et al., 2016; HOLMES et al.,
2012). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob in Folge der Sulfatid-
Inkubation die y-Sekretase-Aktivitat ebenfalls verdndert wird. Hierzu erfolgte zunéchst die in vitro In-
kubation um direkte Effekte auf die y-Sekretase-Aktivitat zu untersuchen. Nach Inkubation von 20 uM
Sulfatiden auf PNFs zeigte sich eine signifikante Reduktion der y-Sekretase-Aktivitdt um ca. 7 % im

Vergleich zu den mit Losungsmittel inkubierten Kontrollen (siehe auch Abbildung 39).

Interessanterweise konnte in einer neueren Studie gezeigt werden, dass durch Lipide mit negativ gela-
dener Kopfgruppe eine Vielzahl von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Kopfgruppe und Ami-
nosduren des y-Sekretase-Komplexes gebildet werden, wodurch die Aktivitdt der y-Sekretase reduziert
wurde (AGUAYO-ORTIZ et al., 2018). Dies konnte insbesondere fur Phosphatidylinositol (PI) bereits
in mehreren Studien gezeigt werden (HOLMES et al., 2012; OSAWA et al., 2008). Hierbei fuhrte eine
Erhéhung von PI-Diphosphat zu einer reduzierten Interaktion der y-Sekretase mit ihrem Substrat B-CTF
und hierdurch bedingten Aktivitdtsminderung (OSAWA et al., 2008). Betrachtet man sich die Struktur-
formel der Sulfatide im Vergleich zur Strukturformel von Phosphatidylinositol-Phosphat, besteht eine
deutliche Homologie der Kopfgruppe, wobei inshesondere die negative Ladung an einem Zuckermole-
kil und der Abstand der Ladung zur Membran von Relevanz sein kénnten. Zur Veranschaulichung zeigt

Abbildung 59 die Strukturformeln im direkten Vergleich nebeneinander.
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Abbildung 59: Gegeniberstellung der
Strukturformeln von Sulfatiden im Ver-
gleich zu PI-Diphosphat. Dargestellt sind
die Strukturformeln der beiden Molekiile,

o 0 wobei die Fettsaurereste willkiirlich ge-

] ? ? wahlt wurden und sich in ihrer Lange und
'_?g_CH_HN o b =00l Anzahl der Doppelbindungen unterschei-
= = Q 5 den konnen. Auffallig sind die strukturellen
O OH O-P=0 L 0 Homologien im Bereich der Kopfgruppe,
o 0 o wobei die negative Ladung bei PI-Diphos-

O 0-8-0 @ phat durch die Phosphatreste gebildet wird,
- o o wahrend bei den Sulfatiden der Sulfatrest
OH 0=P-0 als negative Ladung dient. Ebenfalls analog

o] ist das Vorhandensein der Zuckermolekdle,

wodurch der hydrophobe und hydrophile

Sulfatide PI-Diphosphat Anteil des Molekils einen vergleichbaren

Abstand zueinander besitzen.

Diese Ahnlichkeit l4sst sich auch im Zusammenhang mit Lipidinteraktionen anderer Proteine nachwei-
sen. Chao et al. beschrieben beispielsweise eine selektive Lipidbindung von Phosphatidylinositol und
Sulfatiden an das Protein Gasdermin-B was im Zusammenhang mit der Differenzierung von epithelialen
Zellen eine Rolle spielt (CHAO et al., 2017). Die oben beschriebenen Untersuchungen fur Phosphatidy-
linositol zum Nachweis einer direkten Beeinflussung der y-Sekretase erfolgten unter Verwendung von
aufgereinigter y-Sekretase und mindestens 10 % Phophatidylinositol im Lipidgemisch (HOLMES et al.,
2012). Untersuchungen an aufgereinigter y-Sekretase und deren Aktivitdtsbestimmung in einem Sul-
fatid-angereicherten Lipidmilieu liegen zum Zeitpunkt des Verfassens der Arbeit nicht vor. In dieser
Arbeit konnte jedoch auch nach Zugabe von Sulfatiden in vitro zu PNFs eine Verringerung der y-Sek-
retase-Aktivitat gezeigt werden. Die geringe Effektstarke von ca. 7 % (Abbildung 39) kénnte auf die,
im Vergleich zur Studie von Holmes et al., kleinere Menge der zugegebenen Sulfatide zuriickzufiihren
sein, wodurch eine geringere Interaktion des Lipids mit der y-Sekretase mdglich ist. Ebenfalls kdnnte
die unterschiedliche Aufreinigung die Effektstarke beeinflussen. Durch das Vorliegen weiterer Proteine
konnte bei Inkubation auf PNFs eine kompetitive Bindung der Sulfatide an andere Proteine auftreten
wodurch die Interaktion mit der y-Sekretase zusétzlich verringert werden wiirde. Aufgrund der oben
beschriebenen Ahnlichkeit zu Phosphatidylinositol wiren weitere Untersuchungen an aufgereinigter y-
Sekretase in Zukunft sinnvoll um den Mechanismus einer direkten Beeinflussung der y-Sekretase durch

Sulfatide genauer zu untersuchen.

Neben der bereits erwdhnten Analyse der y-Sekretase nach in vitro Inkubation mit Sulfatiden erfolgte
im Rahmen dieser Arbeit auch die Messung der y-Sekretase-Aktivitét in metabolisch aktiven, lebenden

Zellen. Hierbei liel? sich eine Aktivitatsreduktion in Folge der Sulfatidinkubation von 46 % beobachten
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(Abbildung 39). Somit besteht eine stirkere Hemmung der y-Sekretase bei erhaltener Zellintegritat, was
vermuten lésst, dass neben der direkten Beeinflussung der y-Sekretase ein zusétzlicher indirekter Effekt
durch Sulfatide verursacht wird. Die Untersuchung der Proteinkonzentrationen von Nicastrin und PS 1
im Zelllysat konnte keinen signifikanten Unterschied nach Inkubation mit Sulfatiden nachweisen, so-
dass eine Auswirkung der Sulfatide auf den Proteingehalt der Komponenten der y-Sekretase unwahr-
scheinlich erscheint. Dennoch kénnte prinzipiell eine Reduktion der anderen Komponenten der y-Sek-

retase vorliegen, was im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde.

Neben einer gednderten Proteinkonzentration der y-Sekretase Komponenten, konnte auch die subzellu-
lare Lokalisation der y-Sekretase eine Rolle fur deren Aktivitét spielen. In diesem Zusammenhang ist
insbesondere die Verteilung der y-Sekretase in sog. Lipid Raft-Doménen von Bedeutung. In einigen
Studien konnte gezeigt werden, dass die y-Sekretase innerhalb der Lipid Rafts ihre hochste Aktivitat fur
die amyloidogene Prozessierung besitzt (HUR et al., 2008; URANO et al., 2005). Sulfatide reichern
sich, wie auch andere Sphingolipide und Cholesterin, in den Lipid Rafts an (MOYANO et al., 2014),
sodass im Folgenden untersucht werden sollte, ob eine Veranderung der Lipid Raft-Mikrodoménen nach

Inkubation mit Sulfatiden vorliegt und ob hierdurch bedingt die y-Sekretase-Aktivitét beeinflusst wird.

5.7.3.3 Sulfatide beeinflussen die amyloidogene Prozessierung innerhalb der Lipid Rafts

In der Literatur wurde bereits in friheren Studien eine Anreicherung von Sulfatiden in den Lipid Raft-
Mikrodoménen im Gehirn nachgewiesen (MOYANO et al., 2014). Im verwendeten Zellkulturmodell
der SH-SY5Y-Zellen sollte daher untersucht werden, ob die Inkubation mit Sulfatiden unter den hier
verwendeten Bedingungen ebenfalls zu einer stérkeren Anreicherung des Lipids in den Lipid Raft-Do-
manen fihrt. Nach Inkubation mit Sulfatiden lieR sich eine ca. dreimal starkere Akkumulation der Sul-
fatide in den Raft-Domanen im Vergleich zu den Non-Raft-Doménen nachweisen (Abbildung 42). In-
teressanterweise fiihrte dies nicht zu einer Verdrangung von Cholesterin, dessen Gehalt in den Raft-
bzw. Non-Raft Fraktionen durch die Sulfatid-Inkubation nicht verandert wurde (Abbildung 42). Die
Analyse der Proteinmarker Cadherin fiir die Non-Raft Fraktionen und Flotillin fiir die Raft-Fraktionen
zeigte stattdessen eine signifikante Zunahme der Raft-Fraktionen, sodass eine VergroRerung der Lipid

Raft-Doménen in Folge der Sulfatid-Inkubation anzunehmen ist (Abbildung 41).

Im Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung wurden bereits in mehreren Studien Verdnderungen
der Lipid Raft-Mikrodomanen nachgewiesen. Martin et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die Fett-
sdurezusammensetzung in den Lipid Rafts von kortikalem Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten sich
signifikant vom Kontrollgewebe unterscheidet (MARTIN et al., 2010). Diese Veranderungen lieBen sich
in einer Folgestudie bereits in den frihesten Stadien der Erkrankung nachweisen (FABELO et al., 2014).
In dieser Studie bestanden keine Unterschiede im Sulfatid-Gehalt der Lipid Rafts aus kortikalen post

mortem Proben von Alzheimer-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen. Weitere Studien an grof3eren
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Kohorten fehlen diesbeziiglich. In verschiedenen Studien lie sich nachweisen, dass es in Folge der
verdnderten Lipidzusammensetzung im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung zu einer verstarkten
APP/BACEL-Interaktion innerhalb der Lipid Rafts kommt, wodurch die amyloidogene Prozessierung
deutlich verstarkt wird (DIAZ et al., 2015; FABELO et al., 2014). Somit kénnten die Lipid Raft-Mikro-
doménen in der Entstehung und dem Voranschreiten der Erkrankung durch eine Stimulation der Amy-
loid-Kaskade eine besondere Bedeutung besitzen. Die Relevanz der Lipid Rafts bei pathophysiologi-
schen Prozessen konnte auch im Zusammenhang mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen, die
ebenfalls mit einer dementiellen Entwicklung assoziiert sind, wie Morbus Parkinson und Lewy Body
Demenz, bestatigt werden (FABELO et al., 2011; MARIN et al., 2017). In diesem Zusammenhang
konnte bei Patienten mit einem idiopathischen Morbus Parkinson eine signifikante, ca. 30%ige Reduk-
tion des Sulfatid-Gehaltes in den Lipid Rafts des kortikalen Gewebes des Frontallappens nachgewiesen
werden (FABELO et al., 2011).

Ziel dieser Arbeit war es im Weiteren zu untersuchen, ob durch die Anreicherung der Sulfatide im Be-
reich der Lipid Rafts die amyloidogene APP-Prozessierung beeinflusst werden kann. Die Untersuchung
der zwei Komponenten der y-Sekretase, Nicastrin und Presenilin, zeigte in Folge der Inkubation mit
Sulfatiden eine Verschiebung sowohl von Presenilin als auch Nicastrin aus den Raft-Fraktionen in die
Non-Raft Fraktionen (Abbildung 43). Fir APP selbst konnte eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante,
Umverteilung in die Non-Raft Fraktionen beobachtet werden. Die getrennte Untersuchung der y-Sekre-
tase-Aktivitat zeigte schliefllich, dass die Inkubation mit Sulfatiden zu einer selektiven Reduktion der
y-Sekretase-Aktivitat innerhalb der Raft-Doméanen um ca. 40 % fihrt, wéhrend sich die y-Sekretase-
Aktivitat in den Non-Raft-Fraktionen nicht signifikant veranderte (Abbildung 43).

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben ist im Rahmen friherer Studien im Zusammenhang mit der
Alzheimer-Erkrankung die Aktivitdt der y-Sekretase sowohl innerhalb der Lipid Rafts als auch in den
Non-Raft-Doménen untersucht worden. Hierbei zeigte sich eine signifikant hohere Aktivitit der y-Sek-
retase innerhalb der Lipid Rafts im Vergleich zu den Non-Raft-Fraktionen (HUR et al., 2008; URANO
et al., 2005)). Dies konnte eine mégliche Erklarung fir die starken Effekte der Sulfatid-Inkubation auf
die y-Sekretase-Aktivitat von lebenden Zellen im Vergleich zur in vitro Inkubation von Sulfatiden sein.
Der ca. 3,3-fach hohere Sulfatid-Gehalt in den Raft-Domanen koénnte wie in Abschnitt 5.7.3.2 beschrie-
ben zu einer starkeren direkten Hemmung der y-Sekretase beitragen und somit die Gesamtaktivitat der
v-Sekretase in den Zellen senken. VVon einigen Autoren wurde zudem ein Modell postuliert, in welchem
die nicht-amyloidogene Prozessierung von APP (berwiegend in den Non-Raft-Doménen erfolgt, wah-
rend die amyloidogene Prozessierung zu einem grofien Teil in den Lipid Raft-Doménen lokalisiert ist
(HICKS et al., 2012; VETRIVEL, THINAKARAN, 2010). Diese Vermutung wird unterstiitzt durch die
S-Palmitoylierung von BACE1 (HATTORI et al., 2006) und der y-Sekretase (CHENG et al., 2009),

wodurch eine Lokalisation in den Rafts beglnstigt wird. Gleichzeitig lieR sich eine Interaktion zwischen
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BACE1 und APP innerhalb der Lipid Rafts nachweisen (FABELO et al., 2014), sowie eine Bindung
von BACEL1 an die Raft-Proteine Caveolin und Flottilin (HATTORI et al., 2006). Somit kénnte die
Beeinflussung der y-Sekretase innerhalb der Raft-Mikrodoménen zu einer weiteren, selektiven Reduk-
tion der amyloidogenen Prozessierung beitragen ohne die nicht-amyloidogene Prozessierung zu beein-
trachtigen. Durch die Beeinflussung der y-Sekretase nur innerhalb der Lipid Rafts bleibt zudem eine
ausreichende Aktivitit der auBerhalb der Rafts lokalisierten y-Sekretase bestehen, sodass die Prozessie-
rung anderer y-Sekretase Substrate zum Erhalt von physiologischen Prozessen weniger beeinflusst wird.
Dies ist ein positiver Aspekt flr einen moglichen therapeutischen Nutzen einer Erhdhung des zerebralen

Sulfatid-Gehaltes wahrend der Alzheimer-Erkrankung.

5.7.3.4 Spezifitat und Reproduzierbarkeit der Beeinflussung der APP-Prozessierung durch Sul-
fatide

5.7.3.4.1 Die Reduktion der AB-Synthese ist spezifisch fir Sulfatide

Es sollte im Weiteren untersucht werden, ob die beobachteten Effekte auf die amyloidogene Prozessie-
rung und die AB-Synthese spezifisch fur Sulfatide sind oder auch durch strukturéhnliche Lipide ausge-
l6st werden kdnnen. Den direkten Vorlaufer der Sulfatide bilden dabei Galactosylceramide (GalCer).
Diese Lipidklasse besteht aus einem Ceramidgerist mit einem zusatzlichen Galactose-Rest, die negativ

geladene Sulfatgruppe fehlt diesen Lipiden.

Fur die den GalCer strukturverwandten Lipide GlucCer konnte in einer vorherigen Studie dieser Ar-
beitsgruppe gezeigt werden, dass eine Steigerung der AB-Synthese besteht (HUNDSDORFER, 2014).
Somit wire auch eine Beeinflussung der AB-Synthese durch GalCer denkbar. Nach Inkubation mit Gal-
Cer, in d&quimolarer Menge von 20 uM und gleichem Zeitintervall wie fiir die Sulfatid-Inkubation, lie}
sich keine Verdnderung des AB-Gehaltes im Medium nachweisen (Abbildung 44). Interessanterweise
fand sich nach 24-stiindiger Inkubation jedoch eine signifikante Reduktion der B- und y-Sekretase-Ak-
tivitdt um ca. 17 % bzw. 10 % (Abbildung 44). Im Vergleich zur Inkubation mit Sulfatiden war diese
Aktivitatsreduktion der beiden Sekretasen jedoch signifikant geringer (siehe hierzu Abschnitt 4.4.8).
Aus GalCer werden durch die CST Sulfatide gebildet, sodass im Verlauf der 24-stiindigen Inkubation
auch der Sulfatid-Gehalt der Zellen zunimmt. Hiermit lieBen sich sowohl die leichte Reduktion der Sek-
retase-Aktivitat als auch der fehlende Effekt auf den AB-Gehalt erkldren. Wiahrend der AB-Gehalt im
Medium durch die AB-Synthese der letzten 16 Std. vor Inkubationsende bestimmt wird, beschreibt die
Enzymaktivititsmessung nur die Aktivitat der - und y-Sekretase zum Ende der Inkubationszeit nach
24 Stunden. Somit kénnte die reduzierte Sekretase-Aktivitit Folge des steigenden Sulfatid-Gehaltes
sein, wihrend sich dieser auf den AB-Gehalt erst nach einer noch langeren Inkubationszeit auswirken
wiirde. Zur Uberprifung dieser Annahme wére ein transienter Knock-Down der CST wahrend der Gal-
Cer-Inkubation notwendig, um so die de novo Synthese von Sulfatiden zu verhindern. Hierdurch miss-

ten dann die Effekte auf die Sekretasen aufgehoben werden. Ebenso kdnnte der Sulfatid-Gehalt der
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Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten der GalCer-Inkubation bestimmt werden, was einen indirekten

Hinweis geben wirde.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die beobachteten Effekte auf die amyloidogene Prozessierung von APP
spezifisch fur die Lipidklasse der Sulfatide und nicht fiir deren Vorlaufer sind. GalCer konnte unter den
genannten Bedingungen, trotz der bestehenden Strukturhomologie, keine vergleichbare Beeinflussung
der AB-Synthese bewirken. Dies legt nahe, dass die negativ geladene Sulfatgruppe fur die beobachteten
Effekte von besonderer Relevanz zu sein scheint. Die bereits in Abschnitt 5.7.3.2 beschriebene An-
nahme einer direkten Interaktion der negativ geladenen Kopfgruppe der Sulfatide mit der y-Sekretase
wird durch diese Ergebnisse zusétzlich gestitzt.

5.7.3.4.2 Endogene Sulfatide beeinflussen die amyloidogene APP-Prozessierung

Um die bisherigen Ergebnisse zu bestatigen und die Relevanz fir die Alzheimer-Erkrankung weiter zu
untersuchen erfolgten zusatzlich zu den Sulfatid-Inkubationen Zellkultur-Versuche mit verschiedenen
Knock-Down-Zelllinien. Dieser Versuch bietet im Vergleich zur Inkubation den Vorteil, dass die Sul-
fatid-Verteilung der physiologischen Verteilung in der Zelle entspricht, wahrend sich die Sulfatide nach
Inkubation zundchst Gberwiegend an der Plasmamembran anreichern. Mit Hilfe einer Defizienz des Sul-
fatid-degradierenden Enzyms ASA (Genname: ARSA) wurde der endogene Sulfatid-Gehalt innerhalb
der Zellen erhoht. Hieraus resultierte, ebenso wie fiir die Sulfatid-Inkubation gezeigt, eine signifikante
Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat um ca. 19 % bzw. der y-Sekretase-Aktivitat um ca. 32 % (Abbil-
dung 46). Beachtet man frihere Studien an ARSA-Knock-out-Zelllinien zeigt sich hier ein signifikanter
Anstieg der Sulfatide auf das ca. 4-5-fache (SARAVANAN et al., 2007). Dies bedeutet fur die hier
verwendeten defizienten Zellen mit einer Restexpression von 23 %, wird im Vergleich zu den durchge-
fuhrten Sulfatid-Inkubationen eine deutlich geringere Anreicherung der Sulfatide vorliegen. Hierdurch
lassen sich die geringeren Effektstarken im Vergleich zu den Sulfatid-Inkubationen erklaren. Dieses
Ergebnis zeigt jedoch auch, dass eine geringe Steigerung des Sulfatid-Gehaltes bereits eine signifikante
Reduktion der - bzw. y-Sekretase-Aktivitat bewirkt. Somit kann angenommen werden, dass kein direkt
proportionaler Zusammenhang zwischen dem Sulfatid-Gehalt und der Sekretase Aktivitét besteht. Eine
25-fache Steigerung des Sulfatid-Gehaltes mit Hilfe der Inkubation fuhrte zu einer 34%igen Reduktion
der B-Sekretase-Aktivitdt bzw. 46%igen Reduktion der y-Sekretase-Aktivitat, wéhrend die Steigerung
des Sulfatid-Gehaltes um das 4-5-fache eine Verminderung der B-/y-Sekretase-Aktivitat um ca. 19 %
bzw. 32 % bewirkte. Dies kdnnte fiir einen mdglichen therapeutischen Einsatz von Bedeutung sein, da
hierdurch ausreichende Effektstarken bei besserem Nebenwirkungsprofil mdglich wéren. Eine Erkla-
rung fur die unterschiedlichen Effektstarken konnte sich auch aus der Verteilung der Sulfatide innerhalb
der Zellen ergeben, wobei sich nach Inkubation die Sulfatide zun&chst in der Plasmamembran anrei-

chern, wéhrend die Akkumulation bei einer reduzierten ASA-Aktivitat tberwiegend in den Lysosomen
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stattfinden wird (WITTKE et al., 2004). Die im Verhaltnis zur Steigerung des Sulfatid-Gehaltes gerin-
gere Effektstarke nach Inkubation mit Sulfatiden kdnnte auch Folge einer verstarkten Degradation der
Sulfatide sein. Der hieraus resultierende Anstieg des Ceramid-Gehaltes der Zelle, kdnnte wie in Ab-
schnitt 5.7.3.1 beschrieben, zu einem gegenlaufigen Effekt auf die 3-Sekretase fuhren. In einer neueren
Studie lieB sich auch eine Steigerung der y-Sekretase-Aktivitit und APs2-Bildung durch Ceramid-Ana-
loga nachweisen (TAKASUGI et al., 2015). In den ARSA-defizienten Zellen kénnen, aufgrund der feh-
lenden Sulfatid-Degradation, keine Ceramide akkumulieren, sodass ausschlieflich der Sulfatid-Effekt

gemessen wird.

Im Gehirn der Alzheimer-Patienten liel? sich wie unter Abschnitt 4.1 beschrieben eine ca. 27%ige Re-
duktion des Sulfatid-Gehaltes beobachten. Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass eine Steigerung des
Sulfatid-Gehaltes tiber das physiologische MaB, eine Reduktion der - und y-Sekretase-Aktivitat bewir-
ken kann. Umgekehrt sollte auch untersucht werden, ob ein reduzierter Sulfatid-Gehalt zu einer gestei-
gerten Aktivitat der Sekretasen fuhrt. Es erfolgte zu diesem Zweck mittels siRNS ein transienter Knock-
Down des fur die Sulfatid-Synthese verantwortlichen Enzyms CST (Genname: Gal3st1), wobei hierbei
eine Restexpression von ca. 80 % erhalten blieb, um eine ahnlich geringe Sulfatid-Reduktion wie im
Alzheimer Gehirn zu simulieren. Es zeigte sich eine signifikante Steigerung der B-Sekretase-Aktivitat
um ca. 7,5 % in den Gal3stl-defizienten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 46).
Auch fiir die y-Sekretase lieR sich in Folge des reduzierten Sulfatid-Gehaltes eine Steigerung der Akti-
vitdt um 24 % nachweisen (Abbildung 46).

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein reduzierter Sulfatid-Gehalt im Zellkulturmodell eine Steigerung der
amyloidogenen Prozessierung bedingt. Somit konnte der reduzierte Sulfatid-Gehalt im Gehirn von Alz-
heimer-Patienten ebenfalls eine vermehrte Synthese von AB bedingen und hieriiber die pathophysiolo-
gischen Prozesse der Erkrankung verstérken. Interessanterweise konnte im Gehirn von Alzheimer-Pati-
enten ebenfalls eine signifikante Steigerung der B-Sekretase-Aktivitat nachgewiesen werden (LI et al.,
2004). Die Reduktion der Sulfatide im Gehirn der Alzheimer-Patienten konnte somit die vermehrte f3-
Sekretase-Aktivitdt mitbedingen. Auf der anderen Seite konnte im Zellkulturmodell eine Hemmung der
Sulfatid-Degradation, bei nur magiger Beeinflussung des Sulfatid-Gehaltes, zu einer signifikanten Re-

duktion der Aktivitdt der $- und y-Sekretase und somit der amyloidogenen Prozessierung beitragen.

5.7.3.5 Sulfatide reduzieren die amyloidogene Prozessierung in vivo

Nachdem an Hand von Zellkulturversuchen in SH-SY5Y-Zellen eine Reduktion der amyloidogenen
Prozessierung in Folge eines erhohten Sulfatid-Gehaltes nachgewiesen werden konnte, sollte die in vivo
Relevanz dieser Ergebnisse untersucht werden. Wiahrend eine Reduktion des AB-Gehaltes durch eine

Erhohung des Sulfatid-Gehaltes in einer anderen Zelllinie in einer friheren Studie gezeigt werden
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konnte (siehe hierzu auch Abschnitt 5.7.1) existieren bisher keine Daten dazu, inwiefern diese Prozesse

auch im Gehirn eine Rolle spielen kdnnten.

In SH-SY5Y-Zellen wurde gezeigt, dass durch eine in vitro Zugabe von Sulfatiden auf PNFs eine direkte
Hemmung der y-Sekretase erreicht werden kann. Um zu untersuchen, ob dhnliche Effekt auch im hu-
manen Gehirngewebe nachgewiesen werden konnen wurden PNF’s aus Gehirngewebe von Alzheimer-
Patienten hergestellt und diese anschlie}end ebenfalls in vitro mit Sulfatiden behandelt. Es zeigte sich
in Folge dessen eine Reduktion der y-Sekretase-Aktivitét in allen vier Proben, wobei die Aktivitat im
Mittel um 13 % signifikant reduziert war (Abbildung 47). Dies legt nahe, dass die beschriebenen Me-
chanismen nicht nur im Zellkulturmodell, sondern auch im Gehirngewebe eine Rolle spielen. Flr andere
Lipide, wie beispielsweise Plasmalogene, wurden in friheren Studien bereits &hnliche Effekte beobach-
tet (ROTHHAAR et al., 2012). Die Effektstiarke der direkten Beeinflussung der y-Sekretase lag im Zell-
kulturmodell deutlich unter der in lebenden Zellen gemessenen Reduktion der Sekretase-Aktivitét. Hie-
raus lasst sich vermuten, dass durch eine Erh6hung des Sulfatid-Gehaltes in vivo im Gehirngewebe eine

noch deutlichere Verminderung der amyloidogenen Prozessierung bewirkt werden kénnte.

Die Konsequenz einer Erhéhung des Sulfatid-Gehaltes in vivo im Gehirngewebe wurde im Rahmen
dieser Arbeit anhand eines Mausmodells untersucht. Fur die homozygoten Arylsulfatase A-defizienten
Mause (ARSA™-Mause) konnte in friheren Studien bereits eine Akkumulation von Sulfatiden u. a. in
Neuronen nachgewiesen werden. Die heterozygoten ARSA*-Mause zeigten gleichzeitig keinen ent-
sprechenden Phénotyp und keinen erhdhten Sulfatid-Gehalt, sodass diese als Kontrolle verwendet wur-
den (ECKHARDT et al., 2007; MOLANDER-MELIN et al., 2004).

In den hier untersuchten Proben zeigte sich im Rahmen der massenspektrometrischen Untersuchung im
Gehirn der defizienten Méause ein ca. zweimal hoherer Sulfatid-Gehalt im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abbildung 48). Dieser gesteigerte Sulfatid-Gehalt fihrte, &hnlich wie im Zellkulturmodell, zu einer
signifikanten Reduktion der B-Sekretase-Aktivitdt um 15 %, und der y-Sekretase-Aktivitdt um 49 %
(Abbildung 49). Es liel sich ebenfalls ein um 44 % verminderter Proteingehalt von BACE1 nachweisen
(Abbildung 49), sodass man annehmen kann, dass der zugrundeliegende Mechanismus vergleichbar mit
dem des Zellkulturmodells ist. Diese Ergebnisse bestétigen die in vivo Relevanz der im Zellkulturmodell
nachgewiesenen Effekte auf die amyloidogene Prozessierung. Interessanterweise zeigte sich trotz der
nur zweifachen Erhéhung des Sulfatid-Gehaltes eine ca. 50%ige Aktivitdtsreduktion fiir die y-Sekretase.
Im murinen Gehirngewebe liel3en sich somit im Verhéltnis zur Steigerung des Sulfatid-Gehaltes deutlich
stirkere Effekte auf die y-Sekretase-Aktivitat nachweisen. In vivo im Mausmodell fuhrte ein zweimal
hoherer Sulfatid-Gehalt zu einer 50%igen Reduktion der y-Sekretase-Aktivitat wéhrend im Zellkultur-
versuch im SH-SY5Y ARSA KD eine 4-5fache Steigerung des Sulfatid-Gehaltes in einer nur 30%igen

Verminderung der y-Sekretase-Aktivitat resultierte. Die im Vergleich zur Reduktion des Proteingehaltes
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von BACE 1 (ca. 44%ige Reduktion) nur geringfiigige Verminderung der 3-Sekretase-Aktivitat um ca.
15 % lasst sich am ehesten durch eine hohere Unspezifitat des fluoreszenzbasierten Enzymversuchs im

murinen Hirngewebe erklaren.

Die dargestellten Ergebnisse bestétigen, dass auch in vivo im Mausmodell durch eine Erhéhung des
Sulfatid-Gehaltes die amyloidogene Prozessierung gehemmt werden kann. Dies unterstitzt die mogliche
therapeutische Relevanz der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse. Bei den hier verwendeten Mé&u-
sen handelt es sich nicht um Mé&use eines Alzheimer Mausmodells, sodass aufgrund der niedrigen Kon-
zentration eine Analyse des zerebralen AB-Gehaltes mittels ELISA nicht mdglich war. Ebenso kann
aufgrund des Versuchsaufbaus keine Aussage zu einer Verbesserung der kognitiven Funktionen und der
Plaque-Last durch Sulfatide getroffen werden. Um diese Fragestellungen zu adressieren miissten ergén-
zende Tierversuche im Alzheimer Mausmodell (z. B.: 5XFAD Mause) im Rahmen nachfolgender Stu-
dien durchgefuhrt werden. In diesem Zusammenhang kdénnte auch die indirekte Beeinflussung des Sul-
fatid-Gehaltes durch beispielsweise Vitamin K bzw. Vitamin D und deren Effekt auf die amyloidogene

Prozessierung genauer untersucht werden.

5.8 Beeinflussung der AB-Aggregation durch Sulfatide und andere Lipide

Neben der AB-Synthese und AB-Degradation, welche den zerebralen Gehalt der AB-Peptide im Gleich-
gewicht halten, spielt insbesondere die AB-Aggregation in der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung
eine besondere Rolle. Wéhrend flr die unldslichen, aus reifen Ap-Fibrillen gebildeten senilen Plaques
keine relevante toxische Wirkung auf neuronale Zellen belegt werden konnte, lief} sich fiir einige AB-
Aggregationsformen, insbesondere die kleineren AB-Oligomere eine erhdhte Neurotoxizitat nachweisen
(CLEARY et al., 2005; RESENDE et al., 2008).

Mit Hilfe verschiedener Untersuchungen wurde daher der Einfluss der Sulfatide auf die AB-Aggregation
untersucht. Ceramide, als Vorlauferlipide der Sulfatide, dienten dabei als Kontrolle. So konnte eine un-
spezifische Beeinflussung der Aggregation durch die Zugabe eines Lipides ausgeschlossen werden und
der Effekt der Galactosyl-Sulfat-Gruppe untersucht werden. Mittels Rasterkraft-Mikroskopie lieBen sich
nach 24-stiindiger Inkubation mit Ceramiden signifikant mehr Fibrillen nachweisen als nach der Inku-
bation mit Sulfatiden (Abbildung 50). Zur weiteren Quantifizierung wurde erganzend im ThT-Versuch
die Aggregationskinetik von synthetischem AP unter Zugabe von Sulfatiden bzw. Ceramiden unter-
sucht. Durch Thioflavin T kann dabei die Konformationsédnderung von den a-helikalen Strukturen der
AB-Monomere zu den B-Faltblattstrukturen der AB-Fibrillen detektiert werden. Es zeigte sich durch die
Zugabe von Sulfatiden eine signifikante Reduktion der Aggregationsgeschwindigkeit (ca. 20 %) und
des Maximums (ca. 30 %) der Kinetik bei gleichzeigter Zunahme der Verzégerungszeit im Vergleich
zu Ceramiden (Abbildung 51). Wie bereits beschrieben wird heute den AB-Oligomeren aufgrund ihrer

nachgewiesenen Toxizitét die groBte Bedeutung bei der AB-Aggregation zugeschrieben. Mit Hilfe eines
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spezifischen Antikorpers gegen die oligomere Form von AP wurde daher auch der Einfluss von Sulfati-
den auf diese Aggregationsform untersucht. Die AB-Oligomere zeigten sich in Folge der Inkubation mit
Sulfatiden im Vergleich zu Ceramiden ebenfalls um ca. 15 % reduziert (Abbildung 51). Im hier verwen-
deten in vitro Modell reduzieren demnach Sulfatide die Aggregtion von AP, wobei auch das Vorliegen

der toxischen AB-Oligomere signifikant vermindert werden kann.

Fiir einige Lipide konnte eine Beeinflussung der AR Aggregation in vitro bereits beobachtet werden. Fur
die mehrfach ungesittigte m3-Fettsdure Docosahexaensdaure (DHA) lieR sich dabei eine starke Inhibition
der AB-Aggregation nachweisen welche durch eine Stabilisierung der a-helikalen Struktur von Ap be-
dingt war (HOSSAIN et al., 2009). Auf der anderen Seite konnte bereits vor ca. 25 Jahren ein spezielles
an das Gangliosid GM1 gebundenes AP (GAP) detektiert werden (YANAGISAWA et al., 1995). Fir
dieses in den folgenden Jahren vielfach untersuchte Peptid, lieB3 sich eine Verstiarkung der AB-Aggrega-
tion und Fibrillenbildung nachweisen (CHOO-SMITH et al., 1997; KAKIO et al., 2002). Die Entstehung
von AB-Fibrillen ist dabei besonders ausgeprégt in einer Umgebung, die die Struktur von Lipid Raft-
Mikrodomanen simuliert (OKADA et al., 2008). Ganglioside zahlen wie Sulfatide zu den Glycosphin-
golipiden, sodass eine Strukturhomologie zu diesen besteht und eine dhnliche Auswirkung auf die A-
Aggregation denkbar gewesen ware. Im Gegensatz zu GM1 scheinen entsprechend der oben genannten
Ergebnisse Sulfatide die Aggregation von A4 jedoch eher zu hemmen. Sulfatide besitzen im Vergleich
zu Gangliosiden eine negative Ladung, sodass man vermuten konnte, dass diese flir den hemmenden
Effekt auf die Aggregation von besonderer Relevanz ist. In einigen neueren Studien konnte interessan-
terweise im Mausmodell eine Co-Lokalisation von GM1 mit AB-Plaques, bei gleichzeitiger Reduktion
der Sulfatide in diesen Regionen, nachgewiesen werden (MICHNO et al., 2022). Letztere lieB sich u. a.
durch den erhéhten ApoE-Gehalt im Bereich der Plaques erklédren, welcher den Abtransport von Sul-
fatiden verstarken konnte (KAYA et al., 2020). Dieser Verlust der Sulfatide kénnte, wie in dieser Arbeit

am in vitro Modell gezeigt, zu einer weiteren Stimulation der Ap-Aggregation fiihren.

Zum Zeitpunkt des Verfassens der Arbeit sind dies die ersten Untersuchungen beziiglich des Einflusses
von Sulfatiden auf die AB-Aggregation. VVon Interesse ware in diesem Zusammenhang auch, ob Sul-
fatide die durch GAp gesteigerte Fibrillogenese ebenfalls inhibieren kdnnten. Hierbei ware eine direkte
Konkurrenz um die AB-Bindung denkbar, die zu einer verstarkten Hemmung insbesondere in den Sul-
fatid-reichen Lipid Raft Domanen fiihren kdnnte. Dies mdisste in weiteren in vitro Versuchen noch ge-

nauer analysiert werden.

5.9 Sulfatide als therapeutischer Ansatz bei der Alzheimer-Erkrankung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine protektive Wirkung von Sulfatiden bei der Alzheimer-

Erkrankung, sowohl durch eine reduzierte AB-Synthese als auch eine verminderte AB-Aggregation,
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moglich ist. In Abbildung 60 werden die vielféltigen Mechanismen uber die Sulfatide einen positiven

Effekt auf die pathophysiologischen Prozesse der Erkrankung austiben nochmals zusammengefasst.
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Abbildung 60: Positiver Einfluss der Sulfatide auf die pathophysiologischen Prozesse der Alzhei-
mer-Erkrankung. Schematische Darstellung des positiven Effektes von Sulfatiden auf die APP-Pro-
zessierung und AB-Aggregation. Sulfatide hemmen die amyloidogene Prozessierung durch eine gestei-
gerte BACE 1-Degradation. Die Reduktion der B-Sekretase-Aktivitat erfolgt noch deutlicher innerhalb
der Endosomen durch vermehrten Transport der -Sekretase an die Plasmamembran. Gleichzeitig wird
durch Sulfatide die y-Sekretase-Aktivitat reduziert. Durch die Umverteilung der y-Sekretase von den
Raft- in die Non-Raft-Doménen wird insbesondere die innerhalb der Raft-Domanen fiir die amyloido-
gene Prozessierung verantwortliche y-Sekretase inhibiert. Sulfatide zeigen auRerdem einen positiven
Effekt durch eine Reduktion der Ap-Aggregation.

Somit wére ein Eingriff in die Sulfatid-Homd@ostase des Gehirns als therapeutischer Ansatz denkbar.
Das hier verwendete Mausmodell der Arylsulfatase A-defizienten M&usen dient dem Erforschen der
MLD. Bei dieser Erkrankung kommt es in Folge der Sulfatid-Akkumulation meist bereits wéhrend der
frihen Kindheit zu schweren Stérungen der Myelinisierung und der motorischen Funktionen (HESS et
al., 1996). Eine vollstandige Inhibition der Sulfatid-Degradation als therapeutischer Ansatz fiir die Be-
handlung der Alzheimer-Erkrankung scheint somit aufgrund von starken unerwtnschten Nebenwirkun-

gen wenig erfolgsversprechend. Es ist jedoch wichtig zu erwéhnen, dass die Beeinflussung der Sulfatid-
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Homd@ostase insbesondere wéhrend des Entwicklungsprozesses sich auf die Myelinisierung auswirkt.
Bei einem Eingreifen erst im hohen Alter sind schwerwiegende Stérungen der motorischen Funktionen

nicht mehr zu erwarten.

Aufgrund der hohen Effektstdarken und starken Aktivitatsreduktion der an der amyloidogenen Prozes-
sierung beteiligten Sekretasen kdnnte jedoch eine geringe Verénderung der Sulfatid-Homdostase die
Amyloid-Kaskade bereits positiv beeinflussen. Insbesondere aufgrund des im Alzheimer-Gehirn nach-
weisbaren Mangels an Sulfatiden, konnte eine Normalisierung des Sulfatid-Gehaltes sich bereits positiv
auf den Krankheitsverlauf auswirken. Eine therapeutische Erhdhung des Sulfatid-Gehaltes im Gehirn
von erkrankten Alzheimer-Patienten ware dabei mit Hilfe verschiedener Anséatze denkbar.

Neben einem medikamentdsen Eingreifen in den Sulfatid-Metabolismus durch Inhibition der Arylsul-
fatase A oder Aktivierung der CST ware auch eine Steigerung des Sulfatid-Gehaltes durch Nahrungser-
ganzungsmittel moglich. Ob eine orale Zufuhr von bestimmten Lipidklassen oder Vorlauferlipiden tat-
séchlich zu einem Anstieg des zerebralen Sulfatid-Gehaltes fiihren kann, wurde bisher nur wenig unter-
sucht. In diesem Zusammenhang konnte in einer neueren Studie im Tiermodell nachgewiesen werden,
dass der Sphingolipid-Gehalt im Gehirn von Méusen sich durch die diatetische Aufnahme von Cereb-
rosiden verandern lasst. Insbesondere der Sulfatid-Gehalt lieR sich im Gehirngewebe durch die Auf-
nahme von Seegurken-Glucocerebrosiden steigern, wahrend der Gehalt an Ceramiden hierdurch redu-
ziert werden konnte (SONG et al., 2017). Es konnte aul’erdem an Hand des SAMP8-Alzheimer-Maus-
modells gezeigt werden, dass durch die Ftterung mit dem genannten Seegurken-Extrakt die kognitiven
Funktionen der Miuse sich besserten und sich die ABas-Konzentration im Hippocampus reduziere
(SONG et al., 2017). Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine Beeinflussung der Sulfatid-Homd&ostase
durch eine spezielle Erndhrung im Mausmodell méglich ist und sich hierdurch auch positive Effekte auf
die kognitiven Leistungen ergeben konnten. Weitere Studien mussten jedoch zeigen, ob sich dieses Mo-
dell auf den humanen Organismus Ubertragen lasst und ob die verbesserten kognitiven Funktionen sich

kausal auf den gesteigerten Sulfatid-Gehalt zuriickfiihren lassen.

Neben einer Substitution von Cerebrosiden erscheint auch der Einsatz von Nahrungserganzungsmitteln
in Form von fettléslichen Vitaminen ein interessanter Ansatz zur Erhéhung des zerebralen Sulfatid-
Gehaltes. Wie in Abschnitt 5.3 beschrieben lieR sich im Mausmodell fur die fettlgslichen Vitamine K
und D eine Steigerung der zerebralen Sulfatid-Synthese nachweisen (POPESCU et al., 2018;
SUNDARAM et al., 1996). Sundaram et al. konnten beobachten, dass die Fiitterung mit Vitamin K-
reicher Didt in einer ca. 18%igen Steigerung des Sulfatid-Gehaltes innerhalb von 14 Tagen resultierte
(SUNDARAM et al., 1996). Betrachtet man die Daten der vorliegenden Arbeit, in welchen eine ca.
27%ige Reduktion der Sulfatide im Alzheimer-Gehirn nachgewiesen werden konnte, ware somit alleine

durch die Substitution von Vitamin K ein Angleichen des Sulfatid-Gehaltes an die nicht an Alzheimer
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erkrankte Kontrollgruppe denkbar. In einer spéateren Studie lieBen sich &hnliche Effekte auch durch die
Supplementierung von Vitamin D erreichen (POPESCU et al., 2018). Dies ist inshesondere von Rele-
vanz, da Alzheimer-Patienten haufig einen Vitamin K und D Mangel aufweisen, sodass einer hierdurch
bedingten Reduktion der Sulfatid-Synthese entgegengewirkt werden kdnnte. Studien tber die Auswir-
kung einer Vitamin K-Substitution auf den zerebralen Sulfatid-Gehalt beim erwachsenen Menschen
existieren nach Wissen des Autors bisher nicht. Eine neuere Studie zeigte darliber hinaus einen positiven
Einfluss von mehrfachungeséttigten Fettsauren (PUFAs, engl.: polyunsturated fatty acids) auf den ze-
rebralen Sulfatid-Gehalt (WANG et al., 2020). In dieser Studie konnte im Mausmodell gezeigt werden,
dass sich durch eine PUFA-arme Ernahrung der Sulfatid-Gehalt im Gehirn durch eine gesteigerte De-
gradation der Sulfatide reduziert. Gleichzeitig lieRen sich diese Veranderungen durch eine PUFA-reiche
Erndhrung vollstandig umkehren (WANG et al., 2020). Interessanterweise konnten im Alzheimer-
Mausmodell in einer friheren Studie durch eine PUFA-reiche Erndhrung der AB4.-Gehalt und die AB-
Plaques reduziert werden (LIM et al., 2005). Mdglicherweise konnte hierbei eine Steigerung des zereb-
ralen Sulfatid-Gehaltes auch eine Rolle spielen, wobei dies bisher nicht weiter untersucht wurde.

Betrachtet man die Mdglichkeiten der therapeutischen Steigerung des Sulfatid-Gehaltes getrennt, konnte
eine medikamentds oder alimentér induzierte Reduktion des Abbaus der Sulfatide ebenso wie eine Stei-
gerung der Sulfatid-Synthese zu einer Erh6hung des Sulfatid-Gehaltes im Gehirn beitragen. Gleichzeitig
wirde aus einer vermehrten Synthese oder reduzierten Degradation eine Verschiebung des Sphingoli-
pid-Gleichgewichtes unter Reduktion des Ceramid-Gehaltes resultieren. Fiir Ceramide sind negative
Effekte sowohl auf die AB-Synthese, Uiber eine Steigerung der BACE1-Aktivitat, als auch eine Erhéhung
der AB-Toxizitat beschrieben (JAZVINSCAK JEMBREK et al., 2015). Eine Verminderung der Cera-
mide wirde sich somit, ergdnzend zum Effekt der Sulfatide, positiv auf die Alzheimer-Pathologie aus-
wirken und so eine noch stérkere therapeutische Wirkung erzielen. Weitere Studien im Tiermodell miss-

ten folgen um diese Annahmen zu belegen.

5.10 Fazit und Ausblick

Die Literaturlage beztglich des Zusammenhangs der Alzheimer-Erkrankung und des Sulfatid-Metabo-
lismus hatte in der Vergangenheit keine eindeutigen Ergebnisse erbracht. Viele Studien belegten eine
Reduktion des zerebralen Sulfatid-Gehaltes wahrend der Alzheimer-Erkrankung, andere Studien konn-
ten dies jedoch nicht bestétigen. In dieser Arbeit liel sich eine signifikante Reduktion der Sulfatide
nachweisen, wobei durch die Untersuchung einer gréReren Kohorte die Erkenntnisse friherer Studien,
dass es im Rahmen der Erkrankung zu einem Sulfatid-Verlust kommt, bekraftigt werden konnten.
Gleichzeitig lagen bisher wenig Untersuchungen dazu vor ob die Sulfatid-Reduktion Folge der Erkran-

kung ist, oder ob der Verlust der Sulfatide die pathophysiologischen Prozesse mit beginstigen kénnte.
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Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl auf Zellkulturebene als auch im Maus-
modell ein Regulationsmechanismus zwischen der APP-Prozessierung und der Sulfatid-Synthese exis-
tiert. Dabei wurde beobachtet, dass AICD, als intrazelluléres Prozessierungsprodukt von APP, die Sul-
fatid-Synthese durch eine Reduktion der Genexpression der CST inhibiert. Die genregulatorische Wir-
kung von AICD wird in der Literatur vielfach kontrovers diskutiert. Die hier beobachtete Beeinflussung
der Transkription der CST unterstitzt durch den Nachweis eines weiteren AICD-regulierten Gens die
Annahme dieser physiologischen Eigenschaft von AICD. Ahnlich wie es auch fiir andere Gene nachge-
wiesen werden konnte, zeigte sich die inhibitorische Wirkung abhangig von dem AICD-Adapterprotein
Fe65. Auch diesbezuglich waren die Ergebnisse friherer Studien nicht alle kongruent, sodass die FE65-
vermittelte genregulatorische Wirkung von AICD aufgrund dieser Arbeit weitere Evidenz gewinnt. Er-
ganzende Untersuchungen sollten folgen, um den genauen Mechanismus der Genregulation aufzude-
cken. In diesem Zusammenhang wurde in friheren Studien an anderen Genen beobachtet, dass uber-
wiegend aus der amyloidogenen Prozessierung stammendes AICD eine genregulatorische Funktion be-
sitzt (GRIMM et al., 2015a). Um dieser Fragestellung nachzugehen, kdnnten zuséatzliche Untersuchun-
gen der CST-Genexpression in einer BACE-defizienten Zelllinie hilfreich sein. Ware diese Annahme
auch fur die CST-Genexpression gltig, konnte eine verstarkte amyloidogene Prozessierung im Erkran-
kungsverlauf zu einer Reduktion der Sulfatid-Synthese beitragen und somit den Sulfatid-Gehalt im Ge-
hirn senken. Neben der Sulfatid-Synthese spielt jedoch auch die Sulfatid-Degradation fiir das Gleichge-
wicht im Gehirn eine wichtige Rolle. Ziel weiterer Studien sollte es daher sein zu untersuchen, ob auch
der Abbau der Sulfatide durch die Alzheimer-Pathologie beeinflusst werden konnte. Erste Hinweise
hierflir ergaben sich wahrend dieser Arbeit aufgrund einer im humanen Alzheimer-Gehirn gesteigerten
Genexpression der ASA, was in einer verstarkten Degradation der Sulfatide in den Lysosomen resultie-
ren konnte. Weitere Studien kdnnten untersuchen, ob die gesteigerte Expression auch in einem erhhten
Proteingehalt und einer erhdhten Enzymaktivitat der ASA resultiert und folglich mitverantwortlich fur

den Sulfatid-Verlust bei der Alzheimer-Erkrankung ist.

Aufgrund der Ergebnisse friiherer Studien sollten im zweiten Teil der Arbeit die Auswirkungen eines
verénderten Sulfatid-Gehaltes auf die pathophysiologischen Prozesse der Alzheimer-Erkrankung naher
untersucht werden. Sowohl im Zellkulturmodell als auch im Mausmodell, lieR sich mit Hilfe verschie-
dener Ansétze durch eine Steigerung des Sulfatid-Gehaltes eine signifikante Reduktion der amyloido-
genen Prozessierung von APP nachweisen. In den weiteren Analysen zeigte sich eine Inhibition der
Enzymaktivitdt der - und y-Sekretase, was den in anderen Studien bereits beobachteten Einfluss der
Lipidkomposition der Membranen auf die Sekretasen nochmals unterstreicht. Zusatzlich gelang im Rah-
men dieser Arbeit die weitere Aufschlisselung des zugrundeliegenden Mechanismus. Fiir die $-Sekre-
tase lie sich eine verstarkte lysosomale Degradation von BACE1 nachweisen, womit die Sulfatide als
direkter Gegenspieler zu den BACE1-stabilisierenden Ceramiden gesehen werden kénnen (PUGLIELLI
et al., 2003). Die Reduktion der y-Sekretase-Aktivitét lieR sich tiberwiegend auf eine Verschiebung der
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y-Sekretase in die non-Raft-Regionen, sowie eine direkte Inhibition der y-Sekretase zurtickfihren. Hier-
bei lie} sich anhand der hiesigen Untersuchungen nur eine geringe direkte Inhibition beobachten. Wei-
tere Studien an aufgereinigtem y-Sekretase-Komplex mussten daher folgen um die postulierte direkte
Interaktion mit den Sulfatiden bestédtigen zu kénnen. In diesem Zusammenhang wéren auch weitere
Untersuchungen, beispielsweise zur Analyse von Bindungsstellen sinnvoll, um hierdurch neue thera-

peutische Ansatze zu gewinnen.

Wihrend fiir verschiedene Fettsduren bereits eine Beeinflussung der AB-Aggregation nachgewiesen
werden konnte bestanden in der Literatur bisher keine Studien zum Einfluss von Sphingolipiden wie
Ceramiden und Sulfatiden auf die Aggregation von AB. Im Rahmen dieser Arbeit liel sich mit Hilfe
verschiedener Methoden eine Reduktion der AB-Aggregation von synthetischem AP durch die Zugabe
von Sulfatiden beobachten. Diese Ergebnisse sollten mit Hilfe weiterer Versuche bestétigt werden, wo-
bei hierbei insbesondere Lipidgemische verwendet werden sollten, welche eine Lipidumgebung ahnlich
der Plasmamembran bilden um mdglichst physiologische Bedingungen zu simulieren.

Zukunftige Studien im Tierversuch, beispielweise am murinen Alzheimer-Modell, kénnten den Zusam-
menhang zwischen dem zerebralen Sulfatid-Gehalt und der amyloidogenen Prozessierung unter patho-
physiologischen Bedingungen noch ndher untersuchen. Immunhistochemische Farbungen der Amyloid-
Plaques konnten der Analyse des Effektes der reduzierten amyloidogenen Prozessierung auf die Plaque-
Last im Gehirn dienen. Ebenfalls waren Tests zur Beurteilung von Gedéchtnis- und Lernfunktionen
wiinschenswert um die klinische Relevanz der bisherigen Daten zu bestatigen. LieRe sich auch auf diese
Parameter ein positiver Effekt beobachten kdnnte in der Folge untersucht werden, mit Hilfe welches
therapeutischen Ansatzes eine Erhéhung des zerebralen Sulfatid-Gehaltes ohne ausgepréagte Nebenwir-
kungen moglich wére. Im Weiteren kdnnte analysiert werden ob sich dieses Modell in den humanen
Organismus Ubertragen lasst. Aufgrund der beobachteten zerebralen Sulfatid-Reduktion bei Alzheimer-
Patienten wére datiberhinaus die Untersuchung von Sulfatiden im Serum oder Liquor als mdglicher Bi-
omarker zur Friiherkennung der Erkrankung von Interesse. Diesbeziiglich konnte in einer friiheren Stu-
die eine Reduktion der Sulfatide um ca. 40 % im Liquor von Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden
(HAN et al., 2003b). In einer weiteren Studie lieR sich zudem eine Erhéhung der Ceramide im Liquor
nachweisen (SATOI et al., 2005). Ein Serum-Biomarker zur Friiherkennung wére aufgrund der gerin-
geren Invasivitat im Vergleich zur Liquordiagnostik in der routinemaligen Untersuchung vorteilhaft.
Trotz intensiver Forschungen in den letzten Jahren, liel3 sich bisher kein serologischer Biomarker mit
einer ausreichenden Sensitivitat und Spezifitdt fur die Alzheimer-Erkrankung detektieren. Interessan-
terweise konnten Mielke et al. in einer longitudinalen Studie eine Erh6hung von Ceramiden und Sul-
fatiden im Serum mit dem spéteren Auftreten einer Alzheimer-Erkrankung in Verbindung bringen
(MIELKE et al., 2010a; MIELKE et al., 2010b)). Ein kausaler Zusammenhang kénnte méglicherweise
in einem verstarkten Transprot der Sulfatide tber die Blut-Hirn-Schranke bestehen (HAN et al., 2003b).
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Sulfatide kdnnten somit Bestandteil eines Markers zur Friherkennung der Erkrankung bilden. In weite-

ren Studien konnten diese Zusammenhange naher analysiert werden.

Die vorliegende Arbeit konnte den mechanistischen Zusammenhang zwischen dem Sulfatid-Metabolis-
mus und der Alzheimer-Erkrankung genauer darlegen. Betrachtet man die Ergebnisse im Ganzen konnte
unter physiologischen Bedingungen ein sich selbst verstarkender Regelkreis bestehen, bei welchem Sul-
fatide durch eine Reduktion der amyloidogenen Prozessierung ihre eigene Synthese steigern. Im Falle
der Alzheimer-Erkrankung wirde es in Folge des unter pathophysiologischen Bedingungen auftreten-
den multifaktoriellen Verlustes der zerebralen Sulfatide zu einer Steigerung der amyloidogenen Prozes-
sierung und hieraus resultierenden weiteren Reduktion der Sulfatide kommen. Der so entstehende Cir-
culus Vitiosus wirde zu einem immer stirkeren Verlust der Sulfatide und einer immer stérkeren Zu-
nahme der AB-Synthese und -Aggregation fiihren. Die anhand dieses Modells vermuteten physiologi-
schen und pathophysiologischen Vorgéange sind in Abbildung 61 nochmals schematisch dargestellt. Ein
Eingreifen in diese VVorgénge durch eine Erhdhung des zerebralen Sulfatid-Gehaltes konnte diesen Teu-

felskreis durchbrechen und somit therapeutisch von Nutzen sein.
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Abbildung 61: Schematische Darstellung des Zusammenhangs von Sulfatiden und der APP-Pro-
zessierung. Unter physiologischen Bedingungen, fiihren Sulfatide durch eine Reduktion der amyloido-
genen Prozessierung zu einer verminderten Synthese von AICD aus der amyloidogenen Prozessierung.
Hieraus resultiert eine Stimulation der CST, wodurch noch mehr Sulfatide produziert werden, das Sys-
tem ist somit selbst verstarkend. Im Falle der Alzheimer-Erkrankung kommt es zu einer Reduktion des
Sulfatid-Gehaltes, was wiederum die amyloidogene Prozessierung stimuliert. Diese Verstarkung der
amyloidogenen Prozessierung fiihrt zu einer vermehrten Bildung von amyloidogenem AICD und Ap.
Durch die Inhibition der CST kommt es zu einer weiteren Reduktion der Sulfatide. Gleichzeitig werden
die pathophysiologischen Prozesse inkl. der AB-Aggregation noch zusatzlich verstarkt, was ebenfalls in
einer weiteren Sulfatid-Reduktion resultiert. Ein Durchbrechen dieses Circulus Vitiosus kdnnte sich so-
mit positiv auf die Erkrankung auswirken.
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