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Einleitung

1. Einleitung

Die molekularbiologische Erforschung von Krankheiten wie zum Beispiel der Alzheimer
Krankheit wird in diesem neu beginnenden Jahrtausend wesentlich durch das Zusammenspiel
zweier Forschungsrichtungen gepriagt werden: Wihrend die Genomik die vollstindige
Analyse der DNA Sequenzen des Menschen und zahlreicher weiterer Organismen zum Ziel
hat, beschéftigt sich die Proteomik mit den mdglichen Strukturen und Funktionen der
Proteine. Hierbei wird beriicksichtigt, dass die physiologischen Prozesse einer Zelle im
wesentlichen durch Proteine und andere Makromolekiile bestimmt werden, deren funktionale
Komplexitit nicht ausschlielich im Genom verankert ist. So konnen Proteine u.a. nach der
Translation in vielfiltiger Weise modifiziert werden. Neben der Ausbildung von
Disulfidbriicken und spezifischen proteolytischen Spaltungen spielt die kovalente Bindung
von Fettsduren, Phosphatgruppen und Kohlenhydraten eine wichtige Rolle.

Kohlenhydratstrukturen von Glykoproteinen sind an den verschiedensten intra- und
extrazelluldiren Prozessen beteiligt. Im folgenden soll eine besondere intrazelluldre
Kohlenhydratmodifikation detailliert vorgestellt und der Zusammenhang zwischen dieser
Modifikation und der Pathogenese, vor allen Dingen der Alzheimer Krankheit, erldutert

werden.

1.1 O-GlcNAc Modifikation

Neben der N- und O-Glykosylierung von lysosomalen, sekretorischen und Membran-
Proteinen, die ausschlieBlich im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat
stattfinden, konzentrieren sich einige Glykobiologen seit ca. 20 Jahren auf die Erforschung
einer neuen Form der Kohlenhydratmodifikation, die vornehmlich bei cytosolischen
Proteinen, Membran-, und Kernproteinen auftritt. 1984 zeigten Torres und Hart erstmals bei
der Untersuchung von Maus Lymphozyten-Zelloberfldchenglykoproteinen, dass Serin- und
Threoninreste von cytosolischen und Kern-Proteinen mit einem N-Acetylglucosamin B-O-
glykosidisch verkniipft sein konnen (Torres und Hart, 1984; Abb.1). Diese als O-GlcNAc
bezeichnete Modifikation ist ubiquitér verbreitet und bei allen bisher darauthin untersuchten
eukaryotischen Spezies einschlieBlich des Menschen und einiger Viren sowie in allen
Gewebetypen nachgewiesen worden. Bisher konnte eine Reihe von hauptsichlich

cytosolischen und nukledren O-GIcNAc Proteinen identifiziert werden. Dazu gehoren Kern-

1
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Proteine wie zum Beispiel Kernporen-Proteine, Chromatin-assoziierte Proteine, RNA-
Polymerase II und ihre Transkriptionsfaktoren. Aber auch Cytoskelett-Proteine,
Protoonkogene, Tumorsupressoren, Hormonrezeptoren sowie Phosphatasen und Kinasen

gehoren zu dieser Gruppe (Hanover, 2001).

OH

HO | | /

e B SN

R=H fiir Serin
R=CHj3; fiir Threonin

Abb.1 Struktur des O-glykosidisch gebundenen N-Acetylglucosamin (O-GlcNAc).

1.1.1 O-GlcNAc und die Signaltransduktion

Die O-GlcNAc Modifikation gerade der letztgenannten Phosphatasen und Kinasen weist auf
eine vielfach diskutierte potentielle Funktion dieser Proteinmodifikation hin. So wird
angenommen, dass O-GIcNAc analog zur Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion tibernimmt. Tatséchlich erfiillt O-GIcNAc eine Vielzahl an
Voraussetzungen, um aktiv an der Signaltransduktion in der Zelle teilnehmen zu kénnen: Es
handelt sich um eine sehr dynamische Modifikation, deren Umsatzrate wesentlich hoher ist
als die der Tragerproteine wie es zum Beispiel fiir Cytokeratine und a-B-Krystallin gezeigt
wurde (Chou et al., 1992; Roquemore et al., 1996). Das bedeutet, dass O-GIcNAc schnell auf
bestimmte zelluldre Signale reagieren kann. Dass die Ubertragung von N-Acetyglucosamin
auf Serin- oder Threoninreste bzw. dessen Abspaltung durch bestimmte Stimuli induzierbar
ist, konnten u.a. Kearse und Hart (1991) nach Aktivierung von T-Lymphozyten zeigen. Nach
Zugabe des T-Zell Mitogens Concanavalin A konnte eine Abnahme der Glykosylierung im
Cytosol und eine Zunahme der nukledren Glykosylierung beobachtet werden, die unabhéngig
von der Proteintranslation war. Dabei handelt es sich um transiente Verdnderungen, die

innerhalb von einigen Stunden wieder aufgehoben sind. Weiterhin kdnnte O-GlcNAc auch
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eine Bedeutung bei der Signaltransduktion in Pflanzenzellen haben, da eine Mutation des
pflanzlichen Proteins Spindly, das eine grole Homologie zur O-GIcNAc Transferase
aufweist, in Arabidopsis die Aktivierung des Signalwegs des Pflanzenhormons Gibberelin
bewirkt (Thornton et al., 1999).

Die O-GlcNAc Transferase (OGT) katalysiert die Ubertragung von O-GlcNAc auf Proteine
und ist genauso wie das O-GlcNAc abspaltende Enzym O-GlcNAc Hydrolase (O-GlcNAcase)
bereits kloniert und charakterisiert worden. Bisher wurden humane, Ratten- und
Caenorhabditis elegans OGT-cDNAs und entsprechende Gene identifiziert (Nolte und
Muller, 2002; Kreppel et al., 1997; Lubas et al., 1997). Die OGT ist hoch konserviert. Das
humane Gen weist zum Beispiel eine Homologie von 80% zu dem von Caenorhabditis
elegans auf. Das Gen fiir die humane und murine OGT ist auf dem X-Chromosom lokalisiert.
Untersuchungen an murinen Embryonen haben ergeben, dass das OGT-Gen eine essentielle
Bedeutung fiir die Lebensfdahigkeit von embryonalen Stammzellen und die embryonale
Entwicklung hat (Shafi et al., 2000). Die Transkripte der OGT lassen sich in vielen
Gewebetypen nachweisen, wobei sie besonders stark im Pankreas und dort vor allen Dingen
in den B-Zellen der Langerhans-Inseln exprimiert sind (Hanover et al., 1999). Aber auch
Skelettmuskel, Gehirn, Fettgewebe und Herzmuskel weisen relativ hohe Mengen an OGT-
mRNA auf. Das Enzym selbst ist im Cytosol und Kern lokalisiert. Wie viele andere
regulatorische Proteine weist die OGT Tandem-Anordnungen von Tetratricopeptiden auf, die
fiir die Ausbildung multimerer Proteinkomplexe von Bedeutung sind. Diese Tetratricopeptide
spielen vermutlich eine Rolle fiir die Ausbildung und Stabilitit des homotrimeren OGT-
Komplexes, der notwendig fiir die Substraterkennung ist (Kreppel und Hart, 1999; Lubas und
Hanover, 2000). Interessanterweise ist das Enzym sowohl O-GlcNAc modifiziert als auch
Tyrosin-phosphoryliert, was auf mogliche Regulationsmechanismen hinweist (Kreppel und
Hart, 1999; Kreppel et al., 1997).

Das Fehlen einer Konsensussequenz fiir die Glykosylierung mit O-GlcNAc konnte fiir die
Existenz verschiedener OGTs sprechen. Bisher konnten aber keine entsprechenden weiteren
eukaryotischen Gene identifiziert werden.

Das O-GlcNAc abspaltende Enzym, die O-GlcNAcase, wurde erst kiirzlich kloniert. Die
humane O-GIcNAcase ist auf Chromosom 10 lokalisiert, wird in allen Gewebetypen
exprimiert und ist ebenso wie die OGT hochkonserviert (Gao et al., 2001). Das Enzym ist
hauptséchlich im Cytoplasma lokalisiert. Es werden zwei verschiedene Splicevarianten des
Transkripts exprimiert: Ein Protein mit 130 kDa und ein kleineres mit 75 kDa, das

hauptséchlich im Kern lokalisiert ist, aber dort anscheinend keine Aktivitit besitzt (Comtesse
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et al., 2001; Wells et al., 2002). Die Aktivitdt der O-GIcNAcase scheint regulierbar zu sein.
So konnten Wells et al. 2002 die Phosphorylierung des Enzyms nachweisen. AuBBerdem
wurde das Enzym als Teil eines groferen Proteinkomplexes isoliert, dessen potentielle

regulatorische Funktion fiir die O-GlcNAcase noch untersucht werden muss.

1.1.2 Yin-Yang  Hypothese oder das Prinzip der reziproken O-
GlcNAcylierung/Phosphorylierung

Der Nachweis von Proteinen, die an solchen Stellen mit O-GlcNAc modifiziert sind, die auch
von Kinasen phosphoryliert werden konnen, veranlasste Gerald Hart zur Formulierung der
sogenannten Yin-Yang Hypothese. Diese besagt, dass die Modifikation mit O-GIcNAc, die
O-GlcNAcylierung, eine reziproke Funktion zur Phosphorylierung haben kann (Abb. 2).
Dafiir sprechen folgende Ergebnisse: Bei einigen Proteinen wie z.B. dem Ostrogen Rezeptor-
B, dem SV 40 groBBen T-Antigen und dem c-Myc Protoonkogenprodukt konnte nachgewiesen
werden, dass dieselben Serin- und Threoninreste entweder phosphoryliert oder alternativ mit
O-GlcNAc modifiziert sein konnen (Cheng und Hart, 2001; Medina et al., 1998; Chou et al.,
1995 a u. b). Damit konnen auch reziproke Funktionen verbunden sein: So gibt es Hinweise
darauf, dass die reziproke Besetzung des Aminoséiurerestes Serinl6 des murinen Ostrogen
Rezeptor-f entweder mit O-GIcNAc oder mit O-Phosphat dessen Abbau und
Transkriptionsaktivitdt beeinflussen kann (Cheng und Hart, 2001). Ebenso scheinen die O-
GlcNAc Transferase und die Kinase des C-Terminus der RNA-Polymerase 11, die die gleiche
Affinitdt zur C-terminalen Doméne der RNA-Polymerase II aufweisen, moglicherweise deren
Aktivitdt wihrend unterschiedlicher Phasen des Transkriptionszyclus zu regulieren (Comer
und Hart, 2001). In vitro kann die Glykosylierung der C-terminalen Doméne (CTD) der RNA-
Polymerase II durch Phosphorylierung mit der CTD-Kinase verhindert werden (Comer und
Hart, 2001).

Jedoch muB nicht bei allen Proteinen zwingend eine reziproke Beziehung vorliegen.
Beispielsweise sind Neurofilamente und das mit Clathrin assoziierte Protein AP-3 sowohl O-
GlcNAc modifiziert als auch phosphoryliert (Dong et al, 1993 a u. b; Murphy et al, 1994).

Das heiB}t, dass gleichzeitig beide Modifikationen nebeneinander vorhanden sein kdnnen.
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Abb. 2 Yin-Yang Hypothese (Schmitz und Griffith, 1998). Bei einigen Proteinen wie z.B dem Ostrogen
Rezeptor-f konnen dieselben Serin- oder Threoninreste reziprok entweder O-GIcNAcyliert oder phosphoryliert

sein, was mit unterschiedlichen Funktionszustdnden einhergehen kann (Cheng und Hart 2001).

Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass Phosphorylierung und O-GlcNAcylierung nicht
immer unabhdngig voneinander stattfinden, sondern sich wechselseitig beeinflussen kdnnen.
So ist der O-GlcNAc Spiegel durch spezifische Aktivatoren oder Inhibitoren von Kinasen
oder Phosphatasen reziprok zur Phosphorylierung beeinflussbar: Zum Beispiel konnte an
Kleinhirnneuronen in Kultur gezeigt werden, dass in Gegenwart von Inhibitoren der
Proteinkinase A und Proteinkinase C die O-GlcNAc Modifikation von Proteinen zunimmt,
wihrend Aktivatoren dieser Kinasen umgekehrt zu einer Abnahme des O-GIcNAc Einbaus in
Proteine fiihrt (Griffith und Schmitz, 1999). Einen weiteren Hinweis fiir diese Form des
wechselseitigen Regulationsmechanismus ergibt sich aus der Beobachtung, dass die OGT

zusammen mit einer unbekannten Serin—Threonin Phosphatase aufgereinigt werden konnte

(Wells et al., 1999).

1.1.3 Weitere potentielle regulatorische Funktionen von O-GlcNAc

Die O-GIcNAc Modifikation scheint auch auf andere proteinregulierende Mechanismen
Einfluss zu nehmen. Vermutlich spielt sie eine Rolle bei der Regulation der
Proteindegradation. Hierfiir spricht, dass die O-GlcNAc Modifikation in ,,PEST* Sequenzen
auftritt, die sich durch einen hohen Gehalt an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S), und
Threonin (T) auszeichnen und deren Phosphorylierung ein Signal fiir den proteosomalen
Abbau darstellt. Es wird angenommen, dass eine Glykosylierung die Phosphorylierung dieser
Sequenzen und damit den Proteinabbau verhindern kann. So konnte beim Ostrogen Rezeptor
ER-B nicht nur gezeigt werden, dass potentielle Degradationssequenzen, also Sequenzen mit
hohem ,,PEST“-Gehalt entweder mit O-GlcNAc modifiziert oder phosphoryliert vorliegen

konnen, sondern auch, dass nach Mutation der Glykosylierungsstelle der Abbau des Rezeptors
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stark verzogert wird. Eine Mutation der Glykosylierungssequenz, die eine permanente
Phosphorylierung vortduscht, fiihrt hingegen zur schnelleren Abbaurate des Proteins im
Vergleich zum Wildtyp (Cheng und Hart, 2001). Bei dem Protein Plakoglobin konnte
ebenfalls eine O-GlcNAc Modifikation in der Ndhe der Degradationssequenz detektiert
werden (Hatsell et al., 2003). Nach neuesten Erkenntnissen funktioniert die O-GIcNAc
Modifikation auch als endogener Inhibitor des Proteasoms. So stellten Zhang et al. fest, dass
die Rpt2 ATPase des Proteasoms 19S sowohl in vitro als auch in vivo mit O-GlcNAc
modifiziert ist und die Funktion des Proteasoms mit zunehmender O-Glykosylierung abnimmt
(Zhang et al, 2003). Auf diese Weise kann zum Beispiel die Proteolyse des
Transkriptionsfaktors SP1 unterdriickt werden.

Auch bei der Genexpression scheint die O-GIcNAc Modifikation wichtige regulatorische
Funktionen zu iibernechmen. Nicht nur, dass O-GlcNAc auf allen bisher darauthin
untersuchten Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase II nachgewiesen wurde, die
Glykosylierung scheint auch einen direkten Einfluss auf die Transkription zu haben. Ob es
sich dabei um eher aktivierende oder hemmende Effekte handelt, gilt es noch zu kldren. So
wurde fiir den Transkriptionsfaktor Spl in einem in vitro Transkriptionssystem gezeigt, dass
glykosyliertes, in Hela Zellen exprimiertes Spl im Vergleich zu unglykosyliertem, in E. coli
exprimiertem Spl eine drei- bis flinfmal hohere Transkriptionsaktivitit induzieren kann
(Jackson und Tjian, 1988). Ebenfalls konnte erst vor kurzem gezeigt werden, dass die O-
GlcNAcylierung von Spl, die durch Insulin stimuliert werden kann, die Translokation von
Spl in den Nukleus bewirkt und die Transkription des Calmodulin Gens induzieren kann
(Majumdar et al., 2003). Eine verstirkte DNA Bindungsaktivitit, die durch eine erhohte O-
GlcNAcylierung hervorgerufen wird, konnte fiir den Transkriptionsfaktor PDX-1
demonstriert werden, der eine wichtige Rolle bei der Funktion und der Entwicklung des
Pankreas spielt (Gao et al., 2003). Bei dem Transkriptionsfaktor Stat 5 konnte eine O-
GlcNAcylierung allerdings nur auf der nukledren Form nach Cytokinaktivierung festgestellt
werden. Nur diese glykosylierte Form kann an den Transkriptions-Coaktivator CBP binden
und somit die Transaktivierung des Promotors eines Zielgens induzieren (Gewinner et al.,
2004).

Im Gegensatz dazu wurde auch eine Transkription hemmende Wirkung der O-GlcNAc
Modifikation festgestellt: Roos et al. wiesen nach, dass die O-GlcNAc Modifikation von Sp1
die Interaktion mit dem TATA-bindenden Protein assoziierten Faktor (TAF110) bzw. die
Selbstassoziation stort und dies einen negativen Einfluss auf die Transkriptionsrate haben

kann (Roos et al., 1997; Yang et al., 2001). Eine Form der Transkriptionsrepression durch die
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O-GlcNAc Transferase beschreiben Yang et al.: Sie stellten fest, dass die O-GlcNAc
Transferase durch Bindung an den Corepressor mSin3A mit der Histondeacetylase
interagieren und die Transkription unterdriicken kann (Yang et al., 2002). Vermutlich wird
der OGT durch die Bindung an mSin3A die O-GlcNAcylierung der im Promotorbereich
lokalisierten Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase II ermdoglicht, die auf diese
Weise im Préinitiationskomplex inaktiv gehalten werden.

Andere Untersuchungen weisen darauthin, dass O-GIcNAc die Assoziation von Proteinen
auch begiinstigen und stabilisieren kann. So bilden z.B. viele der O-GlcNAc modifizierten
Proteine multimere Komplexe, wie z.B. die Proteine der Kernporenkomplexe, die in erhdhtem
Malfle mit O-GlcNAc modifiziert sind (Holt et al., 1987). Andere mit O-GlcNAc modifizierte
Proteine sind am Aufbau und der Organisation des Cytoskeletts beteiligt. Bei einigen dieser
Proteine, beispielsweise bei den Neurofilamenten, sind die Bereiche der Untereinheiten
glykosyliert, die zur Anlagerung der Filamente aneinander und somit zur Ausbildung der

Quartérstruktur beitragen (Dong et al, 1996).

1.1.4 Bedeutung der O-GlcNAc Modifikation bei pathologischen Prozessen

Vermutlich hat die O-GIcNAc Modifikation auch eine Bedeutung bei verschiedenen
Krankheiten. Neben wichtigen Hinweisen darauf, dass O-GIcNAc eine Rolle bei
neurodegenerativen Erkrankungen spielt (1.3.), ist auch ein Zusammenhang zwischen einer
verdnderten O-GlcNAcylierung von Proteinen und Typ II Diabetes gezeigt worden. Wichtige
Merkmale des Typ II Diabetes sind ein erhohter Glucosespiegel und Insulinresistenz. Es
konnte gezeigt werden, dass ein erhohter extrazelluldrer Glucose- und Glucosaminspiegel im
Skelettmuskel und in den B-Zellen des Pankreas zu einer erhdhten O-GlcNAc Modifikation
intrazelluldrer Proteine fiihrt (Yki-Jarvinen et al., 1998; Liu et al., 2000). AuBlerdem kam es
bei den Muskelzellen unter hyperglykdmischen Bedingungen zu einer Abschwichung der
Signale der Insulinkaskade. Mit der reduzierten Signalstirke der Insulin-Rezeptor-Substrate
(IRS-1, IRS-2) war deren erhohte O-GlcNAc Modifikation und abnehmende
Phosphorylierung verbunden (Patti et al., 1999). Daher nehmen verschiedene Arbeitsgruppen
an, dass die durch Hyperglykdmie induzierte O-GIcNAc Modifikation die normale
Insulinsignaltransduktion storen kann, was mitverantwortlich fiir die bei Typ II Diabetes
auftretende Insulinresistenz sein konnte (Wells et al., 2003). Neue Ergebnisse belegen diese

Hypothese in noch eindeutigerer Weise: McClain et al. (2002) konnten mit Hilfe von
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transgenen Miusen zeigen, dass die Uberexpression der OGT den Phinotyp eines Typ II
Diabetes erzeugt und in Muskel und Fettgewebe Insulinresistenz und Hyperleptindmie
hervorruft. Eine weitere Folgeerkrankung von Diabetes konnen Kardiomyopathien sein.
Interessanterweise konnte in diesem Zusammenhang bei mit hohen Glucosekonzentrationen
behandelten Kardiomyocyten oder Kardiomyocyten, die mit O-GIcNAc Transferase
exprimierenden Adenoviren transfiziert worden waren, eine verschlechterte Ca®" Oszillation
festgestellt werden, mit der eine verminderte sarkoplasmatische Ca2+-ATPase Aktivitdt und
verstirkte O-GIcNAcylierung nukledrer Proteine einhergeht (Clark et al., 2003). Ebenfalls
konnen bei Diabetes mellitus Verdnderungen des Augenhintergrundes (Retinopathie
diabetica) auftreten. Bei Goto-Kakizaki Ratten, die spontan Diabetes entwickeln, wurde im
Vergleich zu normalen Ratten in der Retina eine erhohte O-GlcNAc Expression in den
Epithelzellen beobachtet. Die ebenfalls diagnostizierte verringerte Anzahl von
Hemidesmosomen in epithelialen Basalzellen und vereinzelte Ablosung der Basalmembran
von den Epithelzellen konnte bei der Retina von gesunden Ratten durch Behandlung mit dem
O-GlcNAc Hydrolase Inhibitor PUGNAc induziert werden (Akimoto et al., 2003a).

Ob O-GIcNAc eine Rolle bei der Krebsentstehung spielt, ist noch ungeklért. Bei einigen als
Protoonkogene bekannten Poteinen wie c-Myc oder dem SV40 T-Antigen sowie dem
Tumorsuppressor p53 konnte eine O-GlcNAc Modifikation nachgewiesen werden (Chou et
al., 1995 a; Medina et al., 1998; Shaw et al., 1996). Die Glykosylierungsstelle von c-Myc, die
gleichermallen auch phosphoryliert vorliegen kann, liegt in der Transaktivierungsdoméne von
c-Myc und ist beim Burkitt Lymphom als Mutations-,,Hotspot* bekannt. AuBBerdem konnte
erst kiirzlich eine verstiarkte O-GlcNAcase Aktivitit in primdren Brusttumoren im Vergleich
zu normalem Brustgewebe und dementsprechend eine signifikante Abnahme der O-
GlcNAcylierung in diesem Tumorgewebe festgestellt werden (Slawson et al., 2001). Weitere
Zusammenhdnge zwischen dieser Glykosylierungsform und deren Bedeutung bei der

Tumorbildung sind jedoch noch unbekannt (Chou und Hart, 2001).
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1.2 Die Alzheimer Krankheit

In Deutschland wurde die Alzheimer Krankheit 1906 erstmalig von Alois Alzheimer
beschrieben (Alzheimer, 1907). Er untersuchte eine 51-jdhrige Patientin, die vor allem unter
Gedichtnis- sowie Sprachstérungen litt und ein orientierungsloses und unberechenbares
Verhalten aufwies. Nach ihrem Tod wurde in ihrem Gehirn eine enorme Ansammlung von
Proteinablagerungen entdeckt. Diese wurden bereits 1854 von Rudolf Virchow als amyloid-
also stirkedhnlich bezeichnet, nachdem er diese fasrigen Strukturen, die er in
Gehirnpriaparaten unter dem Lichtmikroskop sah, mit Jod anfdrben konnte, ohne dabei zu
ahnen, mit welcher Krankheit sie einhergehen.

In den USA litten im Jahr 2000 4,5 Millionen Menschen unter dieser Demenzform mit den
Hauptsymptomen Gedéchtnis- und Wortfindungsstorungen sowie Orientierungslosigkeit. 7%
der Betroffenen waren zwischen 65-74 Jahre alt, 53% zwischen 75-84 und 40% tiber 80 Jahre
alt (Hebert et al., 2003). AD Patienten werden schwerst pflegebediirftig und versterben
letztendlich an erworbenen Infektionen. Die zur Zeit moglichen, begrenzten therapeutischen
MafBnahmen konnen das Fortschreiten der Krankheit etwas verzogern aber nicht authalten.
Eine sichere Diagnose ist erst post mortem moglich. Neben einem ausgepriagten Synapsen-
und Neuronenverlust einhergehend mit einer starken Atrophie des Gehirns sind die bereits
von Alzheimer nachgewiesenen Proteinablagerungen - die intrazelluldren neurofibrilliren
Biindel (Neurofibrillary Tangles, NFT) und die extrazelluliren neuritischen oder senilen
Plaques - die neuropathologischen Hauptkennzeichen der Alzheimer Demenz (AD). Die
intrazelluldren neurofibrilliren Biindel bestehen aus dicht gepackten gepaarten helikalen
Filamenten (Paired Helical Filaments, PHF). Als Hauptbestandteil der PHF wurde das mit den
Mikrotubuli-assoziierte hyperphosphorylierte Protein Tau identifiziert (Brion et al., 1986;
Grundke-Igbal et al., 1986), das an der Zusammenlagerung und Stabilitit der Mikrotubuli
beteiligt ist. Die Dichte der NFT korreliert mehr mit dem Verlauf der Alzheimer Krankheit als
die Dichte der senilen Plaques (Arriagada et al., 1992).

Die senilen Plaques sind extrazelluldre Ablagerungen, die besonders in Teilen des Neocortex
speziell des Temporal- und Parietallappens aber auch in Hippocampus und Amygdala
auftreten (Takahashi et al., 2002). Wéhrend in der Umgebung der sog. diffusen Plaques noch
keine Neuronendegeneration erkennbar ist, sind die neuritischen oder senilen Plaques von
dystrophischen Neuriten umgeben. Aulerdem fallen in der Peripherie der Plaques reaktive

Astrocyten und Mikroglia auf.
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Ein Hauptbestandteil der Plaques ist das -Amyloid (AB), das auch in Ablagerungen der
Blutgefdle als vaskuldres Amyloid bei Alzheimer Patienten nachgewiesen werden kann
(Glenner und Wong, 1984; Masters et al., 1985). Das fibrillire AP in den Plaques weist eine
[B-Faltblattstruktur auf. Es handelt sich um ein 4 kDa groBes Peptid, das 39-43 Aminosduren
(AS) umfasst und ein proteolytisches Spaltprodukt des Amyloid Precursor Proteins (APP) ist.
Hierbei wird vor allen Dingen zwischen zwei A Formen mit unterschiedlichen C-Termini
unterschieden. Wahrend die diffusen Ablagerungen fast ausschlieBlich aus AB42 mit 42
Aminosduren (AS) bestehen, ist AB40 mit 40 AS Hauptbestandteil der senilen Plaques und
des vaskuldren Amyloids (Iwatsubo et al., 1994). Im Vergleich zu AB40 neigt AB42 sehr viel
schneller zur Aggregatbildung und wird deshalb als hoch amyloidogen bezeichnet. Man geht
davon aus, dass die Ablagerung des amyloidogenen AP42 in den diffusen Plaques die
Akkumulation von AB40 begiinstigt (Jarrett und Lansbury, 1993). Neben dem fibrilldren (-
Amyloid (Ap) als Hauptbestandteil der Plaques konnten u. a. Glykoproteine wie zum Beispiel
o 1-Antichymotrypsin, Apolipoprotein E, Faktoren des Komplementsystems sowie Serum
Amyloid A und Thransthyretin in den Plaques nachgewiesen werden (Ma et al., 1994;
Wisniewski et al., 1993). Interessanterweise scheinen einige dieser mit den Plaques
assoziierten Proteine als ,,pathologische Chaperone® zu fungieren, die die Fibrillenbildung
von AP zu fordern scheinen. Auch Glykosaminoglykane, die normalerweise Bestandteile der
extrazelluldren Hirnmatrix sind, lagern sich in den Plaques ab, binden an AP und scheinen
eine Rolle bei der Plaquebildung auszuiiben (Snow et al., 1995; Gupta-Bansal et al., 1995). Es
gibt einige Hinweise auf eine neurotoxische Wirkung von AP. So fiihrte die in vitro
Inkubation verschiedener Zelltypen mit hoheren Konzentrationen an synthetischem AP in
einigen Studien zu neurodegenerativen Prozessen (Howlett et al., 1995; Pike et al., 1991;
Yankner et al., 1989).

Dem verdnderten Metabolismus des APP wird eine Schliisselrolle wihrend der Pathogenese
der Alzheimer Krankheit zugeschrieben. Besonders deutlich wird die Bedeutung des APP bei
der erblich bedingten familiiren Form der AD, bei der der Krankheitsbeginn zum Teil
erheblich frither als im Alter von 65 Jahren eintreten kann. Von dieser frithen Form der AD
sind 5-10% der Erkrankten betroffen. In ca. 50% dieser erblich bedingten Félle liegen
Mutationen der Gene fiir Présenilin 1 und 2 vor, denen eine Funktion bei der APP Spaltung
zugeschrieben wird (s.u.), und in 5% - 20% Mutationen des APP Gens (Schellenberg et al.,
2000; Fassbender et al., 2001b). Es konnte gezeigt werden, dass diese familidr bedingten

Mutationen sowohl in vitro in Zellsystemen als auch in vivo in transgenen Méusen zu einer
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erhohten Produktion der amyloidogen AB42 Form fiihren. Auflerdem zeigen Down Syndrom
Patienten durchweg die neuropathologischen Verdnderungen der Alzheimer Krankheit. Bei
diesen Patienten liegen drei Kopien des APP Gens vor, das auf dem Chromosom 21 lokalisiert
ist. Die ursdchlichen Ereignisse fiir einen pathologischen Metabolismus des APP bei der
sporadischen Form der AD sind jedoch noch weitgehend unbekannt. Nach neueren
Erkenntnissen scheinen auch der enzymatische Abbau des Amyloidpeptides iiber das Insulin-
degrading enzyme oder die Enkephalinase eine wichtige Rolle zu spielen (Iwata et al., 2000;
Vekrellis et al., 2000).

AP ist auch als Marker zur Fritherkennung fiir Hochrisikopatienten der sporadischen Form der
AD in der Diskussion. So steigt nach Jensen et al. (1999) im frithen Stadium der AD der
APB42 Gehalt der Cerobrospinalfliissigkeit an und nimmt mit dem weiteren Fortschreiten der
Krankheit wieder ab. Therapeutische Maflnahmen zeigen derzeit nur médBigen Erfolg. Von
groBerer klinischer Relevanz ist hierbei der Einsatz von Acetylcholinesterase-Inhibitoren, der
den massiven Verlust der Cholinacetyl-Transferase Aktivitit, der bereits 1977 von White et
al. im Hirngewebe von AD Patienten beschrieben wurde, entgegen wirken soll (White et al.,
1977). Weiterhin hat erst vor kurzem der NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantine die EU-
Zulassung fiir die Behandlung bei mittelschwerer bis schwerer AD erhalten. Memantine
blockiert selektiv den Ionenkanal des NMDA (N-Methyl D-Aspartat)-Rezeptors und schiitzt
auf diese Weise Neuronen vor der neurotoxischen Wirkung hoher Glutamatkonzentrationen,
die bei neurodegenerativen Prozessen auftreten (Parsons et al., 1999). Desweiteren sind
Immunisierungen gegen AP in der klinischen Testphase. Dieser Ansatz beruht auf
Immunisierungsstudien an Mausen, in denen APP iiberexprimierende Miuse passiv gegen A3
immunisiert wurden. Wéhrend bei jungen Maiusen die Entwicklung der AP Plaques,
neuritische Dystrophie und Astrogliosis verhindert wurden, konnten bereits entwickelte
Neuropathien bei dlteren Médusen durch diese Behandlung sogar reduziert werden (Schenk et
al., 1999). Solche Immunisierungen scheinen auBlerdem das Lernvermdgen und die

Gediachtnisfahigkeit in verschiedenen Mausmodellen zu fordern (Y ounkin, 2001).
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1.2.1 Amyloid Precursor Protein (APP)

Nachdem 1984 A erstmalig aus cerebrovaskuldren Amyloidablagerungen und kurz darauf
aus senilen Plaques von Alzheimer Patienten isoliert wurde, konnte mit Hilfe von
Oligonucleotid-Proben der AP Sequenz die ¢cDNA des Vorldufermolekiils APP kloniert
werden (Glenner und Wong, 1984; Masters et al., 1985; Tanzi et al., 1987). Hierbei handelt es
sich um eine hoch konservierte Sequenz. Es wurden homologe Sequenzen in Drosophila, C.
elegans und Xenopus nachgewiesen. Sdugetiere exprimieren noch zwei weitere APP dhnliche
Proteine APLP1 und APLP2 (Amyloid Precursor Like Protein), die bis auf die Ap Sequenz
eine starke Homologie zu APP aufweisen (Slunt et al., 1994; Wasco et al., 1992, 1993). APP
ist ein ubiquitdr exprimiertes, auf Chromosom 21 lokalisiertes, integrales Typ-I-
Transmembranprotein mit einer relativ langen extrazelluliren Domine, einem 23 AS langen
transmembranen Bereich und einer kurzen intrazelluliren Doméne. Durch alternatives
SpleiBen der mRNA konnen acht verschiedene Isoformen entstehen. Zu den drei
Hauptisoformen zéhlen APP 695, APP 751 und APP 770, die entsprechend nach der Anzahl
threr AS benannt werden. APP 751 und APP 770 werden in peripherem Gewebe und
Astrocyten exprimiert und enthalten einen 56 AS langen Abschnitt in der Mitte der
extrazelluliren Doméne, der eine Homologie zur ,Kunitz-Familie“ der Serin Protease
Inhibitoren (KPI-Doméne) aufweist (Ponte et al., 1988). Tatsichlich kénnen die in
Thrombozyten exprimierten APP Isoformen mit KPI-Doméne den Xla Serin Protease Faktor
wiahrend der Blutgerinnungskaskade inhibieren (Oltersdorf et al., 1989; Smith et al., 1990).
APP 695 ohne KPI-Doméne wird hauptsdchlich in Neuronen exprimiert. Die hochsten APP
Expressionsraten weisen Gehirn und Niere auf (Neve et al., 1988; Koo et al., 1990). Die
Funktion des Proteins ist immer noch weitgehend unverstanden. Neben der KPI enthaltenden
Form, fiir die wie bereits erwihnt eine Rolle bei der Blutgerinnung und der Wundheilung
vermutet wird, werden noch folgende weitere zelluldre Funktionen diskutiert, an denen APP
beteiligt zu sein scheint: U.a. Zelladhédsion, Neuritenwachstum, Wachstumsforderung von
neuronalen und nicht neuronalen Zellen, neuronale Erregbarkeit und Neuroprotektion. Einen
Uberblick iiber diese Eigenschaften gibt ein Review von B. De Strooper und W. Annaert (De
Strooper und Annaert, 2000). Auch APP knock-out Méuse konnen wenig Aufschluss iiber die
physiologische Aufgabe von APP geben, da sie keinen klinisch auffilligen Phanotyp zeigen.
Eine zusitzliche Inaktivierung von APLP1 oder APLP2 fiihrt zu einem reduzierten

Korpergewicht oder zu einem frithen postnatalen Tod der Miuse, aber die Ursache bzw. der
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Zusammenhang zwischen diesen Phianotypen und der APP Funktion ist noch ungeklirt (Heber

et al., 2000; Von Koch et al., 1997).

1.2.2. Proteolytische Spaltung von APP

APP kann unterschiedlich posttranslational modifiziert werden (Weidemann et al., 1989).
Neben N- und O-Glykosylierung, Sulfatierung und Phosphorylierung ist die proteolytische
Spaltung von APP von entscheidender Bedeutung. Auf dem sekretorischen Transportweg und
an der Zelloberflache kann APP mehrfach gespalten werden. Dabei werden zwei verschiedene
Spaltungswege einander gegeniibergestellt (Abb. 3): Bei der nicht amyloidogenen Spaltung
wird APP mit Hilfe der a-Sekretase innerhalb der AP Region zwischen den AS 16-17
gespalten, so dass kein amyloidogenes A entstehen kann. Bei dieser a-Sekretase Spaltung
wird die 90-100 kDa grof3e, 16sliche Ektodoméne (APPg,) freigesetzt, und es entsteht ein
zellassoziiertes C-terminales Fragment (CTF) mit 83 AS (C83) (Esch et al., 1990). Alternativ
kann APP beim amyloidogenen Spaltungsweg vor allem in Neuronen und im Gehirn N-
terminal von der AP Region durch die B-Sekretase gespalten werden. Neben der Freisetzung
eines ca. 100 kDa groBen N-terminalen Fragments (APPg) entsteht auf diese Weise ein
membranassoziiertes C-terminales APP Fragment mit intakter A Sequenz und insgesamt 99
AS (C99). Sowohl C83 als auch C99 konnen weiter durch die y-Sekretase prozessiert werden,
die das CTF ungewohnlicherweise innerhalb der Transmembranregion schneidet. Dadurch
entsteht nach y-Sekretase Spaltung von C83 bzw. C99 ein 3 kDa Fragment (P3) bzw. das AP
Peptid. Urspriinglich wurde angenommen, dass der a-Sekretaseweg dem physiologischen
Spaltungsprozell von APP entspricht, wihrend das Prozessieren durch die B-Sekretase - der
amyloidogene Spaltungsweg - nur unter pathologischen Bedingungen auftritt (Sisodia et al.,
1990). Dass dies nicht der Fall ist, konnte mittlerweile schon vielfiltig demonstriert werden.
So wurde nachgewiesen, dass A} von nahezu allen APP exprimierenden Zelltypen produziert
werden kann, und zwar als Bestandteil des normalen zelluliren Stoffwechsels. AuB3erdem

wurde AP im Plasma und der Cerebrospinalfliissigkeit von gesunden Personen identifiziert

(Haass et al., 1992; Seubert et al., 1992).
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Abb. 3 Proteolytische APP-Spaltung (nach Dominguez et al., 2001). APP kann sowohl iiber den nicht

amyloidogenen Weg (A) als auch iiber den amyloidogenen Weg (B) prozessiert werden.

1.2.2.1 a-Sekretase

Die a-Sekretase Aktivitét ist im spéten sekretorischen Weg, an der Zelloberfliche und in den
spiaten Endosomen, die endocytosiertes intaktes APP enthalten, lokalisiert (De Strooper et al.,
1993; Parvathy et al., 1999; Refolo et al., 1995). Ahnlich wie beim Prozessieren anderer
integraler Membranproteine kann die o-Sekretase Aktivitdt und damit die Sekretion von
APP, durch Behandlung mit Phorbolester, der die Proteinkinase C aktiviert, noch zuséitzlich
zu ihrer Grundaktivitit stimuliert werden (Buxbaum et al., 1990). Neben der konstitutiven
Sekretion von APPy, gibt es daher auch eine regulierbare Sekretion. Es sind verschiedene
Enzyme mit a-Sekretase-Aktivitit nachgewiesen worden. Dabei handelt es sich u.a. um zwei
Mitglieder der ADAM (a desintegrin and metalloprotease ) Familie. ADAM 17 (auch TACE
genannt: tumor necrosis factor-a converting enzyme, lokalisiert auf Chromosom 2) scheint
mehr an der regulierbaren Sekretion von APPg, beteiligt zu sein, da bei Fibroblasten von
TACE knock-out Méusen die Aktivierung der Proteinkinase C durch Phorbolester keine
Stimulation der o-Sekretase bewirkte (Buxbaum et al., 1998), die basale Sekretion aber

unverdndert blieb. Diese Beobachtung ist auch ein Beleg fiir die potentielle Existenz von
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mehreren o-Sekretasen. Vor allen Dingen wird ADAM 10 (auf Chromosom 15 lokalisiert) als
weiterer potentieller Kandidat fiir die a-Sekretase favorisiert (Lammich et al., 1999). Dafiir
spricht nicht nur die Féhigkeit von ADAM 10, synthetische Peptide mit der a-Schnittstelle
spezifisch in vitro spalten zu koénnen, sondern auch die zelluldre Lokalisation von ADAM 10
im Golgi-Apparat und auf der Zelloberfliche, die mit der beobachtbaren a-Sekretase Aktivitét
tibereinstimmt. AuBBerdem ist die a-Sekretase Aktivitdt in Fibroblasten von ADAM 10 knock-
out Miausen nach einer Beobachtung von Bart de Strooper u.a. nicht mehr nachweisbar

(Dominguez et al., 2001).

1.2.2.2 B-Sekretase

Bei dem alternativen Spaltungsweg entstehen das amyloidogene AP und APP nach APP
Spaltung durch die B- und y-Sekretase. In nicht neuronalen Zellen ist die [-Sekretase
Aktivitdt sehr gering, so dass das Prozessieren von APP hauptsichlich {iber den nicht
amyloidogenen Weg erfolgt. Die B-Sekretase Aktivitit ist in dem spéten sekretorischen Weg,
in den Endosomen nach Reinternalisation von APP und in dem Endoplasmatischen
Retikulum/Intermedidrkompartiment lokalisiert (Xu et al., 1997; Koo und Squazzo, 1994;
Chyung et al., 1997). Der N-Terminus von AP beginnt zwar meistens mit Aspl, es konnte
aber auch eine bestimmte Heterogenitit des N-Terminus festgestellt werden. So wurden A
Peptide, die mit Glull beginnen, im konditionierten Medium von primiren neuronalen
Zellkulturen und in amyloiden Plaques nachgewiesen (Gouras et al., 1998; Naslund et al.,
1994). Diese N-terminale Deletion wirkt besonders ,.klebrig* und scheint die AR Aggregation
von AP zu Fibrillen zu verstirken (Pike et al., 1991). Generell erfolgt die B-Sekretase
Spaltung sehr sequenzspezifisch und erfordert eine minimale Erkennungssequenz zwischen
Val669-Ala673 (Citron et al., 1995). Wéhrend die meisten Mutationen innerhalb dieses
Bereichs die AP Produktion stark verringern bzw. verhindern, scheint die sog. Schwedische
Mutante, bei der die mutierten AS unmittelbar neben der p-Schnittstelle liegen (KMJDA zu
NL{DA) und die bei einer familidr bedingten Form der AD auftritt, ein besseres Substrat fiir
die B-Sekretase zu sein und verursacht dementsprechend eine verstiarkte A Bildung (Citron
et al., 1994). Interessanterweise scheinen speziesspezifische Unterschiede in der
Aminosduresequenz der AP Region die Aktivitdt der B-Sekretase zu beeinflussen. Die murine

Sequenz scheint im Vergleich zu der humanen ein schlechteres Substrat fiir die B-Sekretase zu
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sein (De Strooper et al., 1995). Dies konnte auch einer der Griinde dafiir sein, warum nur
transgene Méuse, die das humane APP exprimieren, fahig sind, amyloide Plaques zu bilden.
Ebenfalls wurde gezeigt, dass sowohl humane als auch murine BACE 1 - eine der beiden erst
kiirzlich identifizierten Proteasen mit B-Sekretase Aktivitét (s.u.) - humanes und murines APP
an der Stelle Aspl zwar spalten konnen, aber die Stelle Glull jeweils nur speziesspezifisch
schneiden (Cai et al., 2001).

Diese zwei erst vor kurzem klonierten und identifizierten Proteasen, die APP an der B-
Schnittstelle spalten und dementsprechend beta-site APP cleaving enzyme BACE 1 (auf
Chromosom 11 lokalisiert) und BACE 2 (Chromosom 21) genannt werden, gehdren zur
Familie der Aspartyl-Proteasen (Hussain et al., 1999; Vassar et al., 1999; Sinha et al., 1999;
Yan et al., 1999; Lin et al., 2000). BACE 1 wird vor allen Dingen stark im Gehirn und dort
hauptsdchlich in Neuronen exprimiert. Das Expressionsmuster und die subzelluldre
Lokalisation von BACE 1 stimmen mit dem der B-Sekretase Aktivitét {iberein (Vassar et al.,
1999, Marcinkiewicz und Seidah, 2000). Die Uberexpression von BACE 1 steigert die p-
spezifische APP Spaltung. Antisense Experimente konnten zeigen, dass eine Reduktion von
BACE 1 zu einer verminderten AP Sekretion fiihrt. BACE 1 knock-out Miause zeigen keinen
auffélligen Phénotyp. Das Gehirn und kultivierte Neuronen dieser Méuse weisen jedoch keine
B-Sekretase Aktivitit mehr auf, dafir nimmt die Menge an den o-Sekretase
Spaltungsprodukten C83 und P3 zu (Roberds et al., 2001).

Es konnte noch ein weiteres Protein mit starker Homologie zu BACE 1 identifiziert werden.
Dieses als BACE 2 bezeichnete Protein ist in Bezug auf die Aminosiuresequenz zu 55%
identisch mit BACE 1, es wird nur in geringem MaBle im Gehirn exprimiert und ist auf
Chromosom 21 lokalisiert (Acquati et al., 2000; Solans et al., 2000; Bennett et al., 2000).
Wihrend keine Mutation des BACE 1 Gens bekannt ist, die mit der Alzheimer Krankheit
assoziiert ist, liegt das BACE 2 Gen ebenso wie das APP Gen bei der Trisomie 21 in
dreifacher Kopie vor und konnte dementsprechend eine potentielle Rolle bei der friihen AD
Form, die bei Down Syndrom Patienten auftritt, {ibernehmen. Tatséchlich konnten
Zelltransfektionsstudien zeigen, dass BACE 2 fahig ist, APP an der B-Spaltstelle vor Aspl zu
schneiden. Effektiver spaltet BACE 2 an zwei anderen Positionen innerhalb der AB-Sequenz
in der Nidhe der o-Sekretase Spaltstelle, und zwar an Position Phel9 und Phe20.
Interessanterweise liegt eine weitere Mutation, die mit der flimischen familidren AD Form
assoziiert ist, in der Ndhe dieser beiden Aminosauren und verursacht eine verstarkte BACE 2
Spaltung vor Aspl, die mit einer dementsprechend erhéhten AB Produktion verkniipft ist
(Farzan et al., 2000). BACE 1 hingegen zeigt bei dieser Mutation keine verstirkte Aktivitit,
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so dass die AB Plaques in Individuen mit der flimischen Mutation mdglicherweise auf die
BACE 2-Aktivitét zuriickzufiihren sind. Da das BACE 2-Expressionslevel im Gehirn bis auf
Medulla und Riickenmark nicht sehr hoch ist, gilt es jedoch als wahrscheinlich, dass BACE 1
die hauptsédchliche -Sekretase Aktivitit darstellt (Farzan et al., 2000; Bennett et al., 2000).

1.2.2.3 v-Sekretase

Die C-terminalen Fragmente C83 und C99, die nach a- bzw. B-Sekretase Spaltung entstehen,
dienen als Substrat fiir die ¢y-Sekretase. Diese Sekretase schneidet innerhalb der
Transmembranregion vor allen Dingen an zwei Positionen: Val40 oder Ala42. Wie bereits
erwiahnt hat die y-Sekretase Aktivitét eine ganz besondere Bedeutung bei der Pathogenese der
AD, da der C-Terminus von AP eine wichtige Rolle bei der Amyloidogenese spielt. So
aggregieren Peptide, die mit den Aminosduren 42 oder 43 enden, sehr viel schneller zu
amyloiden Fibrillen, als diejenigen, die mit AS 39 oder 40 enden. AuBlerdem kann die
Aggregation von AB40 durch bereits aggregiertes AP42 verstarkt werden (Jarrett et al., 1993).
Unter physiologischen Bedingungen besteht das sekretierte AB zu ca. 90% aus AP40,
wihrend AB42 ein Hauptbestandteil der amyloiden Plaques darstellt. Auch die frithesten
Ablagerungen, die nicht nur in Gehirnen von Patienten mit AD oder Down Syndrom sondern
auch in Gehirnen von unauffélligen élteren Personen nachgewiesen werden kénnen, bestehen
ausschlieBlich aus AB42 (Wang et al., 1996; Mori et al., 1992; Roher et al., 1993 a; 1993 b;
Fukumoto et al., 1996).

Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass AB40 und AP42 in verschiedenen zelluldren
Kompartimenten entstehen. Wiahrend AP40 mehr im spdten sekretorischen und
endocytotischen Weg erzeugt und dann ins Medium sekretiert wird, wird AB42 hauptséachlich
im frithen sekretorischen Weg (Endoplasmatisches Retikulum und Intermedidrkompartiment)
gebildet (Hartmann et al., 1997; Greenfield et al., 1999; Soriano et al., 1999). Es gibt
Hinweise darauf, dass ein Teil von AP42 nicht nur nicht sekretiert wird, sondern die
Oligomerisierung von A bereits intrazelluldr beginnen kann (Walsh et al., 2000). Da die -
Sekretase APP hauptsédchlich an zwei verschiedenen Positionen schneiden kann und das in
unterschiedlichen zelluldiren Kompartimenten geschieht, stellt sich die Frage, ob es zwei
verschiedene y-Sekretasen gibt. Die unterschiedliche Sensitivitdt der beiden y-Sekretase

Aktivititen zur Spaltung von AP40 und AP42 gegeniiber denselben Proteaseinhibitoren
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konnte ein Beleg fiir die Existenz zweier unterschiedlicher Enzyme sein (Citron et al., 1996;
Skovronsky et al., 2000). Ebenso konnten die verschiedenen Zellkompartimente aber auch
unterschiedlich zugéngig fiir denselben Inhibitor sein. Deletions- und Substitutionsanalysen,
die die AP Sequenz und die benachbarte Region betreffen, weisen darauthin, dass die
Spaltungsaktivitit der y-Sekretase keine spezifische Erkennungssequenz erfordert (Durkin et
al., 1999).

Die molekulare Identitét der y-Sekretase Aktivitit ist immer noch nicht eindeutig geklirt. Es
ist zumindest sicher, dass die beiden bekannten Priseniline (PS1/PS2) auf jeden Fall fiir die y-
Sekretase Spaltung von APP erforderlich sind. So ist die A und P3 Sekretion in PS1 knock-
out Méusen um 80% reduziert, und in PS1/PS2 negativen embryonalen Stammzellen kommt
es zu einer kompletten Unterdriickung der AP Sekretion. Es sind mehrere Moglichkeiten fiir
die Funktion der Préseniline in der Diskussion. Sie konnten als ,,sorting chaperons® APP zum
Kompartiment transportieren, in dem es durch die y-Sekretase gespalten wird oder als
Kofaktor fiir die y-Sekretase Aktivitit dienen (De Strooper et al., 1998; Herremann et al.,
2000; Zhang et al., 2000). Es liegen aber auch einige Hinweise vor, dass die Préseniline mit
der y-Sekretase identisch sind. Z.B. wird davon ausgegangen, dass es sich bei der y-Sekretase
um eine Aspartyl-Protease handelt, da sie sich mit Aspartyl-Protease Inhibitoren hemmen
lasst (Wolfe et al., 1999b). Wird einer der beiden hoch konservierten Aspartatreste in den
Transmembrandominen 6 und 7 von Présenilinl mutiert, hat dies einen dominant negativen
Effekt auf das APP Prozessieren: AP wird nicht mehr freigesetzt und durch a- und [3-
Sekretase gespaltene Fragmente hdufen sich an (Wolfe et al., 1999a). Das konnte daraufthin
deuten, dass es sich bei den Présenilinen ebenfalls um Aspartyl-Proteasen handelt. Ebenso gut
konnten diese dominant negativen Effekte jedoch auch auf strukturelle Verdnderungen
zuriickzufilhren sein, die z.B. die Bindung an ein unbekanntes Protein stdren konnten.
Weiterhin konnte aus Hela-Zellmembranen eine y-Sekretase Aktivitét solubilisiert werden, die
ein rekombinantes C-terminales APP Fragment als Substrat bei Val40 und Ala42 im gleichen
Verhiéltnis wie in intakten Zellen schneiden kann (Li et al., 2000). Dieser aktive y-Sekretase
Komplex enthélt nicht nur PS1, sondern es kann auch mit einem anti-PS1 Antikorper die y-
Sekretase Aktivitit aus der solubilisierten Préparation isoliert werden. Als weitere funktionale
Komponente dieses Komplexes konnte Nicastrin identifiziert werden (Yu et al., 2000).
Nicastrin ist ein Transmembranglykoprotein, das mit PS1, PS2 und C-terminalen Fragmenten
von APP interagieren kann und anscheinend auch eine wichtige Funktion bei der AP

Erzeugung hat. Eine Deletion des hoch konservierten DYIGS Motivs von Nicastrin fiihrte
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z.B. zu einer reduzierten AP Bildung, wihrend ,,Missense*“-Mutationen des gleichen Motivs
zu einem signifikanten Anstieg von AP fithrten. Vor kurzem wurden Aph-1 und Pen-2 als
zwel weitere Komponenten des aktiven y-Sekretase Komplexes identifiziert (Goutte et al.,
2002; Francis et al., 2002; Kimberly et al., 2003; De Strooper, 2003). Kimberly et al.
demonstrierten hierbei, dass die Koexpression von allen vier Proteinen zu einer verstirkten y-
Sekretase Aktivitit fiihrte (Kimberly et al., 2003).

Einen direkten Nachweis, dass es sich bei den Prdsenilinen um die y-Sekretase Aktivitit
handelt, gibt es jedoch immer noch nicht. In diesem Zusammenhang gilt es auch zu kldren,
warum die subzelluldre Lokalisation der Préseniline nur teilweise mit den Kompartimenten, in
denen die y-Sekretase Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, iibereinzustimmen scheint- ein
Problem, dass von Annaert und De Strooper als ,,spatial paradox* bezeichnet wird (Annaert
und De Strooper, 1999). Einen neuen Hinweis auf eine von den Prisenilinen unabhédngige vy-
Sekretase gibt eine aktuelle Untersuchung von Wilson et al. (2003). In dieser Studie konnte
im ER und Intermedidrkompartiment gebildetes intrazelluldres AB42 in murinen PS1/PS2
negativen Zellen nachgewiesen werden. Hingegen konnten die meisten anderen A3 Spezies in
diesen Zellen nicht detektiert werden. Diese Beobachtung spricht dafiir, dass murines
PS1/PS2 nicht an der Bildung von im ER und Intermedidrkompartiment erzeugtem AP42
beteiligt ist. Der groBite Anteil des sekretierten und intrazellularen AP scheint jedoch durch
eine Prisenilin abhingige y-Sekretase Aktivitit erzeugt zu werden (Wilson et al., 2003). In
einer neuen Studie von Grimm et al. wurde die Sequenzspezifitit der y-Sekretase im Hinblick
auf intrazelluldr gebildetes und sekretiertes AP untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
Punktmutationen von APP, die in unmittelbarer Néhe zur y-Sekretase Schnittstelle liegen,
zwar bekannterweise die Produktion von deutlich mehr sekretiertem AP 42 im Vergleich zu
sekretiertem AB40 hervorrufen, das Verhiltnis des intrazelluldren AB42/AB40 dabei aber fast
unverdndert bleibt (Grimm et al., 2003).

Die y-Sekretase gilt als interessantes aber auch komplexes Zielmolekiil fiir einen
medikamentosen Therapieansatz. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass die proteolytische
Aktivitdt der y-Sekretase neben APP fiir die Spaltung einer Reihe von integralen
Membranproteinen wie zum Beispiel Notch und wie vor kurzem gezeigt werden konnte, des
Neutrophin Rezeptors P75 verantwortlich ist (Annaert und De Strooper, 2002; Jung et al.,
2003). AuBerdem ist zu kldren, inwieweit Unterschiede in der Zusammensetzung des

Komplexes Einfluss auf die Spaltung unterschiedlicher Substrate haben.
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1.2.3 Bedeutung des C-Terminus von APP

APP wird u.a. eine wichtige Funktion bei der Signaltransduktion zugeschrieben. So wurde
schon 1987 von Kang et al. erkannt, dass die APP Struktur als Typ-1-Transmembranprotein
der eines Zelloberflachenrezeptors dhnelt (Kang et al., 1987). Da Zelloberflichenexpression
von APP lange Zeit schwer nachweisbar war, konzentrierten sich APP Funktionsanalysen
zunichst auf die Untersuchung der sezernierten Ektodomine von APP (Allinquant et al.,
1994). Mittlerweile konnte APP auf der neuronalen Zelloberflache detektiert werden (Jung et
al., 1996; Storey et al., 1996). Die Kolokalisation von APP mit Komponenten von
Adhisionsplaques an der Zelloberfliche, die Beteiligung am Recycling von synaptischen
Vesikeln und eine Neuritenwachstums-fordernde Aktivitét, die sich von der des sekretierten
APP unterscheidet, lassen darauf schlieBen, dass zumindest ein Teil des APP als
Zelloberflichenrezeptor fungiert, der Signale von der Extrazelluldrmatrix in das Zellinnere
ibertragt (Yamazaki et al., 1997; Marquez-Sterling et al., 1997; Qiu et al., 1995). Diese
Vermutung wird wesentlich dadurch unterstiitzt, dass der Spaltungsmechanismus von APP
dem anderer signaltransduzierender Proteine &hnelt. Zudem konnten verschiedene C-
Terminus bindende Proteine, die an verschiedenen Signaltransduktionsmechanismen beteiligt

sind, nachgewiesen werden (s.u.).

Ein ungewohnlicher SpaltungsprozeB innerhalb der Membran wird nicht nur beim APP
Prozessieren durch die 7y-Sekretase beobachtet, sondern auch bei anderen
Transmembranproteinen (Brown et al., 2000; De Strooper und Annaert, 2000). Hiufig ist
hierbei dieser auch als RIP (regulated intramembrane proteolysis) bezeichnete Prozess
erforderlich, um ein cytosolisches Fragment freizusetzen, welches in den Kern wandert und
dort die Gentranskription aktiviert (Brown et al., 2000). Das Schicksal des durch y-Spaltung
freigesetzten C-terminalen Fragments C59 von APP ist hingegen immer noch weitgehend
ungewiss. Die bisher bekannten groffiten Analogien im Spaltungsverhalten bestehen zwischen
Notch und APP. Bei Notch handelt es sich ebenso wie bei APP um ein integrales Typ-1-
Transmembranprotein. Nach Abspaltung eines groB3en extrazelluldren Teils des Proteins folgt
eine zweite Spaltung innerhalb der Transmembrandomine, an der ebenso wie bei APP
Priseniline beteiligt sind. Dies fiihrt zur Abtrennung des C-Terminus, der darauthin im
Komplex mit DNA-bindenden Proteinen in den Kern transportiert wird und dort Gene
kontrolliert, die u.a. an der neuronalen Differenzierung beteiligt sind (Artavanis-Tsakonas et

al., 1999). Ein dhnlicher Kerntransport wird fiir den C-Terminus von APP angenommen. So
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gibt es seit kurzem Hinweise fiir eine nukledre Translokation des C-Terminus. Nach
Uberexpression eines C-terminalen Fragments von APP in Hamster Nierenzellen konnte ein
Teil dieser Fragmente im Detergens-unldslichen Pellet der Kernfraktion nachgewiesen
werden (Cupers et al., 2001). Ebenso wurde eine Translokation des iiberexprimierten C-
Terminus in die Kerne von Neuronen und humanen Neurogliomazellen festgestellt (Kimberly
et al., 2001; Kinoshita et al., 2002).

Hauptsdchlich mit Hilfe von Two-Hybrid Analysen konnten C-Terminus bindende Proteine
mit signaltransduzierenden Eigenschaften identifiziert werden. Matsuda et al. (2001)
demonstrierten die Assoziation zwischen dem C-Terminus und einem Protein, das an der
Regulation des JNK (c-Jun N-terminale Kinase)-MAPK (mitogen-activated protein kinase)
Signalwegs beteiligt ist. Hierbei handelt es sich um eine Isoform (JIP-1b) des murinen mit der
JNK interagierenden Proteins (JIP-1), das ein cytoplasmatischer Inhibitor der JNK ist und
antiapoptotische Eigenschaften besitzt, und des humanen homologen Proteins IB-1 (islet-
brain-1), das an den Promotor des Gens fiir den Glucose Transporter GLUT2 binden kann
(Dickens et al., 1997; Harding et al., 2001; Waeber et al., 2000). Sowohl JIP-1b als auch das
humane IB-1 binden mit einer Phophotyrosin interagierenden Doméne (PID) an den C-
Terminus von APP, wobei flir die Bindung die Aminosduren Tyr(682), Asn(684) und
Tyr(687) in der G(681)YENPTY(687) Sequenz des C-Terminus von APP(695) essentiell
sind.

Als weitere C-Terminus bindende Proteine konnten sog. Adapterproteine identifiziert werden.
Diese vermitteln Signale von Plasmamembranrezeptoren an intrazelluldre Molekiile, indem
sie Komplexe mit ihnen bilden. So binden die beiden Proteine Fe65 und X11 an das bereits
erwahnte Tyrosin enthaltene Motiv  GYENPTY des C-Terminus. Die NPTY Sequenz
vermittelt ebenso die Internalisierung von APP (Lai et al., 1995). Fe65 enthdlt zwei
Phosphotyrosin interagierende Domidnen PID1 und PID2 (Phosphotyrosine-Interaction
Domain) und eine WW Doméne. Wéhrend PID2 an den C-Terminus bindet, kann PIDI1 an
andere Proteine wie z.B. an das NPTY Motiv des Lipoproteinrezeptors LRP binden oder mit
den Transkriptionsfaktoren CP2, LSF, LBP1 interagieren (Fiore et al., 1995). Einen wichtigen
Hinweis auf eine mogliche transkriptionsaktivierende Funktion des C-Terminus erbrachten
die Untersuchungen von Cao und Sudhof (2001). Sie konnten zeigen, dass der C-Terminus
von APP einen multimeren Komplex mit Fe65 und der Histon Acetyltransferase Tip60 bilden
kann. Wéhrend nach der Fusion von Tip60 mit DNA bindenden Doménen das transfizierte

Fusionsprodukt allein nur eine schwache transkriptionsaktivierende Fahigkeit aufweist, ist die
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Transkription von Reportergenen nach Cotransfektion mit Fe65 und APP um ein Vielfaches
verstérkt.

An die WW Doméne von Fe65 kann Mena binden (Ermekova et al., 1997). Als Mena
(mammalian enabled protein) wird das zu dem Ena Protein von Drosophila homologe Protein
der Sdugetiere bezeichnet. Es liegt in konzentrierter Form in fokalen Adhédsionsplaques vor
und kann in Gebieten des ,,actin remodelings® wie Lammellipodien und in den Spitzen von
Wachstumskegeln nachgewiesen werden (Lanier et al., 1999). Bei der Interaktion zwischen
Fe65 und dem C-Terminus scheint auch die Phosphorylierung von Thr668 von APP695 eine
Rolle zu spielen. So beobachteten Ando et al. (2001), dass eine Mutation von Thr668 bzw. die
Phosphorylierung von Thr668 zu einer Konformationsdnderung des C-Terminus fiihrt und die
Assoziation zwischen Fe65 und dem C-Terminus schwécht, wihrend die Bindung des C-
Terminus zu anderen Proteinen wie X11 oder DAB (s.u.) dadurch nicht beeintréchtigt wird.
Uber X11 kénnte APP mit synaptischen Funktionen verbunden sein. Das X11 (auch MINT-1,
Muncl8 interacting proteinl) Protein bindet ebenfalls mit einem PID Modul an das
GYENPTY Motiv des C-Terminus (Borg et al., 1996). Der N-Terminus von X11 enthilt
Bindungsstellen fiir Muncl18, das an der Exocytose von synaptischen Vesikeln beteiligt zu
sein scheint und fiir CASK, ein Protein, das im Komplex mit X11 und dem Protein VELI an
der prasynaptischen Membran lokalisiert ist (Butz et al., 1998). Dieser Komplex kann dann
wiederum iiber CASK mit Neurexin verkniipft sein (Borg et al, 1999).

Dass X11 und Fe65, die an das gleiche Motiv des C-Terminus von APP binden, um die
Bindung an APP kompetieren konnen, wurde von Lau et al. gezeigt (Lau et al., 2000). Sie
konnten auch eine tiberlappende subzelluldre Verteilung fiir APP, X11 und Fe65 in Neuronen
nachweisen. Die Koexpression entweder von X11 oder von Fe65 zusammen mit APP hat
entgegengesetzte Effekte auf das APP Prozessieren. Wihrend eine Koexpression von APP mit
Fe65 zu einem Anstieg des Zelloberflichen assoziierten APP und verstéirkter Spaltung zu
APP; und AP fiihrt, vermindert X11 das Prozessieren (Sabo et al., 1999; Borg et al., 1998).
Dabei verstirkt die Koexpression von X11 mit Munc18 die Unterdriickung der AP Sekretion
durch X11, wobei nach Deletionsmutationsanalysen dieser Effekt unabhdngig von einer
direkten Interaktion von Munc18 mit X11 zu sein scheint (Ho et al., 2002).

Ein weiteres Protein, mDAB1 (homologes Saugetierprotein zu dem Drosophila Protein
Disabled) bindet ebenfalls mit einer PID Domine an die GYENPTY Sequenz (Homayouni et
al.,1999). Durch Phosphorylierung der PID Doméne konnen Kinasen wie z.B. Abl, Fyn und
Src aktiviert werden und somit kann APP mit ,,downstream‘ Signaltransduktionmechanismen

verbunden werden.
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Wihrend fiir die Interaktion der oben genannten PID enthaltenen Proteine JIP, Fe65, X11 und
DAB nicht unbedingt eine Tyrosin-Phosphorylierung der GYENPTY Sequenz erforderlich
ist, verstirkt die Phosphorylierung von Tyr682 die Assoziation zwischen dem C-Terminus
und den Mitgliedern einer weiteren Adapterproteinfamilie. Hierbei handelt es sich um She
Proteine, die urspriinglich als Protoonkogene mit SH2 Doménen identifiziert worden sind.
Diese spielen eine Rolle bei der durch Wachstumsfaktoren vermittelten Signaltransduktion
und sind an der Aktivierung der MAPK (Mitogen aktivierte Protein Kinase) beteiligt
(Ravichandran, 2001). So konnten Tarr et al. (2002) nach Phosphorylierung von Tyr682 nicht
nur eine Assoziation zwischen APP und ShcC im Maushirn nachweisen, sondern ebenso in
N2a-Zellen zeigen, dass die Tyrosinphosphorylierung durch Pervanadatbehandung zu einer
Assoziation zwischen Shc und APP fiihrt. Vor kurzem konnten auch in humanem Gehirn
Komplexe zwischen tyrosinphosphorylierten C-terminalen Fragmenten und ShcA sowie
einem weiteren Adapterprotein Grb2 nachgewiesen werden (Russo et al.,, 2002).
Interessanterweise treten diese Komplexe verstirkt in Gehirnen von verstorbenen Alzheimer
Patienten auf, in denen auch eine erhohte Menge an ShcA Protein festgestellt werden konnte,
die besonders in aktivierten Astrocyten in der Umgebung von amyloiden Plaques auftritt.
Vermutlich steht diese Komplexbildung im Zusammenhang mit einer Aktivierung des MAPK
Signalwegs, da in AD Gehirnen ebenso eine erhohte Menge an phosphoryliertem
(=aktiviertem) Erk Protein nachweisbar ist und in kultivierten Astrocyten erst nach
Aktivierung von Erk durch Thrombin eine Komplexbildung erfolgen kann. Diese Interaktion
zwischen C-terminalen Fragmenten und ShcA scheint nur auf Gliazellen begrenzt und
dementsprechend vielleicht auch typisch fiir die in AD auftretende Gliosis zu sein, da nach
Thrombin Behandlung von primiren korticalen Neuronen keine Komplexbildung
nachweisbar ist.

Welche Tyrosinkinase fiir die Phosphorylierung von Tyr682 von APP verantwortlich ist, ist
noch nicht eindeutig geklédrt. Sicher ist, dass die Tyrosinkinase Abl in vitro Tyr682
phosphorylieren kann, und es gibt einige Hinweise darauf, dass die aktive Form von Abl
einen Komplex mit APP bilden kann, wenn Tyr682 phosphoryliert vorliegt (Russo et al.,
2001; Zambrano et al., 2001).

Erst kiirzlich wurden die C-Terminus bindenden Eigenschaften eines weiteren Typs von
Adapterproteinen nachgewiesen. Man konnte zeigen, dass die intrazellulire Doméne des APP
an Numb und Numb-like (Nbl) Proteine binden kann, die den Notch Signalweg inhibieren
(Roncarati et al., 2002). Fiir diese Assoziation sind wiederum die PID Doménen der Numb

und Nbl Proteine sowie die NPTY Region von APP essentiell. Es wurde ebenfalls festgestellt,
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dass auch die Uberexpression von APP bzw. des C-Terminus die Transaktivierung eines
Reportergens durch Notch inhibieren kann (Roncarati et al., 2002). Ob die Bindung von
Numb- und Nbl-Proteinen an den C-Terminus ursdchlich fiir dessen inhibitorische Wirkung
auf Notch ist, lasst sich vermuten. Es gilt dies aber noch in weiteren Untersuchungen mit
Numb- und Nbl-negativen Zellsystemen abzukliren.

Eine Verbindung zwischen APP und den Mikrotubuli existiert durch PATI1 (protein
interacting with the APP tail 1; Zheng et al., 1998). PAT1 weist homologe Sequenzabschnitte
zu Kinesin auf und kann Mikrotubuli in einer ATP abhidngigen Weise binden. Diese
Eigenschaften weisen auf eine mogliche Funktion von PAT1 bei dem APP Transport hin. Da
eine Mutation von Tyr653 zu Alanin die Bindung von PAT1 an den C-Terminus unterdriickt,
scheint der Rest Tyr653 des C-Terminus fiir die PAT1 Bindung unbedingt erforderlich zu sein
(Zheng et al., 1998). Tyr653 spielt auch eine wichtige Rolle beim ,,basolateralen sorting® von
APP in MDCK-Zellen (Haass et al., 1995). Nach Uberexpression der C-terminalen Fragmente
C59 und C57 konnten Gao und Pimplikar (2001) feststellen, dass diese Fragmente im Kern
nicht nur mit PAT1 interagieren, sondern diese Interaktion auch zur Herunterregulierung der
PAT1 Expression fiihrt.

Nach dem Durchsuchen einer c-DNA Expressionsbank mit der C-terminalen Region konnte
noch als weiteres APP bindendes Protein APP-BP1 (APP-Binding Proteinl) identifiziert
werden. Diesem wird eine Funktion bei der Regulation des Zell-Zyklus zugeschrieben (Chow
et al., 1996). Nach Expression von APP-BP1 in mutierten Hamsterzellen mit einem Zell-
Zyklus Defekt konnen die vorher in der S-Phase arretierten Zellen wieder einen vollstindigen
Zell-Zyklus durchlaufen (Chen et al., 2000). Eine erhohte Menge an APP-BP1 konnte in
besonders lipidreichen Membrankompartimenten im Hippocampus von Alzheimer Patienten
nachgewiesen werden (Chen et al., 2003).

Vor kurzem sind noch 3 weitere potentielle Bindungspartner des C-Terminus von APP
identifiziert worden, tiber deren Funktion im Hinblick auf das Prozessieren von APP
allerdings wenig bekannt ist: Hierbei handelt es sich um das UV-DDB (UV-damaged DNA
binding protein), Caveolin-3 und das ARH (autosomal recessive hypercholesterolemia)

Protein (Watanabe et al., 1999; Nishiyama et al., 1999; Noviello et al., 2003).

24



Finleitung

Name Funktion Referenz

JIP-1b/IB-1 | Regulation des INK-MAPK Signalwegs Matsuda et al., 2001

Fe65 Adapterprotein; vermutlich transkriptions- Fiore et al, 1995; Cao und
aktivierende Fkt. im Komplex mit C-Terminus und | Sudhof, 2001; Sabo et al., 1999
Transkriptionsfaktoren bzw. Tip60; Bindung an
Mena und LRP, Einfluss auf APP Spaltung nach
Coexpressionsstudien

X11 Adapterprotein; Bindungsstellen fiir Proteine mit | Borg et al., 1996; Butz et al.,
synaptischen Fkt. (Munc18 u, CASK); Einfluss auf| 1998; Borg et al., 1998
APP Spaltung nach Coexpressionsstudien

mDABI Adapterprotein, Aktivierung von Kinasen Homayouni et al.,1999

ShcA/ShcC | Adapterprotein; Aktivierung der MAPK Ravichandran, 2001

Abl Phosphorylierung von Tyr682? Zambrano et al., 2001

Numb/Nbl Adapterprotein, Inhibition des Notch Signalwegs | Roncarati et al., 2002

PATI beteiligt am APP ,, Trafficking® ? Zheng et al., 1998

APP-BP1 Zell-Zyklus Regulation Chow et al., 1996; Chen et al.,

2000; Chen et al., 2003
Go Induktion von Apoptose Nishimoto et al., 1993; Okamoto
etal., 1995

UV-DDB ? Watanabe et al., 1999

Caveolin-3 ? Nishiyama et al., 1999

ARH Protein |? Noviello et al., 2003;

Tab. 1 An den C-Terminus von APP bindende Proteine und ihre moglichen Funktionen. Das ,,? weist auf

noch nicht vollstdndig gekléarte bzw. unbekannte Funktionen hin.

Die Assoziation des Gy Proteins mit der C-terminalen Sequenz His657-Lys676 (Nishimoto et

al., 1993) deutet auf eine wichtige potentielle Funktion von APP als Gy Protein gekoppelter

Rezeptor hin. So konnten Okamoto et al. (1995) nachweisen, dass mit einem gegen die

extrazellulire Doméine von APP gerichteten Antikorper Gy aktviert werden kann. Zudem

scheint es einen Zusammenhang zwischen der Gy Aktivierung und der Induktion von

Apoptose zu geben. Es konnte gezeigt werden, dass APP, das eine mit AD assoziierte

Mutation tragt, konstitutiv Gy aktiviert und Apoptose iiber die Gy Untereinheit induzieren

kann (Giambarella et al., 1997; Okamoto et al., 1995). So fiihrt die Expression von V6421
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APP (mit AD assoziierte sog. London Mutation) in einer neuronalen Zelllinie zur DNA
Fragmentierung (Yamatsuji et al., 1996). Nach Inhibition des Gy Proteins durch das Pertussis-
Toxin kann die durch V642I-APP hervorgerufene DNA Fragmentierung verhindert werden.
Die Deletion der Sequenz His657-Lys676 von V6421 APP verursachte ebenfalls keine DNA
Fragmentierung. Die Inhibition der AB Produktion durch Mutation der y-Sekretase
Spaltungsstelle von V6421 APP hat keinen Effekt auf die DNA Fragmentierung. Zhao et al.
(1997) demonstrierten, dass dieselbe Mutation und zwei weitere mit AD assoziierte
Mutationen Apoptose in differenzierten PC12-Zellen induzieren.

Fiir eine potentielle Funktion von APP bei der Regulation von apoptotischen Vorgidngen gibt
es einige weitere Hinweise. Barnes et al. (1998) beobachteten einen APP Anstieg in
apoptotischen Motorneuronen und wiesen nach, dass die Caspase-3, die in apoptotischen
Motorneuronen aktiviert wird, APP spaltet. AuBlerdem ist bekannt, dass auch eine
Uberexpresssion des Wildtyp APP zum apoptotischen Tod von Neuronen fiihren kann
(Bursztajn et al., 1998; Nishimura et al., 1998). Vor kurzem konnten Kinoshita et al. (2002)
zeigen, dass die ektopische Expression des C-terminalen Fragments von APP in humanen
Neurogliomazellen H4 Apoptose auslost und dabei die Assoziation mit der
Histonacetyltransferase Tip60 nicht aber die mit Fe65 notwendig ist.

Diese Apoptose induzierenden Eigenschaften und die bekannte neurotoxische Wirkung des C-
Terminus veranlassten Neve et al. (2000) zu der Hypothese, dass bei der Pathogenese der
Alzheimer Krankheit weniger die verstirkte Bildung von A als vielmehr eine Dysregulation
der Funktion von APP bzw. des C-Terminus eine Rolle spielt (Fukuchi et al., 1992; Fukuchi
et al.,1993; Kim et al., 2000).

Die an den C-Terminus von APP bindenden Proteine und ihre mdglichen Funktionen sind in

Tabelle 1 bzw. in Abb. 4 zusammengefasst.
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Abb. 4 Proteine, die mit dem C-Terminus von APP interagieren (King und Turner, 2004). An das
YENPTY-Motiv binden die PTB Dominen von X11, Fe65, JIP, Dabl und ARH. Fe65 bendtigt zusétzlich
Thr668 fiir seine Bindung. UV-DDB braucht ebenfalls das YENPTY-Motiv fiir die Interaktion. Nach
Phosphorylierung des Tyr Restes der YENP-Doméne kdnnen Shc und Abl an den C-Terminus binden. PATI
interagiert mit der YTSI-Doméne, APP-BP1 interagiert mit den letzten 31 Resten des C-Terminus. Das Gy
Protein assoziiert mit der C-terminalen Sequenz His657-Lys676 (blau markiert). Die APP Region, die fiir die
Caveolin-3 Interaktion verantwortlich ist, ist noch nicht bekannt. Die Numerierung der AS (griin) richtet sich

nach der Aminoséuresequenz der humanen APP695 Isoform.

1.2.4 Einfluss von Cholesterin auf die AB-Erzeugung

Vermutlich ist die nicht-familidre Form der Alzheimer Krankheit multifaktoriell bedingt. Es
gibt in letzter Zeit immer mehr Hinweise darauf, dass Cholesterin einen Einfluss auf die AB-
Produktion und damit auf die Alzheimer Krankheit hat. Das €4 Allel des Apolipoproteins E,
das mit einem hdheren Plasma Cholesterinspiegel assoziiert ist, gilt als Risikofaktor fiir AD.
In zwei unabhingigen Studien konnte eine Reduktion des Risikos an AD zu erkranken bei
Patienten festgestellt werden, die Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl (HMG)-CoA

Reduktase wie zum Beispiel Lovastatin zur Senkung des Cholesterinspiegels eingenommen
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hatten (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000). Eine cholesterinreiche Erndhrung von Miusen,
die APP iiberexprimieren, fiihrte zu einem A Anstieg bzw. es konnte cerebrales A und A
in der Cerebrospinalfliissigkeit bei Meerschweinchen nach Fiitterung mit Simvastatin gesenkt
werden (Refolo et al., 2000; Fassbender et al., 2001 a). Weitere Hinweise auf eine Beziehung
zwischen Cholesterin und AP} Produktion brachten Zellkulturstudien, in denen mit Lovastatin
und Simvastatin behandelte Hippocampus Neuronen signifikant weniger intrazelluldres und
extrazelluldres AP aufwiesen (Fassbender et al., 2001a u. b). U.a. aufgrund dieser Ergebnisse
existiert die Hypothese, dass sogenannte ,,lipid rafts* also Membranabschnitte, die besonders
reich an Sphingolipiden und Cholesterin sind, fiir das APP Prozessieren von Bedeutung sind
(Wolozin, 2001). Tatsdchlich konnte ein kleiner Anteil von APP, BACE und Présenilinen in
solchen Detergens-unloslichen Membrandoménen identifiziert werden, wéhrend die
potentielle o-Sekretase ADAMI0 {iiberwiegend in Detergens-loslichen Kompartimenten
nachzuweisen ist (Bouillot et al., 1996; Parkin et al., 1999; Riddel et al., 2001; Kojro et al.,
2001). Bei dem aus diesen Ergebnissen resultierenden Modell wird angenommen, dass das
amyloidogene und das nicht-amyloidogene Prozessieren von APP in unterschiedlichen
Membrankompartimenten stattfindet, wobei eine hohe Membran-Cholesterinkonzentration die
AB-Produktion fordert, wéhrend eine niedrige Cholesterinkonzentration den nicht-
amyloidogenen a-Sekretase Weg unterstiitzt. Neuere Untersuchungen bestitigen diese
Annahmen. So konnten Cordy et al. zeigen, dass die gezielte Expression einer mit einem GPI-
Anker versehenden BACE-Form in ,lipid raft* Doménen in einer Neuroblastom-Zellinie zu
einer erhohten sAPPB-Sekretion und Ap-Produktion fithrt im Vergleich zu Zellen des
gleichen Zelltyps, die Wildtyp BACE exprimieren (Cordy et al., 2003).

1.3 Zusammenhang zwischen der O-GIlcNAc Modifikation und der

Pathogenese der Alzheimer Krankheit

Im Gehirn scheint die O-GlcNAc Modifikation eine besondere Bedeutung zu haben, da die
OGT als eines der beiden zentralen Enzyme des O-GIcNAc Metabolismus am stiarksten im
Gehirn und im Pankreas exprimiert wird (Kreppel et al., 1997; Lubas et al., 1997).
Dementsprechend konnten neurodegenerative Erkrankungen auch mit Verédnderungen des O-
GlcNAc Metabolismus einhergehen. Auf einen potentiellen Zusammenhang zwischen der O-
GlcNAc Modifikation und der Alzheimer Krankheit weist die Lokalisation des Gens der O-

GlcNAcase auf einer bestimmten Region des Chromosoms 10 hin, die mit der AD assoziiert
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zu sein scheint (Gao et al., 2001; Bertram et al., 2000). Es gibt auch noch weitere konkrete
Hinweise darauf, dass die O-GIcNAc Modifikation bei der Pathogenese der Alzheimer
Krankheit eine Rolle spielen konnte. So kamen Griffith und Schmitz (1995) nach
Untersuchungen der Gehirne von Alzheimer Patienten zu dem Ergebnis, dass die O-GlcNAc
Modifikation von Cytoskelett-assoziierten Proteinen im Vergleich zu denen von gesunden
Personen deutlich erhoht ist. Von dieser Erhéhung sind nur Proteine bestimmter Hirnareale
wie Hippocampus, Temporal- und Frontallappen betroffen, die auch besonders die
pathologischen Verdnderungen der AD aufweisen. Diese O-GIcNAc modifizierten Proteine
sind jedoch noch nicht identifiziert worden. Bekannt ist, dass einige Proteine, die im
Zusammenhang mit der Entstehung der Krankheit diskutiert werden, mit O-GIcNAc
modifiziert sind. Griffith et al. zeigten 1995 erstmalig, dass das murine APP diese besondere
Kohlenhydratstruktur trégt. Auch das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau ist mit O-GlcNAc
modifiziert (Arnold et al., 1996). Es ist ebenfalls bekannt, dass Neurofilamente, die
Bestandteile der fiir die AD charakteristischen intrazelluldren neurofibrilldren Biindel sind
und im erhohten Mafe in Neuronen in Gehirnen von AD Patienten und von Patienten mit
Lewy Bodies Demenz vorliegen (Shepherd et al., 2002; Hu et al., 2002), mit O-GlcNAc
modifiziert sind (Dong et al., 1993 a u. b, 1996). An den pathologischen Verdnderungen des
Cytoskeletts konnte auch das gleichfalls als O-GlcNAc Protein bekannte Ankyrin G beteiligt
sein (Zhang und Bennett, 1996). Ob die genannten Proteine im Falle der Alzheimer Demenz
mehr oder weniger mit O-GIcNAc modifiziert sind, gilt es noch zu kldren. Eine geringere
Expression der O-GIcNAc modifizierten, an der Clathrin-abhéngigen Vesikelbildung
beteiligten Proteine AP-3 (clathrin assembly protein) und AP-180 in Gehirnen von Alzheimer
Patienten wurde von Yao und Coleman beobachtet (1998a und b). Allerdings wurde nicht
untersucht, ob mit der verringerten Proteinexpression eine reduzierte O-GlcNAc
Modifizierung verbunden ist.

Neben amyloiden Plaques und neurofibrilliren Strdngen ist der massive Synapsenuntergang
ein wesentliches pathologisches Merkmal der Alzheimer Krankheit. Vor diesem Hintergrund
erscheint der erst kiirzlich erbrachte Nachweis interessant, dass auch besonders synaptische
Proteine mit O-GIcNAc modifiziert sein konnen. So wurden in  einer
Synaptosomenpraparation aus Rattengehirnen neben den Enzymen OGT und O-GlcNAcase
die O-GlcNAcylierten Proteine CRMP-2 (Collapsin Response Mediator Protein-2), UCH-LI
(Ubiquitin Carboxyl Hydrolase-L1) und B-Synuclein identifiziert (Cole und Hart, 2001).
Bereits frither wurde das murine prasynaptische Protein Synapsin als O-GIcNAc modifiziert

charakterisiert (Luthi et al., 1991; Cole und Hart, 1999). Einige dieser Proteine liegen bei der
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AD in verdnderter Form vor. So tritt das CRMP-2 Protein verstérkt in 16slichen Fraktionen
von Gehirngewebeproben von AD Patienten im Vergleich zu denen von Kontrollpatienten auf
und scheint stark phosphoryliert zu sein, wobei eine dabei eventuell verdnderte O-GlcNAc
Modifikation noch zu untersuchen ist (Yoshida et al., 1998; Gu et al., 2000). Die Expression
des B-Synucleins scheint bei AD und bei einer bestimmten Form der Lewy Bodies Demenz
verringert zu sein (Rockenstein et al., 2001).

Die O-GlcNAc Modifikation der humanen Ostrogen-Rezeptoren o, und B kénnte ebenfalls bei
der AD eine Rolle spielen (Cheng and Hart 2001, 2000; Cheng et al., 2000; Jiang and Hart,
1997). Es gibt Studien, die zeigen, dass nach der Menopause bei Frauen eine
Ostrogenersatztherapie das Risiko an der AD zu erkranken signifikant reduzieren bzw. den
Beginn dieser Erkrankung verzégern kann (Tang, 1996). Die molekulare Wirkung dieses
Steroidhormons ist dabei noch unklar, aber es existieren vermehrt Hinweise auf eine
neuroprotektive Wirkung des Ostrogens gegeniiber AB, die durch Ostrogen-Rezeptoren
vermittelt wird (Kim et al., 2001; Chae et al., 2001). Es ist vorstellbar, dass dabei die
posttranslationalen Modifikationen der Rezeptoren Einfluss auf die Wirkung des Ostrogens
nehmen kénnen.

Ein erhohtes Risiko an der Alzheimer Demenz zu erkranken, scheinen Patienten mit Diabetes
mellitus aufzuweisen (Ott et al.,, 1999). Es gibt Hinweise darauf, dass bei dieser
Stoffwechselkrankheit eine Verdnderung des Hexosaminstoffwechsels und damit der O-
GlcNAc Modifikation eine Rolle spielt. Neben den bereits oben erwédhnten Zusammenhéngen
zwischen O-GIcNAc und Diabetes (1.1.5) konnte in einer weiteren Untersuchung an 3T3-L1
Adipocyten Insulinresistenz und damit verbunden Verdnderungen der Insulinsignalkaskade
durch PUGNACc - einen Inhibitor der O-GlcNAcase - induziert werden. Verdnderungen der
Insulinsignaltransduktion und Anzeichen fiir Insulinresistenz wie Herunterregulation des
Insulinrezeptors und verminderte Insulinrezeptor-vermittelte Tyrosinkinase Aktivitdt konnten
auch bei Alzheimer Patienten festgestellt werden. Die Stérung der Insulinsignaltransduktion
und der in Abhidngigkeit von der Schwere der Demenz eingeschrinkte cerebrale
Glucoseverbrauch fithrten S. Hoyer zur Aufstellung der Hypothese, dass es sich bei der
sporadischen AD um eine hirnspezifische Form des Diabetes mellitus Typll handeln konnte
(Frohlich et al., 1998; Hoyer, 1996; Hoyer 2000; Hoyer, 2002). In diesem Zusammenhang ist
der Einfluss von Insulin auf das Prozessieren von APP interessant. So zeigten Gasparini et al.
(2001), dass eine Insulinbehandlung von mit APP stabil transfizierten murinen

Neuroblastomazellen zu einer signifikanten Abnahme des intrazelluldren AP fiihrt, wihrend

die Sekretion des extrazelluldren AP erhoht ist. In transgenen Méusen Tg2576, die die AD-
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Neuropathologie aufweisen, verstirkt eine durch Diét induzierte Insulin-Resistenz die A
Produktion und damit einhergehend die Entstehung amyloider Plaques (Ho et al., 2004). Es
konnte auch demonstriert werden, dass Insulin und IGF-1 iiber eine weitere Komponente von
einem der Insulin-Signalwege — die Glykogensynthase-Kinase 33 — die Tau Phosphorylierung
beeinflussen konnen, die ebenfalls bei AD einer Verdnderung unterworfen ist. Nicht nur die
GSK-3B konnte bisher in vitro mit O-GIcNAc modifiziert werden, es wurden auch andere
Mitglieder der Insulinkaskade wie z.B. IRS 1 und Catenin, bei dessen Abbau Prisenilin 1 eine
Rolle spielt und bei AD-assoziierten Mutationen von Présenilin 1 verstirkt wird, als O-

GIlcNAc Proteine identifiziert.

1.4 Aufgabenstellung

Analog zur Phosphorylierung ist die Glykosylierung von Serin- und Threoninresten
cytosolischer Proteine und Kernproteine sowie der cytosolischen Doménen von
Plasmamembranproteinen mit O-glykosidisch gebundenem N-AcetylGlucosamin ubiquitér in
eukaryotischen Zellen verbreitet. In friiheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
das murine Amyloid Precursor Protein (APP) mit O-GIcNAc modifiziert ist und die
cytoskeletale Proteinfraktion bei der AD in Hirnarealen, die von den pathologischen
Verdnderungen besonders betroffen sind, eine signifikant erhohte O-GlcNAc Modifikation
aufweisen (Griffith und Schmitz, 1995).

Diese O-GIcNAc modifizierten Proteine sollten in dieser Arbeit im Hinblick auf qualitative
Unterschiede analysiert werden. Hierzu wurde die O-GlcNAc Expression entsprechender
Proteinfraktionen aus humanem Hirn sowohl mittels der Ubertragung radioaktiver Galactose
als auch mittels Western-Blot untersucht.

Ein weiterer Hauptaspekt dieser Arbeit stellte die Untersuchung der O-GlcNAc Modifikation
des humanen APP dar. Es galt festzustellen, ob das humane APP mit O-GlcNAc modifiziert
ist, ob gegebenenfalls diese Modifikation durch bestimmte pharmakologische Substanzen, die
die Glykosylierung beeinflussen, manipulierbar ist und welche Serine oder Threonine des C-
Terminus von APP O-GlcNAc tragen. Hierzu wurden APP und APP Mutanten, bei denen
einzelne Serine oder Threonine durch nicht phosphorylierbare Aminoséuren ersetzt worden
waren, in verschiedenen Expressionssystemen wie Xenopus Qocyten und murinen N2a-
Neuroblastomazellen exprimiert und in Western-Blot-Analysen auf ihre O-GIcNAc

Modifikation hin untersucht. Die cytosolische Domédne von APP sollte aus
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Neuroblastomazellen, die den C-Terminus von APP iiberexprimieren, isoliert und im Hinblick
auf die O-GlcNAc Modifikation analysiert werden.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand darin, die Dynamik der O-GlcNAc Modifikation in
verschiedenen Nervenzellpopulationen zu untersuchen und das Verhalten dieser
Glykosylierungsform bei neuronalen Differenzierungsvorgangen zu analysieren. Die Zellen
wurden hierzu im undifferenzierten oder differenzierten Zustand mit einem Inhibitor der O-
GlcNAc Hydrolase behandelt und anschlieBend immuncytochemisch oder mit Western-Blot-
Analysen im Hinblick auf O-GlcNAc untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Primire Antikorper

AL25:

CTD110.6:

RL2:

MUDS0:

8ES:

WO02:

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen den C-Terminus der p110-
Untereinheit der O-GIcNAc Transferase. Der Antikorper wurde
freundlicherweise von Prof. G.W. Hart, Baltimore (USA) zur Verfiigung
gestellt.

Monoklonaler Antikorper (IgM) gegen O-GlcNAc. Der Antikorper (Ascites)
wurde gegen ein synthetisches Peptid mit Ser-O-GIcNAc hergestellt und
freundlicherweise von Prof. G.W. Hart zur Verfiigung gestellt (Comer et al.,
2001). Proteinkonzentration: 3 pg/puL.

Monoklonaler Maus-Antikorper (IgG;) gegen O-GIcNAc. Der Antikorper
wurde gegen Kernporenproteine aus Rattenleber hergestellt (Snow et al, 1987;
Affinity Bioreagents, Golden, USA). Aliquots mit Glycerin im Verhiltnis 1:1
(v/v), Antikorperkonzentration: 1 pg/pL.

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen O-GIcNAc. Der Antikdrper (Ascites)
erkennt O-GIcNAc Epitope des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum und
eukaryotischer Proteine und wurde freundlicherweise von Prof. K.L. Williams,
Macquarie University, Sydney, (Australien) zur Verfiigung gestellt.
Proteinkonzentration: 55 pg/uL.

Humanspezifischer monoklonaler Maus-Antikdrper gegen das Epitop 444-592
von APP 695. Der Antikorper wurde freundlicherweise von der Firma Athena
Neuroscience (San Francisco, USA) zur Verfiigung gestellt. Aliquots mit

Glycerin im Verhiltnis 1:1 (v/v), Antikdrperkonzentration: 2,65 ng/uL.

Humanspezifischer monoklonaler Maus-Antikorper (IgG,) gegen das AB-
Epitop von APP (N-terminales AB (AS 5-8) (Hartmann et al, 1996). Der
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13G8:

anti-CD9:

Antikorper wurde freundlicherweise von Dr. T. Hartmann, Zentrum fiir
Molekulare Biologie, Universitdit Heidelberg, zur Verfiigung gestellt.
Antikdrperkonzentration 0,5 pg/uL.

Monoklonaler Maus-Antikorper (IgGs,) gegen das Epitop 676-695 von APP
695. Der Antikérper wurde freundlicherweise von der Firma Athena
Neuroscience  (San  Francisco, USA) zur  Verfligung  gestellt.

Antikdrperkonzentration: 2,02 pg/puL.

Monoklonaler Maus-Antikorper (Ascites) gegen CD9. Der Antikorper wurde
freundlicherweise von Dr. A. Shaw, Cross Cancer Institute Edmonton, Alberta

zur Verfligung gestellt. Proteinkonzentration: 55 pg/uL.

2.1.2 Sekundire Antikorper

Die aufgefiihrten sekundiren Antikorper wurden von der Firma Dianova (Hamburg) bezogen.

anti-Maus-POD: Polyklonaler Ziege-Antikorper gegen IgG und IgM Maus-Antikorper

gerichtet, gekoppelt an Merettich-Peroxidase.

anti-Maus-Cy3: Polyklonaler Ziege-Antikorper gegen Maus-Antikorper der Subklasse

IgG gerichtet, gekoppelt an Cy3.

anti-Maus-DTAF:  Polyklonaler Ziege-Antikorper gegen Maus-Antikorper der Subklasse

IgG gerichtet, gekoppelt an Dichlorotriazinylamino-Fluorescein.

anti-Kaninchen-Cy3: Polyklonaler Ziege-Antikorper gegen Kaninchen-Antikorper der

Subklasse IgG gerichtet, gekoppelt an Cy3.
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2.1.3 Allgemeine Ger:iite

Elektrophoresesystem zur Proteinauftrennung:
Mini-Protean II (Bio-Rad, Miinchen)
Protean II (Bio-Rad, Miinchen)

Gene Quant RNA DNA Calculator (Pharmacia, Freiburg)

Microinjektor (Drummond, Nanoject, Bachhofer, Reutlingen)
Micromanipulator (Brinkmann, Mannheim)

31/2 Mikrokapillare (Drummond, USA)

Mikroskope:
TCS SP2 Laser Scanning Spectral Confocal Microscope (Leica, Bensheim)
Inverses Mikroskop Axiovert 200M (Zeiss, Aachen), Neuritenldngenanalyse mit KS100 Zeiss

Programm

Titertek Plus MS2 ELISA Reader (ICN, USA)
Trans-Blot SD (Semi-Dry Transfer cell) (Bio-Rad, Miinchen)
UV-Transilluminator (2011 Macrovue, LKB, Schweden)

Zentrifugen:

Biofuge 15R, Rotor 3751 (Heraeus, Osterode)

2K 15 Zentrifuge, Rotor 12145 (Sigma, Deisenhofen)
Laborzentrifuge 2K 15, Rotor 12145 (Sigma, Deisenhofen)
202 MK Zentrifuge, Rotortyp 12145 (Sigma, Deisenhofen)

2.1.4.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Deckgléser, rund, 15 mm Durchmesser (Menzel, Braunschweig)
Falcon 3912 Mikrotiterplatten (Becton-Dickinson, USA)
Filterpapiere (3MM, Whatmann, Maldstone GB)

Kryogefialle, 1 mL (Grainer)
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Maxi Sorb Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden)

Mikroreaktionsgefifle (Sigma, Deisenhofen)

Nitrocellulose-Membran (Satorius, Gottingen)

Petrischalen, 35 mm und 100 mm Durchmesser (Corning, New York, USA)
Pipettenspitzen, diverse (Sarstedt, Niimbrecht)

Polyethylengefdfle (Packard, USA)

Rontgenfilme X-OMAT AR (Eastman-Kodak, Miinchen)
Zellkulturflaschen (Falcon, Becton-Dickinson, Plymouth, GB)

2.1.4.2 Allgemeine Reagenzien

BSA (Roche, Mannheim) Chargenangabe 735086/001
DC Protein Assay (Protein Assay nach der Methode von Lowry (Bio-Rad, Miinchen)
Super Signal® Substrate Kit (Pierce, Rochester,USA)

2.1.5 Losungen und Puffer

Haufig verwendete Puffer und Stammldsungen:
Alle verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt in p.a. Qualitit von
Merck (Darmstadt) bezogen; die Losungen wurden mit demineralisiertem Wasser angesetzt,

sofern nicht anders beschrieben.

ABTS-Entwicklerlosung

0,5 mL ABTS-Lsg: 2% 2,2'-Azino-di-(3-ethyl-benzthiazolin-
sulfonat(6))
in aqua dem. (w/w) (Roche, Mannheim)
9,5 mL Acetat Puffer: 100 mM Natriumacetat
50 mM Natriumdihydrogenphosphat, mit
Eisessig auf pH4 einstellen
3uL H,0,(30%ig)
Aprotinin/Leupeptin- 10 mg/mL Aprotinin (Roche, Mannheim)
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Stammlosung (10.000fach):

PBS

Pepstatin-Stammldsung;:

PMSF Stamml6sung

Probenpuffer (2fach):

Probenpuffer (5fach):

TBS

10 mg/mL

137 mM
3 mM

16 mM
1,5 mM

1 mg/mL

in Methanol

1 mM

n

Isopropylalkohol

130 mM
4%(W/v)
20%

0,02% (w/v)
I mM

250 mM
7,5% (W/v)
30% (w/v)
0,25% (w/v)
1% (v/v)

25 mM
135 mM
25 mM

Leupeptin (Sigma, Deisenhofen)

NaCl

KCl1
Na,HPO,4
KH,PO4
pH 7,2-7,4

Pepstatin (Roche, Mannheim)

PMSF (Sigma, Deisenhofen)

Tris-HCI

SDS

Glycerin

Bromphenolblau (Serva, Heidelberg)
B-Mercaptoethanol (Sigma,
Deisenhofen)

pH 6,8

Tris-HCI

SDS

Glycerin

Bromphenolblau (Serva, Heidelberg)
B-Mercaptoethanol

(Sigma, Deisenhofen)

pH 6,8

Tris-HCl
NaCl
KCl

pH 7,5
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2.1.6 Radioaktiv markierte Verbindungen

C-SDS-PAGE-Molekulargewichtsstandard (Amersham, Braunschweig)
33S-L-Methionin (ICN, Eschwege)

Uridindiphospho-D-(6-"H) Galactose (Amersham, Braunschweig)

2.1.7 Tiere aus institutseigener Haltung

Xenopus Oocyten wurden aus dem silidafrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis)

entnommen.

Fiir die Priparation von Kleinhirnneuronen wurden NMRI Miuse verwendet

2.1.8 Zellen

N2a:

A3 Zellklon:

Kleinhirnneuronen E17:

Murine Neuroblastomazellen (wurden freundlicherweise von Dr.
T. Bayer, Institut fiir Neuropathologie, Universitit Bonn zur

Verfligung gestellt).

Murine N2a Neuroblastomzellen, die stabil mit der cDNA des
Wildtyps des humanen APP695 transfiziert worden sind. Als
Expressionsvektor wurde der retrovirale Vektor pLXSN
verwendet (Weggen, 1996); die Parentalzellen ebenso wie die
transfizierten Zellen wurden freundlicherweise von S. Weggen
und Dr. T. Bayer, Institut fiir Neuropathologie, Universitdt Bonn
zur Verfiigung gestellt.

Freundlicherweise wurden Maus Kleinhirnneuronen des

embryonalen Tages 17 von Prof. K. Schilling (Institut fiir

Anatomie, Universitit Bonn) zur Verfiigung gestellt.
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Kleinhirnneuronen P6: Zur Praparation von Kleinhirnneuronen wurden postnatale 6

Tage alte NMRI Méuse verwendet.

PC12: Phaochromocytomzellen der Ratte (wurden freundlicherweise
von Dr. R. Probstmeier, Klinik fiir Nuklearmedizin, Universitét

Bonn zur Verfiigung gestellt).

SH-SYSY: Humane Neuroblastomzelllinie (wurden freundlicherweise von
Dr. T. Hartmann, Universitdit Heidelberg zur Verfiigung
gestellt).

SH-SY5Y-SPA4CT: Humane SH-SYS5Y Zellen, die stabil den C-Terminus (C100)
von APP695 als Transmembranprotein exprimieren. Fiir die
Transfektion wurde ein pCEP4 Vektor verwendet (Dyrks et al,
1993). Die transfizierten Zellen wurden freundlicherweise von

Dr. T. Hartmann, Universitdt Heidelberg zur Verfiigung gestellt.

2.2 Biochemische Methoden

2.2.1 MUDS0-Kompetitionstest mittels Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay
(ELISA)

Primére Antikorper: monoklonaler Mausantikorper (Ascites) MUDS0, 1:500 in 1% BSA/PBS
anti-CD9 Ascites 1:500 in 1% BSA/PBS

Beide Antikdrper werden im Kompetitionstest entweder mit 100 mM GlcNAc oder
100 mM Galactose versetzt.

Sekundirer Antikdrper:  Peroxidase-konjugierter Ziege-anti-Maus Antikrper (Dianova, Hamburg), 1:2000 in
1% BSA/PBS

GlcNAc-BSA (Sigma) in 100 mM NaHCO; verdiinnt (1,25 pg/mL)

Blockierungslosung: 1% BSA/PBS

Die Mikrotiterplatte wird mit je 50 uLL GIcNAc-BSA (1,25 pg/mL) pro Vertiefung beschichtet
und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag werden die Vertiefungen dreimal mit
PBS gewaschen, dann erfolgt die Blockierung unspezifischer Antikérperbindungsstellen

durch 400 pL Blockierungslosung fiir 1 h bei RT. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
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erfolgt die Zugabe des gegen das O-GlcNAc Epitop gerichteten Erstantikorpers MUDSO.
Dieser wird mit 50 pL/Vertiefung eingesetzt. Zum Vergleich wird die Erstantikorperlésung
entweder mit 100 mM GlcNAc als Kompetitor des MUDS0, oder zur Kontrolle mit 100 mM
Galactose versetzt. Als Negativkontrolle wird ein anderer O-GIcNAc unspezifischer
Primédrantikérper eingesetzt. Hierzu wird ein Tetraspannin-erkennender anti-CD9 Antikorper
verwendet, der entsprechend mit 100 mM GlcNAc oder 100 mM Galactose versetzt wird. Die
Ansidtze werden bei RT 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS werden pro
Vertiefung 50 uL des gegen den ersten Antikdrper gerichteten Zweitantikorpers hinzugegeben
und 1 h bei RT inkubiert. Zur Ermittlung der unspezifischen Bindung des Zweitantikdrpers
wird er in einigen Vertiefungen auch direkt mit dem Antigen ohne vorausgegangene
Inkubation mit dem Erstantikorper inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen mit PBS
erfolgt die Entwicklung mit 50 pL. Entwicklerlésung pro Vertiefung. An den Zweitantikorper
ist das Enzym Peroxidase gekoppelt, welches die zugegebene Losung als Substrat unter
Entwicklung einer Griinfarbung umsetzt. Nach 20-30 min wird diese Reaktion durch Zugabe
von 50 pL 0,6% SDS-Losung gestoppt. Darauthin wird die optische Dichte

spektralphotometrisch bei A = 405 nm gemessen.

2.2.2 Priparation der Detergens-loslichen Fraktion (Dsf) und der Detergens-

unloslichen cytoskeletalen Fraktion (Dicf) (nach Refolo et al, 1991)

Solibilisierungspuffer A: 10 mM HEPES
50 mM KCI
2 mM EGTA
1 mM MgCl,
2 M Glycerin
0,5% Triton X-100 (v/v)
100 mM GlcNAc
Proteaseinhibitoren
pH 7,4

Solubilisierungspuffer B: 50 mM Tris, pH 7,4
10 mM EDTA
10 mM EGTA
100 mM NaCl
1% (w/v) SDS
100 mM GIcNAc
pH 7,4

100 mM GIlcNAc sowie die Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 pg/mL), Leupeptin (1 pg/mL) und
Pepstatin (1 pg/mL) werden frisch zu den Puffern hinzugegeben.
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Zuerst wird die abgewogene Gewebeprobe mit einer Mikropistille (Eppendorf) in einem mit
Trockeneis gekiihlten Eppendorfgefil zerkleinert und unter Zugabe des Dsf-
Solubilisierungspuffers A (10 uL/mg Gewebeprobe) homogenisiert. AnschlieBend wird das
Homogenat bei 1000 g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues
Eppendorfgefdl iiberfiihrt und das Prazipitat verworfen. Es folgt ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 15000 g fiir 30 min bei 4 °C. Die Detergens-l9sliche Fraktion (Dsf)
wird als Uberstand abgenommen und entweder zuerst mit 2 x Probenpuffer versetzt, bei 100
°C 5 min erhitzt und dann fiir SDS-PAGE verwendet, fiir eine Immunprézipitation mit
Antikdrper versetzt oder bei —20 °C eingefroren. Das Prazipitat wird unter Zugabe von Puffer
B (5 uL/mg Gewebeprobe) zuerst mit einer Pipette suspendiert und darauf 10mal durch eine
23 gauge Nadel zur weiteren Homogenisierung gepresst. Dieses Homogenat wird im
Heizblock bei 100 °C 10 min erhitzt und dann bei RT abgekiihlt. AnschlieBend wird das
Homogenat bei 15000 g 15 min bei 10 °C zentrifugiert. Der Uberstand enthilt die Detergens-
unloslichen cytoskeletalen Proteine (Dicf) und wird entsprechend wie die Detergens-16sliche

Fraktion (s.0.) behandelt.

2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zunichst wird eine Verdiinnungsreihe mit dem Standardprotein BSA mit einem
Konzentrationsbereich von 5 pg/uL bis 0,004 ug/uL in dem entsprechenden Puffer, in dem
die zu quantifizierende Probe enthalten ist, hergestellt. In die Vertiefungen -einer
Mikrotiterplatte werden nun jeweils 5 pLL der Standardverdiinnungen und der Proben gegeben.
AnschlieBend erfolgt die Zugabe von 25 uL der Bio-Rad Reagenzien A und S (im Verhiltnis
50:1, frisch angesetzt), dann von 200 pL des Reagenz B. Sowohl von der
Standardverdiinnungsreihe als auch von den einzelnen Proben werden Dreifachbestimmungen
durchgefiihrt. Die optische Dichte der sich entwickelnden Blaufirbung kann nach 20 min
spektralphotometrisch bei A = 690 nm gemessen werden. Aus den Extinktionswerten der BSA
Standardverdiinnungsreihe wird eine Eichkurve erstellt, mit der sich die Proteinkonzentration

der Proben anhand der Werte der optischen Dichte in pg/uL ablesen lésst.
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2.2.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) mit Dsf/Dicf

Primérantikorper: MUDS50, 1:500 in 0,5% Pferdeserum/PBS
Sekundirantikdrper: Peroxidase-konjugierter Ziege-anti-Maus Antikdrper (Dianova, Hamburg), 1:2000 in
0,5% Pferdeserum/PBS

GlcNAc-BSA (Sigma) in 100 mM NaHCO; verdiinnt (1,25 pg/mL)

0,5 % Glutaraldehyd in aqua dem.

Antigenverdiinnungs-Losung: 200 mM NaHCO;
100% Ameisensaure (Sigma, Deisenhofen)

Blockierungslosung: 0,5% Pferdeserum (Sigma, Deisenhofen)/PBS

Zum quantitativen Nachweis der O-GIcNAc modifizierten Proteine der Dsf- und Dicf-
Fraktionen wird ein modifizierter Enzyme-linked Immunosorbent Assay verwendet. Bei
diesem modifizierten ELISA wird die Mikrotiterplatte zundchst mit 50 pL 0,5%
Glutaraldehyd/ Vertiefung bei RT 30 min inkubiert. Glutaraldehyd bindet hydrophob an die
Plastikoberfliche der Mikrotiterplatte und kovalent an NH,-Gruppen von Proteinen und soll
somit eine verstirkte Beschichtung mit Proteinen ermdglichen. Nach einmaligem Waschen
mit PBS werden pro Vertiefung 25 pg Protein der Dsf- bzw. Dicf-Fraktion (0,25 mg/mL 100
mM NAHCO;) pipettiert und 1 h bei RT inkubiert. Als Positivkontrolle fiir den
Primérantikdrper werden 50 pL GIcNAc-BSA (1,25 pg/mL) pro Vertiefung eingesetzt.
Danach wird dreimal mit PBS gewaschen. Die Reaktivitit der freien Glutaraldehydreste wird
daraufhin durch 10 min Inkubation mit 100 pL TBS/Vertiefung gestoppt. Anschlieend
werden die restlichen unspezifischen Antikérperbindungsstellen mit 400 pL 0,5%
Pferdeserum in PBS /Vertiefung 35 min bei RT abgesittigt. Zur Denaturierung der Proteine
werden 4 pL 100%igerAmeisensdure pro Vertiefung eingesetzt. Dadurch sollen weitere O-
GlcNAc Epitope freigelegt und somit fiir den Antikorper besser zugénglich gemacht werden.
Nach 2 h Inkubation wird dreimal mit PBS gewaschen und dann mit 50 pL /Vertiefung
Primérantikrper MUDSO0 iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS werden pro Vertiefung 50 pL des gegen den Primérantikdrper gerichteten
Sekundérantikdrpers hinzugegeben und 3 h bei RT inkubiert. Zur Ermittlung der
unspezifischen Bindung des Sekundérantikdrpers wird dieser in einigen Vertiefungen auch
direkt zum Antigen ohne Vorinkubation mit dem Erstantikdrper hinzugegeben. Nach
dreimaligem  Waschen @ mit PBS  erfolgt die  Zugabe von 50 puL

Entwicklungslésung/Vertiefung. An den Zweitantikdrper ist das Enzym Peroxidase
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konjugiert. Dieses setzt die zugegebene LOsung unter Entwicklung einer Griinfarbung um.
Nach ca. 30 min wird diese Reaktion unter Zugabe von 50 uL 0,6% SDS-Ldsung gestoppt. Es
folgt die spektralphotometrische Messung der optischen Dichte bei A=405nm. Es werden fiir

alle Proben und Kontrollen Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

2.2.5 Galactosyltransferase Assay

Losung 1: 250 mM Sucrose (Sigma, Deisenhofen)
25 mM KCl
5 mM MgCl,
1 mM NaNj (Sigma, Deisenhofen)

Puffer 2: 100 mM HEPES (Serva, Heidelberg)
50 mM MnCl,
100 mM Galactose (Sigma, Deisenhofen)
2,5% Nonidet P40 (v/v) (Roche, Mannheim)

25 mM 5°AMP (Sigma, Deisenhofen)

humane autogalactosylierte Galactosyltransferase 0,01 mU/uL (Roche, Mannheim) geldst in 25 mM HEPES
(Serva, Heidelberg)/2,5 mM Puffer 2 und Glycerin (97%) im Verhéltnis 1:1

100 mM Uridindiphospho-Galactose (Sigma, Deisenhofen) im gleichen Puffer gelost wie Galactosyltransferase
(s.0.)

Aceton

Zu 50 pg Protein (in 20-30 pL Solubilisierungspuffer A bzw. B s. 2.2.2, je nach
Proteinkonzentration) werden 300 pL Losung 1 und 25 pL Puffer 2 gegeben. Nach Zugabe
von 2 pL 25 mM 5'AMP und 4 pL UDP-Galactose sowie von 10 uL Galactosyltransferase
wird die Probe bei 37 °C 1 h inkubiert. Um Galactose, GIcNAc und GalB1-4GlcNAc
abzutrennen, werden die Proteine mit eiskaltem Aceton im Verhéltnis 2:1 {iber Nacht bei —20
°C gefillt. Am nédchsten Tag werden die Proben bei 4 °C fiir 15 min bei 13000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und das Proteinprizipitat zweimal mit 150 uL eiskaltem
Aceton gewaschen und nach jedem Waschschritt bei 4 °C fiir 5 min bei 13000 g zentrifugiert.

AnschlieBend wird das Proteinprézipitat in 20 pL Probenpuffer aufgenommen.
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2.2.6 Galactosyltransferase Assay mit UDP-(H)-Galactose

s.2.2.5
Uridindiphospho-D-(6-"H) Galactose (1,0 mCi/mL) (Amersham, GB)
Ovalbumin (Sigma, Deisenhofen)

PNGase F Reaktions-Puffer: 75 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
1% SDS (w/v)
1% Mercaptoethanol
0,7% NP40 (v/v)
die Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 pg/mL), Leupeptin (1
pg/mL) und Pepstatin (1 pg/mL) werden frisch zu dem Puffer hinzugegeben.

PNGase F (Peptid-N-Glykosidase F) (Roche, Mannheim):  1U/5 uL
Lumasafe PLUS-Losung (LUMAC-LSC B.V., Niederlande)

weitere Reagenzien s. auch 2.2.5

Zu 50 pg Protein (in 20-30 pL Solubilisierungspuffer A bzw. B s. 2.2.2, je nach
Proteinkonzentration) werden 300 pL. Losung 1 und 25 pL Puffer 2 gegeben. Nach weiterer
Zugabe von 2 pL 25 mM 5'AMP und 4 pL UDP-Galactose sowie von 10 pL
Galactosyltransferase und von 4 puL (4 uCi) UDP (*H)-Galactose wird die Probe bei 37 °C 1 h
inkubiert. Als Kontrollprotein wird Ovalbumin, das ausschlieflich mit N-glykosidisch
gebundenen Glykanen modifiziert ist, die GIcNAc am nicht reduzierenden Ende tragen,
eingesetzt. 10 pg Ovalbumin/ 20 pL Solubilisierungspuffer A bzw. B werden mit 60 pL
Losung 1, 5 pL Puffer 2, 2 pL 25 mM 5’AMP, 2 uL UDP-Galactose sowie 10 pL
Galactosyltransferase und 4 pL (4 pCi) UDP (*H)-Galactose versetzt und ebenfalls fiir 1 h bei
37 °C inkubiert.

Anschliefend werden die Proteine mit Aceton gefillt (2.2.5). Das Pellet wird in 40 uL 1%
SDS, 1% Mercaptoethanol aufgenommen und 10 min bei 80-100 °C inkubiert. Zu dem
Ansatz werden 360 uL PNGase F Reaktionspuffer und 5 pL (1U) PNGase F hinzugefiigt.
Nach 16-24 h bei 37 °C erfolgt die Zugabe von weiteren 5 uL (1U) PNGase F. Nach einer
weiteren 16-24 h Inkubation bei 37 °C wird die Reaktion 5 min durch Erhitzen auf 90 °C
gestoppt und die Proteine nach Abkiihlen der Losung mit 1 mL eiskaltem Aceton gefallt
(2.2.5).

Nach Aufnahme in 50 pL reduzierendem Probenpuffer werden 5 pL davon mit 5 mL
Lumasafe-PLUS-Fliissigkeit versetzt und nach einigen Stunden Inkubationszeit im
Szintillationszdhler gemessen. Die restlichen Proteine werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Zur Uberpriifung der aufgetragenen Proteinmenge kann das Gel mit Coomassie Blau geférbt
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werden. AnschlieBend wird das Gel entweder der Autoradiographie ausgesetzt (s. 2.2.11) oder
es wird entlang der Laufstrecke der Proben in Gelstiicke mit 1 cm Lénge zerteilt. Jedes
Gelstiick wird in einem Szintillationsrohrchen mit 1 mL H,0, versetzt und bei 50 °C ii. N.
inkubiert. Nach Abkiihlung werden je 5 mL Lumasafe-Plus hinzugefiigt. Nach einigen

Stunden Inkubationszeit wird die Radioaktivitit der Proben im Szintillationszdhler gemessen.

2.2.7 Immunprizipitation

Primérantikorper: 8ES5 (5 pg/mL Solubilisat)
13G8 (5 pg/mL Solubilisat)
W02 (5 pg/mL Solubilisat)
CTD 110.6 (15 pg/mL Solubilisat)

Protein G Sepharose (Pharmacia, Freiburg)

Protein A Sepharose (vorbeschichtet mit 200 pg Kaninchen anti-.Maus IgG/ 75 mg Protein A Sepharose)
(Pharmacia, Freiburg)

Anti-IgM Agarose (Sigma, Deisenhofen)

Sucrosekissen: 1 M Sucrose in Homogenisierungspuffer
Waschpuffer 1: 50 mM Tris-HCl
0,4 M NaCl
1 mM EDTA/EGTA
0,5% NP 40
pH 7,4
Waschpuffer 2: 50 mM Tris-HCl
1 mM EDTA/EGTA
0,1% SDS
pH 7,4
0,05% Tween/PBS
5M NaSCN

1 mL frisch prépariertes Zellsolubilisat (2.5.8) wird mit ca. 5 pg des jeweils verwendeten
Antikorpers tiber Nacht unter Rotieren bei 4 °C inkubiert. Am nédchsten Tag wird der Ansatz
mit 40 pL Protein G Sepharose versetzt. Nach 1 h Rotation bei 4 °C werden 600 uL
Sucroseldsung mit dem Ansatz liberschichtet und 5 min bei 4000 g und 4 °C zentrifugiert. Die
obere Phase wird vorsichtig abgenommen und verworfen. Die Sucrosephase wird mit 600 pL
Waschpuffer 1 iiberschichtet und 5 min bei 800 g und 4 °C zentrifugiert. Nach Entfernen der
oberen Schicht wird ein zweiter Waschschritt mit 600 pL Waschpuffer 2 durchgefiihrt (s.o.).
Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wird die oberste Phase und zusdtzlich das

Sucrosekissen vorsichtig entfernt. Das Pellet wird in 1 mL Waschpuffer 2 suspendiert und 5
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Minuten geschiittelt. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 5 min bei 800 g und 4 °C wird
das Pellet erneut mit 1 mL Waschpuffer 2 gewaschen und 5 min geschiittelt. Die Suspension
wird iiber ein neues Sucrosekissen (600 pL) in einem neuen Eppendorfgefall geschichtet. Der
Ansatz wird 10 min bei 4000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wird in 50 pL
reduzierendem 2-fach Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 100 °C gekocht. Die
eluierten Proteine werden durch SDS-PAGE aufgetrennt.

Zur Anreicherung und Isolation des C-Terminus von APP, der weiter mit ESI-MS untersucht
werden sollte, werden 10x 1 ml Zellsolubilisat mit ca. 5 pg 8ES Antikorper tiber Nacht unter
Rotieren bei 4 °C inkubiert. Nach Inkubation mit Protein G Sepharose am néchsten Tag
werden die Uberstéinde entweder mit Spg/ml W02 oder mit 5 pg 13G8 versetzt und wiederum
rotierend iiber Nacht bei 4 °C inkubiert und am nichsten Tag entweder mit 40 pl Protein G
Sepharose (bei W02 Ansatz) oder 40 ul Protein A Sepharose (s.0) pro Ansatz versetzt. Nach 1
h Inkubation rotierend bei 4 °C werden die Ansdtze zentrifugiert (s.0) und die
Immunprézipitate 3x mit 0,05% Tween/PBS gewaschen. Nach Poolen der Pellets werden die
Proteine 3x mit je 900 ul SM NaSCN eluiert. Die Eluate werden tiber Nacht bei 4 °C gegen
0,05 %Tween/PBS dialysiert. Am nédchsten Tag werden die Eluate 3 h bei RT mit 18 pg
CTD110.6 + 30 pl anti-IgM Agarose /ml inkubiert. Nach 3x Waschen der Immunprézpitate
mit 0,05% Tween/PBS wird das Pellet in 40 pL reduzierendem 2-fach Probenpuffer
aufgenommen und 10 min bei 100 °C gekocht. Die eluierten Proteine werden durch SDS-

PAGE aufgetrennt.

2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (nach Laemmli, 1970)

Acrylamid-Stammlosung: 30% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid

APS-Ldsung: 10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) (Pharmacia, Freiburg)

TEMED (N,N,N",N'-Tetramethylenethylendiamin) (Pharmacia, Freiburg)
Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS
pH 8,3
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Zusammensetzung des Polyacrylamidgels:

8x7x0,15cmGel |17 x 17 x 0,15 cm
(mL) Gel
(mL)
8% Trenngel 2,3 18,6 Aqua dem
1,3 10,7 Acrylamid-
StammL0dsung
1,3 10,0 1,5M Tris pH 8,8
0,05 04 10% SDS
0,05 04 10% APS
0,003 0,024 TEMED
4% Sammelgel 1,4 11 Aqua dem.
0,33 2,6 Acrylamid-
Stammldsung
0,25 2 1,5 M Tris, pH 6,8
0,02 0,16 10% SDS
0,02 0,16 10% APS
0,002 0,016 TEMED
Ein 8% Trenngel wird mit einem 4% Sammelgel {berschichtet. Es wird der

Molekulargewichtsstandard der Fa. Gibco verwendet. Die Gelelektrophorese von Gelen mit
den Mallen 8 x 7 x 0,15 cm werden bei 100 V, Gele einer Grofle von 17 x 17 x 0,15 cm bei 12
Volt iiber Nacht durchgefiihrt.

AnschlieBend werden die aufgetrennten Proteine entweder mit Coomassie-Blau (2.2.10), mit
Silber (2.2.11) gefarbt oder im Blotverfahren auf Nitrocellulose iibertragen. Gele mit

radioaktiv markierten Proben werden der Autoradiographie ausgesetzt.

2.2.9 Tris-Tricine Gelelektrophorese

10-20% Tris-Tricine Mini-Gele (Bio-Rad, Miinchen))
Tris-Tricine Laufpuffer (10 x): 60,55 g Tris

89,6 g Tricin

5,0 g SDS

auf 500 mL mit aqua dem. auffiillen

Tris-Tricine Probenpuffer (10 mL):1,0 mL aqua dem
2,0 mL 1,0 M Tris-HCI, pH 6,8
4,0 mL Glycerin
2,0 mL 10% SDS
0,2 mL B-Mercaptoethanol
0,8 mL 0,5% Coomassie G-250

Zum Auftrennen niedermolekularer Proteine eignet sich das Tris-Tricine Gelsystem (Schiger
und Jagow, 1987). Hierzu werden bereits vorgegossene 10-20% Tricine Mini-Gele (ca 8 cm x

7cm x 0,15 cm) der Firma Biorad (Miinchen) verwendet. Die zu untersuchenden mit Tris-
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Tricine Probenpuffer im Verhéltnis 2:1 versetzten Proben werden 5 min bei 100 °C
denaturiert. Nachdem die Proben aufgetragen worden sind, erfolgt die Auftrennung bei einer
angelegten Spannung von 100 V. Als Molekulargewichtsstandard wird der Polypeptid SDS-
PAGE Standard der Firma Bio-Rad (Miinchen) eingesetzt.

2.2.10 Coomassie-Blau Firbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Fixier-Losung:  25% Isopropanol
10% Essigsédure

Coomassie-Losung: 0,25% Coomassie brilliant blue R-250 (Serva, Heidelberg) (w/v)
50% Trichloressigsdure

Entfarber-Losung: 25% Methanol
7% Essigsdure

bei Tris-Tricine Gelen:

Fixier-Losung: 40% Methanol
10% Essigsédure
Coomassie-Losung: Bio-Safe Coomassie G250 Stain (Bio-Rad)

Nach 30 min Inkubation in der Fixier-Losung wird das Gel iiber Nacht in Coomassie-Ldsung
(1-3 h bei Tris-Tricine Gelen) gefarbt. Daraufhin wird der nicht gebundene Farbstoff mit der
Entfarber-Losung (bei Tris-Tricine Gelen: 2 h mit H,O) solange herausgewaschen, bis die

gefarbten Proteinbanden sichtbar werden.

2.2.11 Silberfirbung

Fixier-Losung: 30% Ethanol
10% Essigséure
Sensitivierungs-Losung: 0,2 g/L Natriumthiosulfat
Silber-Losung: 2 g/L Silbernitrat
Entwickler-Losung: 0,7 mL/L Formaldehyd
30 g/ L K2C03

10 g/L Natriumthiosulfat

Stop-Losung: 50 g/L Tris
2,5% Essigsdure
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Nach 3 x 30 min Inkubation in der Fixierungs-Losung wird das Gel 10 min in 20% Ethanol
und fiir weitere 10 min in H,O gelegt. AnschlieBend erfolgt die Sensitivierung des Gels in
Natriumthiosulfat fiir I min. Nach 2 x 20 s in H,O wird das Gel 30 min in Silber-Losung
gefdrbt und nach einem weiteren Waschschritt in H;O (10 s) in Entwickler-Losung inkubiert
bis die Proteinbanden deutlich zu erkennen sind. Darauthin wird die Entwicklung durch
Inkubation des Gels fiir 1 min in Stop-Losung unterbrochen. Das Gel kann zur weiteren

Verwendung in H,O aufbewahrt werden.

2.2.12 Préaparation eines Gelstiickes fiir MALDI-MS Messung

Bei den nachfolgenden Schritten wird durch entsprechende Vorsichtsmassnahmen besonders
darauf geachtet, eine Kontamination mit Keratinen zu vermeiden: Hierzu werden bereits bei
Durchfiihrung der Gelelektrophorese wenn moglich nur gebrauchsfertige Losungen und
steriles HPLC-H,O verwendet. AuBerdem werden alle eingesetzten Glaswaren vor der
Benutzung in 0,5% SDS/H,0 eingesetzt. Wihrend der gesamten Durchfiihrung werden aus
einer neuen Packung entnommene Handschuhe getragen, die ebenfalls in 0,5% SDS/H,0
eingetaucht werden. Nach der Coomassie-Fiarbung wird das Gelstiick mit dem entsprechenden
Molekulargewichtsbereich ~ vorsichtig mit einem neuen Skalpell aus dem Gel
herausgeschnitten und in 1 x 1 mm Wiirfel zerteilt. Die Wiirfelstiicke werden in ein zuvor mit
Methanol gereinigtes neues Mikroreaktionsgefa3 (farblos und ohne O-Ring, Eppendorf,
Hamburg) itberfiihrt und zweimal jeweils 10 min in 50% Methanol inkubiert. Nach
Entfernung der Methanollosung konnen die Gelstiicke bei —20 °C aufbewahrt bzw. zur

MALDI-MS Messung verschickt werden.

2.2.13 Autoradiographie von SDS Polyacrylamidgelen

Amplify (Amersham, Braunschweig)

Zur Detektion von gelelektrophoretisch aufgetrennten radioaktiv markierten Proteinen wird
das Gel 1 h in Fixier-Losung (2.2.10) und anschlieend 1 h in Amplify-Lésung inkubiert.
AnschlieBend wird das Gel im Vakuum getrocknet und ein Rontgenfilm aufgelegt. Die
Exposition erfolgt bis zu § Wochen.
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2.2.14 Western-Blot nach dem Semi-dry Verfahren

Anodenpufferl: 300 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 10,4

Anodenpufferll: 25 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 10,4

Kathodenpuffer: 25 mM Tris
40 mM Amino-n-capronsdure (Sigma,Deisenhofen)
20% (v/v) Methanol
pH 9,4

Die im SDS Gel aufgetrennten Proteine werden mit der Semi-dry Methode auf eine
Nitrocellulose Membran {ibertragen. Hierzu wird eine horizontale Blotkammer mit einem
diskontinuierlichen Puffersystem verwendet. Nachdem die Filterpapiere und die
Nitrocellulose auf Gelgrofle zurechtgeschnitten worden sind, werden 3 Filterpapiere mit
Anodenpuffer I getrinkt und auf die Anodenplatte gelegt, gefolgt von 2 in Puffer II
getrinkten Filterpapieren. Diese werden mit der in Puffer II getrdnkten Nitrocellulose und
dem Gel luftblasenfrei bedeckt. Mit 5 in Kathodenpuffer getrinkten Filterpapieren wird das
Gel tiberschichtet. Nach dem Abdecken mit der Kathodenplatte werden die Proteine mit einer

konstanten Stromstirke von 0,8 mA/cm? in 60 min vom Gel auf die Membran iibertragen.

2.2.15 Ponceau-S-Firbung

Ponceau S-Losung: 0,2% (w/v) Ponceau-S (Serva,Heidelberg)
3% (w/v) Trichloressigsdure

Zur Uberpriifung des Proteintransfers vom SDS-Gel auf die Nitrocellulose wird die Membran
nach dem Blot 1 min mit Ponceau-S-Losung gefarbt. AnschlieBend wird die geférbte
Membran solange mit Wasser gewaschen bis nur noch die rot gefirbten Proteinbanden
sichtbar sind. Die Banden des Molekulargewichtsstandards werden markiert und vor der

darauffolgenden Immundetektion wird der Blot durch Waschen mit TBS vollstindig entférbt.
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2.2.16 Immundetektion von Proteinen im Western-Blot

Antikdrper-Verdiinnungen: 8ES 1:8000
13G8  1:1000
RL2 1:1000; 1:3000; 1:6000
W02  1:2000
anti-Maus-POD 1:10000; 1:5000

Blockierungs-Losung: 5% (w/v) Milchpulver
0,05% (v/v) Tween
in TBS

Inkubationslosung fiir Antikdrper: 0,25% (w/v) BSA
0,05% (v/v) Tween
in TBS

Waschpuffer: 0,05% (v/v) Tween
in TBS

Die auf Nitrocellulose transferierten Proteine werden nach Ponceau-S Firbung/Entfarbung
transferierten Proteine durch eine Hitzebehandlung stirker auf der Membran fixiert. Hierzu
wird die Membran 5 min in kochend heilem TBS inkubiert. AnschlieBend werden die
unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran durch eine 1 h Inkubation mit
Blockierungspuffer bei RT abgesittigt. Darauthin wird die Blockierungslosung gegen eine
Losung mit dem primdren Antikorper ausgetauscht. Nach der Inkubation {iber Nacht bei 4 °C
wird die Membran 4x fiir jeweils 10 min mit Waschpuffer gewaschen. Danach wird sie fiir 1
h bei Raumtemperatur in einer Losung mit POD-gekoppeltem sekundidren Antikdrper
inkubiert. Nach griindlichem Waschen (viermal je 10 min) mit Waschpuffer wird mit Hilfe
des Substrats des ,,Super Signal Substrate* Kits die Bindung des Peroxidase-konjugierten
Zweitantikdrpers an den ersten Antikorper in einer Chemilumineszenz-Reaktion
nachgewiesen. Das Kit wird dazu nach Angaben des Herstellers (Pierce, Rochester, USA)
gemischt und auf den Blot gegeben. Nach Einschweillen des Blots mit der Substrat-Losung in

Plastikfolie wird die Lumineszenz durch Auflegen von Rontgenfilmen detektiert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

Haufig verwendete Losungen:

LB-Medium (Luria-Bertani): 1% (w/v) Trypton (Gibco, Karlsruhe)
0,5% (w/v) NaCl
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0,5% (w/v) Hefeextrakt (Difco, Detroit, USA)
pH 7,0

TE-Puffer: 10 mM Tris (Serva, Heidelberg)
1 mM EDTA (Roche, Mannheim)
pH 7.4

2.3.1 Anzucht einer Bakterienkultur

7 mL LB-Medium werden fiir die Vorkultur eines Bakterienstammes in einem sterilen
Polystyrol Rohrchen aus einer Fliissigkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm
geschiittelt.

2.3.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Schiittelinkubator, Certomat (Braun, Biotech, International, Melsungen)
100 mM CaCl,

50 mL Bakterienkultur in LB-Medium werden bei 37 °C und 200 rpm inkubiert bis sie eine
ODggo zwischen 0,3-0,4 erreicht haben. Nach 30 min auf Eis wird die Suspension 10 min bei
500 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert und das Bakteriensediment in
30 mL steriler 100 mM CaCl, Losung resuspendiert und wiederum 30 min auf Eis gestellt.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (s.0.) wird das Sediment in 2 mL CaCl, Losung
aufgenommen und zu je 100 pL aliquotiert. Die Aliquots werden bis zur Verwendung fiir die

Transformation bei —80 °C gelagert.

2.3.3 Transformation von Bakterien

Ampicillin (Sigma, Deisenhofen)

1 ug DNA wird zusammen mit 100 uL kompetenter Bakteriensuspension (2.3.2) 30 min auf
Eis inkubiert und anschlieBend 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt. Das Gemisch wird darauthin
1-2 min auf Eis gekiihlt und nach Zugabe von 400 pL. LB-Medium 1 h bei 37 °C inkubiert.

Die Bakteriensuspension kann dann nach der 3-Strich-Methode mit einem sterilen
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Drigalskyspatel auf Agar-Selektionsplatten ausgestrichen und bei 37 °C im Brutschrank {iber
Nacht invers inkubiert werden.

Fir das Anlegen der Agar-Selektionsplatten wird LB-Medium zusammen mit 2% Agar
autoklaviert, kurz vor dem Erstarren mit 50 pL/mL Ampicillin versetzt und anschlieBend in
sterile Petrischalen mit einem Durchmesser von 8 cm gegossen. Die erstarrten Platten werden

bei 4 °C invers bis zum Gebrauch gelagert.

2.3.4 Anlegen einer E.coli Ubernachtkultur
Ampicillin (Sigma, Deisenhofen)

Mit der Impfose wird ein auf der Agar-Selektionsplatte gewachsener Bakterienklon in 7 mL
LB-Medium mit 50 pg/mL Ampicillin {berfiihrt und iiber Nacht bei 200 rpm und 37 °C
inkubiert. Nach ca. 16 h hat die Bakterienkultur die stationdre Wachstumsphase mit einer
Zelldichte von ca. 1x10° Zellen/'mL Medium erreicht. Die auf diese Weise amplifizierte DNA

kann anschlieBend isoliert oder zum Anlegen einer weiteren Ubernachtkultur genutzt werden.

2.3.5 Priparation der Plasmid DNA aus Bakterien
Mini Prep Kit (Quiagen, Hilden)

Die Plasmidisolierung erfolgt aus 7 mL Kulturvolumen mit Hilfe des Mini Prep Kits
(Quiagen, Hilden) nach den Anweisungen des Herstellers.

Nach Pelletierung einer Ubernachtkultur erfolgt die Aufreinigung der Plasmid DNA, die auf
der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly basiert, in 4 Schritten (Birnboim und Doly,
1979). Nach Lyse der Bakterien wird die DNA an eine Silikagel-Matrix adsorbiert und nach
einem Waschschritt in TE-Puffer eluiert.
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2.3.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiiuren

Die DNA Konzentration wird mit Hilfe der Extinktion der in TE-Puffer verdiinnten DNA
photometrisch bei 260 nm ermittelt. Die Konzentration wird nach folgender Formel
berechnet:

c=Exoxk

¢ = Konzentration (ug/mL), Ez6o = Extinktion bei 260 nm

k = Konstante (k = 50 fiir dsDNA)

Die Reinheit der DNA Losung wird aus dem Quotienten der Werte fiir die Extinktion bei 260
nm und 280 nm bestimmt. Bei einem Quotienten von 1,8 liegt die DNA in ausreichender

Reinheit vor.

2.3.7 DNA Spaltung mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonucleasen : Eco R I, Hind III, Kpn I (MBI, St. Leon-Rot)

1 ng DNA wird mit 2-4 Units der jeweiligen Restriktionsendonuclease, in Restriktionspuffer
(20 uL Gesamtvolumen) 2 h bei 37 °C inkubiert.

Die Zusammensetzung des Restriktionspuffers ist jeweils auf das verwendete
Restriktionsenzym abgestimmt und wird zusammen mit den Enzymen von der

entsprechenden Firma geliefert.

2.3.8 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen)
DNA-Ladder (MBI, St Leon-Rot)

6x Probenpuffer (MBI, St-Leon-Rot)
TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA (Boehringer, Mannheim)
pH 8,0

Die Auftrennung der DNA Fragmente erfolgt auf 0,8% Gelen einer Lange von 10 cm bei 90
V in TAE-Puffer. Als Standard wird der DNA-Ladder von MBI (St. Leon-Rot) aufgetragen.
Die Proben werden mit 1/5 Volumen 6 fachem Probenpuffer versetzt. Dem Agarosegel wird

vor dem Erstarren 0,1 pg/mL Ethidiumbromid zugesetzt. Das Bandenmuster kann auf dem
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UV-Transilluminator mit einer Videokamera (RA1, Kaiser, Gottingen) sichtbar gemacht

werden.

2.4 Proteinexpression in Xenopus Oocyten

Haufig verwendete Losungen:

Original Ringer (ORI) ((3212+/Mg2+ frei): 90 mM NaCl
1 mM KCl
5 mM HEPES (Serva, Heidelberg)
70 mg/mL Gentamicin (Gibco, Karlsruhe)
pH 7.4

ORI: Ori (Ca*" /Mg frei)
1 mM CaCl, x 2H,0
1 mM MgCl, x 6H,0
pH 7,4

2.4.1 Gewinnung und Vereinzelung der Oocyten

0,2% MS-222 (Tricain) (Sigma,Deisenhofen)

Collagenase 2 mg/mL (Sigma,Deisenhofen)

Zur Narkotisierung wird der Frosch fiir 20 min in eine Losung aus 0,2% MS-222 eingetaucht.
Nachdem die Oberhaut und die Bauchdecke etwa 1cm weit mit Skalpell und Schere gedffnet
worden ist, ist das Ovar sichtbar und kann vorsichtig herausgezogen werden. Jedes Ovar eines
weiblichen adulten Xenopus laevis besteht aus 24 Schleifen, deren Grofle wie bei anderen
Amphibien saisonal bedingt schwankt. Die Oogenese des Krallenfroschs ist ein
kontinuierlicher ProzeB3, dabei besitzen die Ovarien stets gleichzeitig 20000-30000 Oocyten
aller Entwicklungsstadien, die nach Dumont in die Stadien I-VI eingeteilt werden (Dumont,
1972). Ovarstiicke in der Grofe von ungefdhr 4-6 Schleifen werden abgetrennt und sofort in
ORI iiberfiihrt. AnschlieBend werden Oberhaut und Bauchdecke des Frosches jeweils getrennt
verndht. Der Frosch wird nach dem Aufwachen fiir 24 h in einem separaten Becken gehalten.
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4-5 Monate nach der Operation kann derselbe Frosch erneut operiert werden. Zur Entfernung
von Blutresten und beschéddigter Oocyten werden die Ovarstiicke nach der Operation
griindlich in ORI gewaschen.

Ca 3 h nach der Entnahme werden die Ovarstiicke weiter zerstiickelt und tiber Nacht in 2
mg/mL Kollagenase in ORI (Ca>" /Mg frei) bei 19 °C inkubiert. Auf diese Weise 13sen sich
die Oocytenverbdande auf, so dass die Oocyten vereinzelt vorliegen. Aullerdem wird die
Thekaschicht durch die Kollagenase zerstort. Dies erleichtert die spitere Penetration mit einer
Mikrokapillare. Nach der Kollagenasebehandlung werden die Oocyten 3x mit Caer/Mg2+
freiem ORI und 3x mit ORI gewaschen. Dabei werden kleinere, leichtere und daher oben
schwimmende Oocyten der Stadien I, II und III entfernt. Die Oocyten werden bis zum

Gebrauch in ORI bei 19 °C gelagert.

2.4.2 Injektion der Oocyten

Mineraldl

Fiir die Injektion werden Oocyten des Stadiums VI verwendet. Eine Mikrokapillare mit einem
Spitzendurchmesser von ungefdhr 30 pum wird mit Mineraldl gefiillt und auf den
Mikroinjektor gesteckt. Daraufhin kann die cDNA in die Kapillare aufgezogen werden. Die
Oocyten werden auf einer mediumgefiillten Rinne aufgereiht und fiir die Injektion
ausgerichtet. Mit Hilfe eines Mikromanipulators, auf dem der Mikroinjektor befestigt ist, wird
die Kapillare bewegt. Pro Oocyte werden 2,3 ng cDNA in den animalen dunkelbraunen Pol

der Oocyte injiziert.

2.4.3 Markierung von Oocyten mit **S-Methionin

Fir die Markierung von Proteinen mit *°S-Methionin werden 20 Oocyten in ein
Eppendorfgefall iiberfiihrt und das Medium vorsichtig entfernt. Danach erfolgt die Zugabe
von 20 pCi *>S-Methionin in 40 pL ORI Nach einem 16 h Pulse bei 19 °C werden die
Oocyten dreimal in ORI (Ca>*/Mg*" frei) und einmal in ORI gewaschen und anschlieBend fiir
24 h bei 19 °C in ORI, supplementiert mit 5 mM L-Methionin, inkubiert. Schlielich werden
die Oocyten in ORI weitere 2 Tage bei 19 °C inkubiert, wobei das Medium téglich gewechselt

werden mulf3.
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2.4.4 Priparation von Oocyten-Solubilisaten

Solubilisierungspuffer: 100 mM NaCl
20 mM Tris
4 mM EDTA(Boehringer, Mannheim)
4 mM EGTA
1 mM PMSF
0,5% Triton X100 (Sigma,Deisenhofen)
100 mM GIcNAc
pH 7,4

Die Oocyten werden in ein Eppendorfgefdl iiberfithrt. Das {iberschiissige Medium wird
vorsichtig entfernt. Pro Oocyte werden 20 pL Solubilisierungspuffer hinzugegeben. Dann
werden die Oocyten durch zwanzigmaliges Auf- und Abziehen des Oocyten-Puffergemisches
mit einer 200 pL-Pipette und darauffolgendem zweimaligem Vortexen homogenisiert. Nach
30 min Inkubation auf Eis sedimentieren die Dotterproteine und Farbpigmente. Bei der
nachfolgenden Zentrifugation fiir 15 min bei 13000 g und 4 °C bilden sich 3 Phasen: Eine
Dotterprotein/Pigmentphase am Boden des Gefdfles, eine klare Zwischenphase mit
solubilisierten Membranproteinen und eine Fettphase. Die klare Zwischenphase wird
vorsichtig in ein frisches Eppendorfgefdll iiberfiihrt und erneut wie oben beschrieben
zentrifugiert. Das so aufgereinigte Solubilisat kann dann fiir die Immunprizipitation

eingesetzt werden.

2.4.5 Immunprizipitation aus Oocyten-Solubilisaten

Protein G Sepharose (Pharmacia, Freiburg)

Primérantikorper: 8ES5 (5 ng/2puL)
RL2 (5 pg/5ul)

LiCl-Puffer: 100 mM LiCl
150 mM Tris
pH 7,5

Tris/HCI-Puffer: 1 mM Tris/HC1
pH 7,9

Zu 100 pL des Oocytenhomogenats werden 400 uL Solubilisierungspuffer, 30 pL Protein G
Sepharose und 5 pg Antikorper hinzugefiigt. Nach 4 h Inkubation bei 4 °C wird 10 min bei 4
°C und 13000 g zentrifugiert. Das Pellet wird dreimal mit 500 pL LiCl Puffer gewaschen und
einmal mit 500 uL Tris/HCl. Die an Protein G Sepharose gebundenen Proteinkomplexe
werden 10 min durch Erhitzen bei 100 °C in 50 pL reduzierendem Probenpuffer

aufgeschlossen und anschlieBend mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.2.8).
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2.5 Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 37 °C in einer wassergesittigten Atmosphére von 5% CO; (Zell-

Inkubator, Modell 160, ICN, Eschwege) kultiviert.

2.5.1 Priparation und Kultivierung muriner Kleinhirnneuronen

Fiir die Priparation der Kleinhirnneuronen werden postnatale NMRI Méuse, die 6-7 Tage alt

sind, verwendet.

Ca®" und Mg*" freies HBSS™: 5,4 mM KCl
0,4 mM KH2P04
136,9 mM NaCl
4,2 mM NaHCO;
0,3 mM Na,HPO, x H,0
5,5 mM D-Glucose (Serva,Heidelberg)
0,03 mM Phenolrot
pH 7,2

Trypsin/ DNAse-Ldsung: 40 mL Trypsin (2,5%) (Boehringer, Mannheim)
100 mg DNAse I (Boehringer, Mannheim)
10 mL HBSS' (s.0.)
1 mL MgCl, (80 mM)
auf 100 mL mit aqua dem. Auffiillen
pH 7.8

DNAse-Losung: 0,1 g DNAse I
0,5 g D-Glucose
200 mL BME-Medium (s.u.)

BME Medium (Basalmedium nach Eagle):
9 g BME ohne L-Glutamin und NaHCO; (Gibco,
Karlsruhe)
2,5 g D-Glucose
2,2 ¢ NaHCO;
auf 11 mit aqua dem. Auffiillen
pH 7,2

X1 Kulturmedium:
500 mL BME-Medium (s.0.)
12,5 mL HEPES (1 M Stammldsung) (Serva, Heidelberg)
1,25 g D-Glucose
5 mL Penicillin/Streptomycin (Sigma, Deisenhofen)
0,5 g BSA
250 pL Insulin (20 mg/mL Stammlésung) (Roche,
Mannheim)
1,65 mL Transferrin (30 mg/mL Stammldsung) (Roche,
Mannheim)
500 pL Aprotenin (2 mg/mL Stammlosung) (Roche,
Mannheim)
500 pL Tyroxin II (4 uM Stammldsung)
50 pL Na-Selenit (300 nM Stammlésung)
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pH 7,2
L-Glutamin (ICN, Eschwege)

0,02% Poly-L-Lysin-Losung (PLL) (Sigma, Deisenhofen) Chargenangabe 031K5106

Die Kleinhirnneuronen werden nach der Anleitung von Schnitzer und Schachner prépariert
(Schnitzer und Schachner, 1981). Kleinhirne 6-7 Tage alter Mause werden nach Entfernung
der Hirnhaut mechanisch zerkleinert. Nach zweimaligem Waschen mit HBSS™ werden die
Gewebestlicke in Trypsin/DNAse Losung (250 uL Enzym-Ldsung / Kleinhirn) 15 min bei RT
inkubiert. Nach Entfernen der Enzym-Losung werden die Gewebefragmente zweimal mit
HBSS™ gewaschen und in DNAse-Losung aufgenommen (250 pL/Kleinhirn). Eine weitere
Zerkleinerung der Gewebefragmente wird durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit
einer feuergeglitteten Pasteurpipette erreicht. Die Zellsuspension wird 1:4 mit HBSS
verdiinnt und 5 min auf Eis inkubiert. Der Uberstand wird abgenommen und 7 min bei 160 g
zentrifugiert. Die pelletierten Zellen werden in X1 Medium (supplementiert mit 2 mM
Glutamin) aufgenommen und in einer Konzentration von 2,5x10° Zellen/mL auf zuvor mit

0,02% PLL beschichteten 35 mm Petrischalen ausgesiit.

2.5.2 Kultivierung und Subkultivierung von N2a-Zellen

HBSS", Ca’" und Mg frei (2.5.1)
Trypsin/HBSS™: 0,125% Trypsin (w/v) (Roche, Mannheim) in HBSS’

Zellkulturmedium: RPMI 1640 (mit Glutamin)(Sigma, Deisenhofen)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (Sigma, Deisenhofen)
0,2% (w/v) Geneticin 418 (ICN, Eschwege) bei stabil transfizierten Zellen
10% FCS (Sigma, Deisenhofen)

Poly-L-Lysin 0,1 mg/mL PBS (Sigma, Deisenhofen) Chargenangabe 031K5106

Die Kultivierung von N2a und A3 Zellen erfolgt in RPMI Kulturmedium mit 10% fétalem
FCS und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5% CO,-Atmosphire. Zur Selektion der
stabil transfizierten Zellen wird entsprechend dem Selektionsmarker Geneticin 418 (0,2%)
dem Kulturmedium zugefiigt. Die Zellen werden in T75 bzw. T175 Zellkulturflaschen
kultiviert, die zur besseren Adhédsion der Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet werden.

Wenn die Zellen zu ca. 90% konfluent sind, werden sie dreimal mit HBSS™ gewaschen und
dann zur Dissoziation ca. 3 min mit Trypsin/HBSS’ inkubiert. Durch Zugabe von 1/10 Vol.
FCS wird der Prozel3 gestoppt. Die Zellsuspension wird in 10 mL HBSS™ aufgenommen und
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bei Raumtemperatur 7 min bei 150 g abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10 mL
Kulturmedium resuspendiert und in einem Verhéltnis von 1:10 auf neue Zellkulturflaschen

verteilt.

2.5.3 Kultivierung und Subkultivierung von SH-SYSY-Zellen

Kulturmedium: 50% MEM (Minimum essential medium eagle) ohne L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe)
50% Nutrient Mixture F-12; HAM (Gibco, Karlsruhe)
1% MEM nicht essentielle Aminosadure-Losung (100x) (Gibco, Karlsruhe)
1% L-Glutamin (100x) (Serva, Heidelberg)
1% Penicillin/Streptomycin (Sigma, Deisenhofen)
15% FCS (Sigma, Deisenhofen)
250 pg/mL Hygromycin B (Gibco-BRL Freiburg), bei stabil transfizierten Zellen

Die Kultivierung und Subkultivierung der SH-SY5Y-Zellen erfolgt genauso wie die der N2a-

Zellen (2.5.2) mit dem entsprechenden Kulturmedium.

2.5.4 Kultivierung und Subkultivierung von PC12-Zellen

Kulturmedium: RPMI (mit Glutamin) (Sigma, Deisenhofen)
10% (v/v) HS (Sigma, Deisenhofen)
5% (v/v) FCS (Sigma, Deisenhofen)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (Sigma, Deisenhofen)

Collagen Typ 10,1 mg/mL PBS (Serva, Heidelberg)

Poly-L-Lysin 0,1 mg/mL (Sigma, Deisenhofen) Chargenangabe 031K5106

Zunichst werden ca. 6 x 10° Zellen/mL eines in fliissigem Stickstoff aufbewahrten Aliquots
bei RT aufgetaut, vorsichtig in 5 mL Kulturmedium aufgenommen und bei 150 g, 7 min
zentrifugiert. Nach Resuspension des Zellsediments in 10 mL Medium werden die Zellen in
eine zundchst mit Poly-L-Lysin und darauthin mit Collagen Typ I beschichtete T75
Zellkulturflasche iiberfiihrt und anschlieBend bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank
kultiviert.

Die Subkultivierung erfolgt, sobald die Zellen konfluent sind. Die Zellen werden 3x mit
HBSS" gewaschen und dann durch Inkubation mit einer Trypsin/EDTA-Losung von der
GefiBoberfliche abgeldst. Dann wird das Trypsin durch Zugabe von 1/10 Volumen FCS

inaktiviert. Die Zellsuspension wird in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und bei 160
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g 7 min zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 4 mL Kulturmedium resuspendiert und in einem
Verhiltnis von 1:4 auf neue beschichtete T75 Zellkulturflaschen verteilt.
Zur Kultivierung von PC12 Zellen auf Deckglidschen, werden die Deckglidschen zunéchst mit

Poly-L-Lysin und anschlieBend mit Collagen Typ I beschichtet.

2.5.5 Einfrieren von Zellen

Einfriermedium: 90% (v/v) Zellkulturmedium
10% (v/v) DMSO (Sigma, Deisenhofen)

Konfluente Zellen werden aus einer T75-Zellkulturflasche abgeldst und pelletiert (s. 2.5.2).
Das Zellsediment wird in 2 mL Einfriermedium resuspendiert und auf zwei 1mL Kryogefa3e
verteilt. Die Zellen werden zunéchst fiir einige Stunden bei —20 °C eingefroren, dann ca. 1
Woche bei —80°C aufbewahrt, um dann zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff

uberfiihrt zu werden.

2.5.6 Behandlung der Zellen mit pharmakologischen Substanzen

DON (6-diazo-5-oxonorleucine): DON inhibiert die Glutamin-Fructose-6-Phosphat-
Amidotransferase. Die Zellen werden, wenn nicht anders angegeben, 48 h mit 40 pM DON
behandelt.

PUGNAc (O-(2-acetoamido-2-deoxy-D-glucopyranosyliden)  amino-N-phenylcarbamat)
(CarboGen, Aarau, Schweiz): PUGNAC ist ein potenter Inhibitor der O-GlcNAc Hydrolase.
Die Zellen werden, wenn nicht anders angegeben, 48 h mit 40 uM PUGNAc behandelt.

Swainsonine (Sigma, Deisenhofen): Swainsonine ist ein Inhibitor der Mannosidase II. Stabil
transfizierte und nicht transfizierte N2a Zellen werden ca. 3 Tage nach Aussaat bei Erreichen

einer Zelldichte von 50% Konfluenz 48 h mit 2 pg/mL Swainsonine behandelt.

NGF (nerve growth factor) (Pepro Tech, Rocky Hill, USA): Der Nervenwachstumsfaktor
NGF wird zur neuronalen Differenzierung von PC12 Zellen eingesetzt. Hierzu werden 15000

PC12 Zellen pro Deckgldaschen auf mit Poly-L-Lysin und Collagen Typ I beschichteten
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Deckglidschen ausgesit (2.5.4). 24 h nach der Aussaat werden die Zellen 6 Tage mit 50 ng/mL
NGF behandelt. Dabei wird zweimal das Medium gegen frisches Medium mit zugesetztem

NGF ausgetauscht.

2.5.7 Indirekte Immunfluoreszenz

Antikdrperverdiinnung: RL2 1:750 in Blockierungspuffer
Anti-Maus-Cy3 1:100 in Blockierungspuffer bzw. Anti-Maus-DTAF Cy3 1:100 in
Blockierungspuffer

AL25 1:500 in Blockierungspuffer
Anti-Kaninchen-Cy3 1:100 in Blockierungsldsung

4% (v/v) Paraformaldehyd
100% Ethanol

Blockierungspuffer: 1% (w/v) BSA/PBS

Bis Benzimide H 33258 DNA Stain 1:500 in Blockierungspuffer (Sigma, Deisenhofen)

Glyceringelatine

Die auf den Deckgldschen ausgesiten Zellen werden mit 4% Paraformaldehyd 30 min bei
Raumtemperatur fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen mit
eiskaltem Ethanol 5 min permeabilisiert. Zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen
werden die Zellen in Blockierungspuffer fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend erfolgt die Inkubation mit dem im Blockierungspuffer verdiinnten
Primérantikorper bei 4 °C iiber Nacht (bei Doppelfarbungen werden die Zellen in einem
Antikdrpercocktail, der sich aus zwei verschiedenen im Blockierungspuffer verdiinnten
Primérantikdrpern zusammensetzt, inkubiert). Am nédchsten Tag wird wiederum dreimal mit
PBS gewaschen und die Zellen werden mit dem Cy-3 gekoppelten Sekundérantikorper 1h
unter Lichtausschlufl bei RT inkubiert (bei Doppelfarbungen werden die Zellen in einem
Antikorpercocktail, der sich aus zwei verschiedenen im Blockierungspuffer verdiinnten mit
Cy-3 und mit DTAF-gekoppelten Sekundirantikorpern zusammensetzt, inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS konnen die Zellkerne mit dem DNA bindenden
fluoreszierenden Farbstoff H 33258 gefarbt werden. Darauf folgt ein weiterer Waschschritt.
Abschliefend werden die Deckgléschen kurz in aqua dem. getaucht, an der Luft getrocknet, in
Glyceringelatine eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Anregung von Cy3

erfolgt bei 546-580 nm, von DTAF bei 496-528 nm.
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2.5.8 Priparation von Zell-Lysaten

Solubilisierungspuffer: 50 mM Tris-HCl
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1 mM EDTA
1% Triton

100 mM GlcNAc sowie die Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 pg/mL), Leupeptin (1 pg/mL) und
Pepstatin (1 pg/mL) werden frisch zu dem Solubilisierungspuffer hinzugegeben.

Die Zellen werden nach Absaugen des Mediums einmal mit DPBS gewaschen. Anschlie3end
werden die Zellen durch Zugabe des eiskalten Solubilisierungspuffers 30 min auf Eis
solubilisiert (eingesetzte Menge des Solubilisierungspuffers: 500 pL/32 mm Petrischale oder
T75 Flasche; 1 mL/T175) Flasche). AnschlieBend wird das Solubilisat bei 14000 g 20 min bei
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration (2.2.3) wird der Uberstand entweder bei —80 °C eingefroren oder mit

Probenpuffer versetzt bzw. fiir eine Immunprézipitation eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Quantitativer und qualitativer Vergleich der O-GlcNAc¢ Modifikation
in Gewebeproben verschiedener Hirnareale von Alzheimerpatienten

und Kontrollpersonen

Griffith und Schmitz wiesen 1995 eine erhohte O-GlcNAc Modifikation in bestimmten
Cortex- und Hippocampus-Gewebeproben von Alzheimerpatienten im Vergleich zu
Kontrollproben nach (Griffith und Schmitz, 1995). Von dieser Erhéhung ist nur die Fraktion
der Detergens-unloslichen cytoskeletalen- und Cytoskelett-assoziierten Proteine (Dicf) und
nicht die der Detergens-l6slichen cytosolischen Proteine (Dsf) betroffen.

Der Nachweis erfolgte zum einen enzymatisch durch die Ubertragung radioaktiv markierter
UDP-Galactose auf O-GIcNAc Reste und zum anderen mit den HGACS85 und HGAC39
Antikdrpern. Diese monoklonalen Mausantikdrper wurden urspriinglich gegen ein bakterielles
Streptokokken Antigen produziert. Spater konnte gezeigt werden, dal sie auch mit dem O-
GIcNAc Epitop kreuzreagieren (Turner et al, 1990). Mittlerweile sind auch weitere gegen
eukaryotische Antigene gerichtete Antikorper entwickelt worden, die spezifisch O-GlcNAc
erkennen und fiir den O-GIcNAc Nachweis zur Verfligung stehen. Zwei dieser neuen anti O-
GlcNAc Antikorper, der monoklonale Mausantikoper MUDS0 (Ascites) und der monoklonale
Mausantikorper RL2, wurden in der vorliegenden Arbeit zur Analyse von humanen
Hirngewebeproben eingesetzt.

Es galt nun zu kldren, ob nach den Ergebnissen von Griffith und Schmitz, alle Dicf-Proteine
im erhohten MaBe mit O-GlcNAc modifiziert sind oder ob von dieser Erhdhung nur
bestimmte Proteine betroffen sind bzw. auch andere Proteine in AD-Proben als in
Kontrollproben mit O-GlcNAc modifiziert sind.

Zunichst wurde die O-GlcNAc Spezifitit des MUDS0 Antikorpers in einem Kompetitionstest
tiberpriift. Dann sollte mit Hilfe des MUDS0 Antikdrpers im Enzyme-Linked-Immunosorbent
Assay (ELISA) der O-GlcNAc Gehalt von Hirngewebeproben quantitativ bestimmt werden,
Im Western-Blot sollten anschliefend die Proben im Hinblick auf qualitative und quantitative

Unterschiede untersucht werden.
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3.1.1 Test der O-GlcNAc Spezifitit des MUDS0 Antikorpers

Der monoklonale Mausantikorper MUDS0 (wurde freundlicherweise von Prof. Williams,
Macquarie University, Sidney, zur Verfiigung gestellt) wurde gegen Proteine der
Schleimhiille und der Zelloberfliche des Einzellers Dictyostelium dicoideum (Grant et al.,
1985) erzeugt. Es konnte gezeigt werden, dass MUDS0 spezifisch ein Kohlenhydratepitop des
Zelloberflachenproteins PsA (Prespore-specific antigen) von Dictyostelium discoideum
erkennt (Alexander et al, 1988). Dieses Kohlenhydratepitop von PsA wurde
massenspektrometrisch untersucht und als O-GlcNAc identifiziert (Zachara et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurde der MUDS0 Antikorper fiir die O-GlcNAc Analyse von
humanen Hirnpriparaten verwendet. Vorab wurde die O-GIcNAc Spezifitit des MUDS0
erstmals gegen GIcNAc-BSA als synthetisches Antigen, das als Positivkontrolle fiir O-
GlcNAc verwendet wird, getestet. Hierzu wurde ein ELISA (2.2.1) mit dem MUDS0
Antikorper durchgefiihrt (in einer Verdiinnung 1:500). Als Negativkontrolle wurde ein nicht
gegen O-GIcNAc gerichteter monoklonaler Maus anti-CD9 Antikdrper eingesetzt, der ein
spezifisches Tetraspanin erkennt. AuBerdem wurde die unspezifische Bindung des
Zweitantikorpers in Abwesenheit des Erstantikorpers (2. Antikorperkontrolle) getestet. In
einem Kompetitionstest wurden die Antikorper mit 100 mM GIcNAc bzw. Glucose
vorinkubiert und dann im ELISA eingesetzt.

Abb. 5 zeigt, dass der MUDS50 Antikorper spezifisch mit GlcNAc-BSA reagiert. Diese
Reaktivitdt kann um 81% durch 100 mM GIcNAc reduziert werden. Hingegen fiihrt eine
Inkubation des Antikorpers mit 100 mM Glucose zu einer geringfiigigeren Inhibition von
29,7%. Der anti-CD9 Antikdrper zeigt nur 29% der MUDS0 Reaktivitit und damit eine
geringe, vermutlich unspezifische Bindung, wie die Nicht-Hemmbarkeit durch GlcNAc
bestitigt. Somit konnten die O-GlcNAc spezifischen Bindungseigenschaften des MUDS50 im

Kompetitionstest mit GIcNAc eindeutig bestitigt werden.
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Abb. 5 Bestimmung der Reaktivitit des monoklonalen MUDS0 Antikorpers mit GlcNAc-BSA im ELISA.
Die Bindung des MUDS50 Antikdrpers und eines O-GlcNAc unspezifischen anti-CD9 Antikorpers an GleNAc-
BSA (62,5 ng/ Vertiefung) ist in An- und in Abwesenheit von 100 mM GIcNAc und 100 mM Glucose
dargestellt. AuBerdem wurde die unspezifische Bindung des Zweitantikorpers in Abwesenheit des
Erstantikorpers (2. AK Ko) kontrolliert. Die optische Dichte (OD) der Farbreaktion der an den ZweitantikGrper
gebundenen Peroxidase wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von

Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.

3.1.2 Quantitativer O-GlcNAc Nachweis: ELISA mit Alzheimer- und Kontrollproben

Im folgenden wurden die O-GIcNAc Mengen der Dicf- und Dsf-Proben verschiedener
Cortexareale von Alzheimerpatienten bzw. Kontrollpersonen mittels ELISA miteinander
verglichen. Zur Verfiigung standen Frontal-, Temporal- und Parietallappenproben von 3
Alzheimerpatienten und 3 Kontrollpersonen. Uber die Proben aus dem Institut fiir
Neuropathologie der Universitit Miinchen lagen Informationen iiber Alter und Geschlecht der
Personen vor, sowie iiber die post-mortem Zeit bis zur Autopsie. Die genauen Daten sind in

Tabelle 2 zusammengefasst.
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RZ-Nr. | neuropathol. | Alter | Geschlecht | P.-m.Z. | Fr. Temp. |Par.
Diagnose (Jahre) (h) (Proben- | (Proben- | (Proben-
anzahl) |anzahl) |anzahl)
55 AD 80 m. 12 1 1 1
21 AD 81 m. 65 1 1 1
51 AD 90 m. 55 1 - -
57 Ko 88 w. 48 1 - -
58 Ko 77 w. 20 1 1 1
79 Ko 75 w. 24 1 1 1

Tabelle 2 Angaben zu den verwendeten Hirnproben.
Abkiirzungen: RZ-Nr. (Referenzzentrums-Nummer), neuropathol. Diagnose (neuropathologische Diagnose), AD
(Alzheimer Demenz), Ko (Kontrolle), w. (weiblich), m. (ménnlich), P.-m.Z. (Post-mortem Zeit), h (Stunden), Fr.

(Frontallappen), Temp. (Temporallappen), Par. (Parietallappen)

Die Prdparation der Dicf- und Dsf-Proben erfolgte nach der Methode der differentiellen
Detergensextraktion (Refolo et al., 1991) modifiziert nach L.S. Griffith (2.2.2). Der
Proteingehalt der Fraktionen wurde nach Lowry unter Verwendung des Detergens
kompatiblen Ansatzes der Firma Biorad (2.2.3) bestimmt. Bei dem darauf folgenden ELISA
wurde die Titerplatte mit Glutaraldehyd beschichtet, um einen hoheren Beschichtungsgrad der
Proteine zu erreichen (2.2.4). Es wurden 25 pug Dsf- bzw. Dicf-Proteine pro Vertiefung
eingesetzt. Der ELISA wurde wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben mit dem monoklonalen
MUDSO0 Antikorper als Erstantikdrper durchgefiihrt. Die gemessenen Werte der optischen
Dichte (OD) bei 405 nm wurden in Relation zu den parallel gemessenen OD Werten von
GIcNAc-BSA, das als Positivkontrolle mitgefiihrt wurde, gesetzt (GIcNAc-BSA=100%).

Der sekundére Antikorper zeigt zum Teil eine auffillig starke Reaktivitidt mit dem Substrat
(OD bis zu 50% der Werte in Gegenwart des Erstantikorpers, s. Abb. 28 im Anhang). Wie
bereits schon von Griffith und Schmitz 1995 gezeigt werden konnte, weisen auch diesmal die
Dicf-Proteine der zur Verfligung stehenden Proben bis auf eine Ausnahme (Probe fr. AD55
Dicf, in Abb. 6 mit * gekennzeichnet: der Zweitantikorper zeigt mit dieser Probe eine sehr
starke Reaktivitit, s. auch Abb. 28) den gemessenen Werten zu Folge eine stirkere O-GIcNAc
Modifikation auf als die Dsf-Proteine (Abb. 6). Wegen der starken Schwankungen zwischen
den verschiedenen Proben und da der Probenumfang fiir die Erstellung einer aussagekriftigen
Statistik zu klein ist, kann keine allgemeine Aussage iiber Unterschiede zwischen den AD-

und Kontrollproben getroffen werden. Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurden die
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Dict-Proteine von AD- und Kontrollproben ausgewéhlt, deren Werte die groBten

Unterschiede zueinander aufwiesen, wie z.B die Frontallappenproben von AD21 und K79.

Dicf- und Dsf-Proteine von AD- und Kontrollproben

B AD Dicf
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OAD Dsf
E Ko Dsf
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Abb. 6 Quantitativer O-GlcNAc Nachweis: ELISA mit AD- und Kontrollproben. Es wurden 25 pg Dsf-
bzw. Dicf-Proteine pro Vertiefung eingesetzt. Der ELISA wurde mit dem monoklonalen MUDS50 Antikérper als
Erstantikorper durchgefiihrt (2.2.4). Die optische Dichte (OD) der Farbreaktion der an den Zweitantikdrper
gebundenen Peroxidase mit ABTS wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen. Die gemessenen OD
Werte wurden in Relation zu dem gemessenen OD Wert von GIcNAc-BSA (62,5 ng/Vertiefung), das als
Positivkontrolle mitgefithrt wurde, gesetzt (GlcNAc-BSA=100%). Die dargestellten Werte entsprechen dem
Durchschnitt aus drei Messwerten aus einem von 3 unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die
OD Werte fiir die unspezifische Bindung des Sekundirantikérpers an das Antigen wurden abgezogen. Die
Standardabweichungen sowie die gemessenen Werte der Reaktivitidt des Sekundirantikérpers mit dem Antigen
sind im Anhang in Abb. 28 graphisch dargestellt. Abkiirzungen: fr (Frontallappen), par. (Parictallappen), temp.

(Temporallappen), AD (Alzheimer Demenz), Ko (Kontrolle). *: Der Zweitantikorper zeigt mit dieser Probe eine

sehr starke Reaktivitét (s. auch Abb. 27, Anhang)
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3.1.3 Western-Blot der O-GlcNAc modifizierten Proteine von AD- und Kontrollproben

Fiir die Analyse wurden Probenpaare von AD- und Kontrollhirnen ausgewihlt, die nach dem
in 1.2 beschriebenen ELISA die groBten quantitativen Unterschiede in Bezug auf die O-
GIcNAc Expression zueinander aufwiesen. Es sollte nun {iiberpriift werden, ob diese
Unterschiede auch bei denselben Proben im Western-Blot detektierbar sind.

Die Detektion der O-GIcNAc Proteine auf der Nitrocellulosemembran erfolgte wie in
Abschnitt 2.2.16 beschrieben. Als Erstantikorper wurde jedoch der anti O-GIcNAc Antikorper
RL2 verwendet, da der MUDS50 nicht mehr zur Verfiigung stand. Der monoklonale
Mausantikorper RL2 war urspriinglich gegen O-GIcNAc modifizierte Kernporenproteine aus
Rattenleber erzeugt worden (Snow et al., 1987). Dass der RL2 spezifisch das O-GlcNAc
Epitop der Kernporenproteine erkennt, war von Holt et al. nachgewiesen worden (Holt et al.,
1987). Da angenommen wurde, dass der Antikorper auch einen Teil der Sequenz der
Kernporenproteine erkennt, sollte zundchst in einem Vorversuch die Spezifitit des
Antikorpers generell fiir O-GIcNAc getestet werden. Hierzu wurden mit Hilfe des
Galactosyltransferase-Assays die O-GlcNAc Reste durch Ubertragung von Galactose fiir die
Antikdrpererkennung blockiert, um so die Spezifitit des Antikorpers zu bestitigen. Fiir diesen
Versuch wurden Dsf-Proteine einer Gewebeprobe des Frontallappens eines Kontrollpatienten
und GIcNAc-BSA eingesetzt. Es wurden 50 pg galactosylierte und 50 pg nicht
galactosylierte Dsf-Proteine sowie 10 pg galactosyliertes und 10 pg nicht galactosyliertes
GlcNAc-BSA gelelektrophoretisch aufgetrennt. Wihrend ein Teil des Gels zur Uberpriifung
der Proteinmenge mit Coomassie Blau gefiarbt wurde, wurde mit dem anderen Teil ein
Western-Blot durchgefiihrt. Die Bindung des Zweitantikdrpers an die galactosylierten bzw.
nicht galactosylierten Proben wurde zusétzlich iiberpriift.

Als weitere Kontrolle wurden jeweils 50 pg Dsf-Proteine im Western-Blot mit dem RL2 bzw.

im Vergleich dazu mit dem MUDS50 inkubiert.
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Abb. 7 Kontrolle der O-GlcNAc Sperzifitit des RL2 Antikorpers im Western-Blot. Es wurde zunichst ein
Galactosyltransferase-Assay mit einer Detergenz-16slichen Fraktion einer Frontallappenprobe eines
Kontrollpatienten (Ko57) und dem synthetischen O-GIcNAc Analogon GIcNAc-BSA durchgefiihrt. Die
apparenten Molekulargewichte (MW) sind am linken bzw. am rechten Rand dargestellt. Die Pfeile in A und B
weisen auf die GIcNAc-BSA Bande vor und nach der Galactosylierung (3,4) hin. Es wurde ein Gel mit den
MaBlen 17 cm x 17 cm x 0,15 cm eingesetzt.

A Western-Blot-Analyse mit 50 pug galactosylierten (Spur 1) und 50 pg nicht galactosylierten (Spur 2) Dsf-
Proteinen bzw. mit 10 pg galactosyliertem GIcNAc-BSA (Spur 4) und 10 pg nicht galactosyliertem GIcNAc-
BSA (Spur 3). O-GlcNAc modifizierte Proteine wurden mit dem monoklonalen Mausantikdrper RL2 und POD
gekoppeltem Zweitantikdrper im Western-Blot mittels Chemilumineszens detektiert.

B Coomasie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel mit 50 pg nicht galactosylierten (Spur 1) und 50 pg
galactosylierten (Spur 2) Dsf-Proteinen und mit 10 pg nicht galactosyliertem GlcNAc-BSA (Spur 3) und 10 ug
galactosyliertem GlcNAc-BSA (Spur 4).

Die O-GIcNAc Spezifitiat des RL2 Antikorpers im Western-Blot konnte gezeigt werden (Abb.
7): Nach Galactosylierung der Dsf-Proteine ist im Vergleich zu den nicht galactosylierten
Dsf-Proteinen eine zwar nicht vollstdndige aber signifikante Reduktion der Immunintensitét
mit dem RL2 sichtbar (Abb. 7A, Spurl). Ebenso ist nach Galactosylierung die GIcNAc-BSA
Bande mit dem RL2 Antikérper kaum noch nachweisbar (Abb. 7, Spur 4). Dass
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3. Ergebnisse

Galactosylierung stattgefunden hat, 148t sich aus dem hoheren Molekulargewicht von
GlcNAc-BSA herleiten (Abb. 7B, Spur 3 und 4). Wiahrend das Molekulargewicht von
GIcNAc-BSA im nicht galactosylierten Zustand ca. 66 kDa betrdagt, konnte nach
Galactosylierung ein deutlich héheres Molekulargewicht von ca. 84 kDa festgestellt werden.
Bei den Banden unterhalb von 84 kDa handelt es sich um die eingesetzte
Galactosyltransferase mit einem Molekulargewicht von 55 kDa und vermutlich um
entsprechende Abbauprodukte. In insgesamt 3 Versuchen wurden vergleichbare Ergebnisse

erzielt.

MW (kDa) A B C
121 -
78 - Saadl ..i
39 - : ;

Abb. 8 Vergleich zwischen RL2 und MUDS0 Antikérper im Western-Blot. A Coomasie-Blau geférbtes
SDS-Polyacrylamidgel mit 50 pg Dsf-Proteinen. B,C Western Blot Analyse mit jeweils 50 ug Dsf-Proteinen. O-
GlcNAc Proteine wurden mit dem monoklonalen Mausantikoérper RL2 (B) und dem Mausascites MUDS50 (C) im
Western-Blot detektiert. Die apparenten Molekulargewichte (MW) sind am linken Rand dargestellt. Es wurde

ein Gel mit den Maflen 8 cm x 7 cm x 0,15 cm verwendet.

Das von den beiden Antikérpern RL2 und MUDSO0 detektierte Bandenmuster der Dsf O-
GlcNAc Proteine ist anndhernd gleich (Abb. 8B und C). Auffillig ist die prominente Bande
bei ca. 39 kDa, die von beiden Antikorpern detektiert wurde. Der MUDSO0 erkennt zusétzlich
unterhalb von 39 kDa zwei weitere Proteinbanden. Eine unspezifische Bindung des
Sekundérantikdrpers an Dsf-Proteine oder GIcNAc-BSA konnte nicht festgestellt werden
(nicht gezeigt). Somit konnte die O-GlcNAc Spezifitit des RL2 Antikorpers, der in den

nachfolgenden Versuchen eingesetzt wurde, nochmals bestétigt werden.
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3. Ergebnisse

AnschlieBend wurden je 50 pg Dicf- und Dsf-Proteine von Alzheimer und
Kontrollgewebeproben gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.8). Die Proben wurden je
dreifach aufgetragen. Ein Teil des Gels wurde mit Coomassie-Blau gefirbt (2.2.10), mit dem
anderen Teil wurde ein Western-Blot durchgefiihrt (2.2.14). Als Negativkontrolle wurde die

Bindung des Zweitantikorpers an die Proteine getestet.

A B
Dicf Dsf
=
-204
- 121
- 78
-39.5
2 | - 30,7
1 2 3 4 1 2 3 4

Abb. 9 Vergleich der mit O-GlcNAc modifizierten Dsf/Dicf-Proteine einer Frontallappenprobe eines
Kontrollpatienten (K79) mit denen eines Alzheimerpatienten (AD21). A Western-Blot-Analyse mit je 50 pg
Dicf- (Spur 1) und Dsf- (Spur 3) Proteine einer Frontallappenprobe eines Alzheimerpatienten bzw. je 50 pg
Dicf- (Spur 2) und Dsf- (Spur 4) Proteine einer Frontallappenprobe eines Kontrollpatienten. O-GlcNAc Proteine
wurden mit dem RL2 Antikérper und POD gekoppelten Zweitantikorper mittels Chemilumineszens detektiert.
Rechts ist das MW in kDa angegeben.

B Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel mit je 50 ug Dicf~(Spur 1) und Dsf-(Spur 3) Proteine einer
Frontallappenprobe eines Alzheimerpatienten bzw. je 50 pg Dicf-(Spur 2) und Dsf-(Spur 4) Proteine einer
Frontallappenprobe eines Kontrollpatienten. Rechts ist das MW in kDa angegeben.

Es wurde ein Gel mit den Maflen 17 cm x 17 cm x 0,15 cm eingesetzt.
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Beim Vergleich der Dsf/Dicf-Proteinen von AD- und Kontrollproben sind nach SDS-PAGE
und Western-Blot folgende Ergebnisse erkennbar: Anhand des unterschiedlichen
Proteinbandenmusters konnen Dsf- und Dicf-Proben eindeutig voneinander unterschieden
werden (Abb. 9A und B). Es konnen keine Unterschiede in der Signalstirke des O-GIcNAc-
Antikorper zwischen den Dsf-Proteinen der AD- und Kontrollprobe festgestellt werden. Dies
bestitigt das ELISA-Ergebnis dieses Probenpaars, das ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied aufwies. Die Dicf-Proteine der AD- und Kontrollprobe zeigen hingegen im
Gegensatz zur quantitativen ELISA-Analyse keine Unterschiede der O-GlcNAc
Antikorperfarbung hinsichtlich des Proteinbandenmusters oder der Bandenintensitit.
Auffallig ist eine stark gefdarbte Bande im Bereich von 39 kDa, die sowohl bei den Dicf- als
auch bei den Dsf-Proteinen auftrat. Die Signalstirke der Banden der Dicf-Kontrollprobe
erscheinen starker als die der analogen Proteinbande der AD-Probe. Eventuell handelt es sich
dabei um einen Stauchungseffekt, da die Spur mit der Kontrollprobe schmaler verlduft als die
mit der AD-Probe beladene Spur.

Es wurden weitere Western-Blots mit Parietallappen- und Frontallappenproben durchgefiihrt.
Diese zeigen jedoch alle keine Unterschiede zwischen AD- und Kontrollprobe hinsichtlich

der O-GIlcNAc Expression (nicht gezeigt).

3.1.4 O-GlcNAc Nachweis mittels Galactosyltransferase-Assay mit UDP-CH)-

Galactose

Nachdem mit Hilfe der Western-Blot-Analysen keine Unterschiede hinsichtlich der O-
GlcNAc Expression zwischen Proben von AD- und Kontrollpatienten festgestellt werden
konnten, wurde die sensitivere Galactosyltransferase/UDP (*H)-Galactose Methode
angewandt, bei der O-GIcNAc Reste spezifisch radioaktiv markiert werden, so dass eine O-
GlcNAc Detektion im subpicomolaren Bereich mdglich sein sollte (2.2.6). Nach Ubertragung
der UDP-(*H)-Galactose mit Hilfe der Galactosyltransferase auf O- und N-GIcNAc Reste der
Proteine werden die N-glykosidisch gebundenen Zucker mit PNGase F abgespalten. Nach
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese konnen die radioaktiv markierten Proteine mittels
Autoradiographie detektiert werden. Alternativ kann die Radioaktivitit nach Zerteilen des
Gels in kleine Stiicke im Szintillationszéhlers gemessen werden.

Als Proben wurden wiederum frisch priparierte Dicf-Proteine derselben Frontallappenproben

verwendet, die bereits im Western-Blot (3.1.3) eingesetzt wurden. UDP-(CH)-Galactose (4
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uCi) wurde mit Hilfe der Galactosyltransferase auf O- und N-GIcNAc Reste der zu
markierenden Dicf-Proteine der eingesetzten Proben iibertragen. Die N-glykosidisch
gebundenen Zucker wurden mit Hilfe des Enzyms PNGase F abgespalten. Als Kontrollprotein
wurde Ovalbumin, das mit N-glykosidisch gebundenen Oligosacchariden modifiziert ist, die
iiberwiegend am nicht-reduzierenden Ende GIcNAc besitzen, radioaktiv galactosyliert und
ebenfalls mit PNGase F behandelt. Es wurden je zweimal 50 pg galactosylierte und 50 pg
galactosylierte, aber nicht mit PNGase F behandelte Dicf-Proteine und 10 pg galactosyliertes
und 10 pg galactosyliertes aber nicht mit PNGase F behandeltes Ovalbumin
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Vor der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurde jeweils 1/5 des Probenvolumens in einem Szintillationszédhler gemessen. Wéhrend der
eine Teil des Gels mit Coomasie-Blau gefarbt wurde, wurde der andere Teil einer bis zu
vierwdchigen Autoradiographie unterzogen. Dieser Versuch wurde dreimal wiederholt.

Da auch nach vier Wochen aufler dem radioaktiven Standard kein weiteres Bandenmuster auf
dem Rontgenfilm erkennbar war (nicht gezeigt), wurden weitere 3 unabhidngige Versuche
durchgefiihrt, bei denen wiederum ein Teil des Gels mit Coomassie-Blau gefirbt wurde,
jedoch der andere Teil mit denselben Proben entlang der Laufstrecke der Proben in Gelstiicke
von 1 cm Linge =zerteilt wurde. Die Radioaktivitit der Gelstiicke wurde im

Szintillationszéhler gemessen.
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Abb. 10: Galactosyltransferase-Assay mit radioaktiver UDP-(*H)-Galactose. Die O- und N-GIcNAc Reste
von Dicf-Proteinen von AD-Frontallappengewebeproben (AD21) und Kontroll-Frontallappengewebeproben
(K79) sowie Ovalbumin wurden mittels Galactosyltransferase mit radioaktiver UDP (*H)-Galactose markiert.
Anschlieffend wurden die N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide mit Hilfe der PNGase F abgespalten.
Nach SDS-PAGE wurde entlang der Laufstrecke der Proben das Gel in 1 cm groBe Gelstiicke zerteilt, die
anschlieBend im Szintillationszdhler gemessen wurden. A) Messung der Proben vor der SDS-PAGE; B)
galactosylierte Proben ohne Behandlung mit PNGase F C) galactosylierte Proben mit PNGase F Behandlung: B
und C zeigen die cpm Werte der Gelstiickchen nach SDS-PAGE. Abkiirzungen: Ov=Ovalbumin; AD=
Alzheimer Demenz, K=Kontrolle; “-“=ohne PNGase F Behandlung; ”--" =ohne radioaktiver UDP (*H)-
Galactose, “+”=mit PNGase F Behandlung. Es wurde ein Gel mit den Maflen 17 cm x 17 cm x 0,15 cm

eingesetzt. Dargestellt ist ein représentativer Versuch von 3 Versuchen.
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Dass die Abspaltung der N-Glykane mit PNGase F erfolgreich verlaufen ist, zeigt Abb. 10.
Zumindest bei der Kontrollprobe Ovalbumin, das viele N-GlcNAc Reste aufweist, konnte vor
Auftragung auf das Gel (10A) eine ca 60%ige Reduktion der Radioaktivitdt nach PNGase F
Behandlung festgestellt werden. Nach SDS-PAGE konnte bei dem herausgeschnittenen De-
N-glykosylierten Gelstiick, das analog zu der mit Coomassie-Blau gefirbten 60 kDa
Ovalbumin Bande 9 cm von dem Start der Laufstrecke entfernt lokalisiert war, diese deutliche
Reduktion der Radioaktivitit bestdtigt werden (Abb. 10B u. C). Dieser Wert liegt nur
geringfiigig oberhalb der Hintergrundstrahlung (Gelstiick ohne Probe= 30 cpm).

Die Unterschiede zwischen den Werten der Alzheimer- und Kontrollproben nach Abspaltung
der N-Glykane erscheinen nicht signifikant (Abb. 10A u. C). Vor Abspaltung der N-Glykane
weisen die Gelstiickchen sowohl der AD- als auch der Kontrollprobe 7 cm von dem Start der
Laufstrecke entfernt einen erhohten cpm Wert auf, der aber nach PNGase F Behandlung
verschwindet. Dieser Versuchsansatz wurde wiederum dreimal durchgefiihrt. Jeder Versuch
fiir sich zeigte dieselben nicht signifikanten Unterschiede zwischen AD- und Kontrollproben.
Aufgrund der unterschiedlichen Lauflangen der verschiedenen Gele konnen die Ergebnisse
der Radioaktivitdt der jeweiligen 1 cm langen Gelstiicke der drei Versuche nicht
zusammengefasst werden. Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse eines repriasentativen
Versuches dargestellt.

So konnten mit den Proben, die zur Verfiigung standen, weder mit der Western-Blot-Analyse
noch mit der Galactosyltransferase Methode Proteinbanden von AD-Dicf-Proteine
identifiziert werden, die im Vergleich zu Kontroll-Dicf-Proteinen Unterschiede hinsichtlich

der O-GlcNAc Modifikation aufweisen.

3.2 O-GlcNAc Modifikation des humanen Amyloid Precursor Proteins
(APP)

Griffith et al. konnten 1995 erstmalig die O-GlcNAc Modifikation eines Membranproteins in
murinen Kleinhirnneuronen nachweisen. Dabei handelte es sich um das Amyloid Precursor
Protein (APP), dessen proteolytische Degradation vermutlich eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung der Alzheimer Krankheit spielt (1.2.1). In den nachfolgend beschriebenen
Experimenten sollte die O-GlcNAc Modifikation des humanen APP695 untersucht werden.
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3.2.1 Untersuchung des humanen APP in Hirngewebeproben im Hinblick auf O-
GlcNAc

APP wurde aus Homogenaten (2.5.8) humaner Frontallappenproben von Alzheimer Patienten
und Kontrollpersonen (Tabelle 2) mit dem monoklonalen anti-APP Maus-Antikorper 8ES
immunprézipitiert. Der humanspezifische 8E5 Antikdrper erkennt die N-terminale
Peptidsequenz 444-592 des APP695 (Abb. 16A). Die Prézipitate wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Im Western-Blot wurde APP mit dem 8E5 Antikorper nachgewiesen. Die O-
GlcNAc Immundetektion erfolgte mit dem monoklonalen RL2 Antikorper.

Abb. 11 zeigt eine exemplarische Western-Blot-Analyse. Neben einer vermutlich
unspezifischen Bande unterhalb von 200 kDa konnten APP spezifische Banden mit einem
Molekulargewicht zw. 100-140 kDa nachgewiesen werden. Dies stimmt auch mit den
Beobachtungen von Selkoe et al. iiberein, dessen Arbeitsgruppe bereits 1988 in humanem
Hirngewebe mit einem gegen den C-Terminus von APP gerichteten Antikérper Banden
zwischen 110-135 kDa detektieren konnte. Der RL2 Antikorper reagiert mit zwei
préazipitierten Proteinen mit ca. 110 kDa und 120 kDa (Abb. 10 mit Pfeilen markiert) und mit
einer weiteren Bande auBBerhalb des APP Molekulargewichtsbereichs unterhalb von 200 kDa.

8ES RL2
200 kDa- ~—

120 kDa-
100 kDa

1 2 3 4

Abb. 11 Western-Blot-Analyse der O-GlcNAc Modifikation von humanem APP aus Hirnhomogenaten.
Frontallappenproben von einem Alzheimerpatienten (Spur 1 und 3: AD51) und einer Kontrollperson (Spur 2 und
4: Ko58) wurden mit einem detergenshaltigen Puffer homogenisiert. APP wurde aus dem Gewebesolubilisat
immunprézipitiert, und nach SDS-PAGE im Western-Blot mit den monoklonalen Antikérpern 8ES und RL2
sowie POD-gekoppelten Zweitantikdrper mittels Chemilumineszenz immundetektiert. Es wurde ein Gel mit den
MaBen 17 cm x 17 cm x 0,15 cm eingesetzt. Die Pfeile deuten auf die immundetektierten O-GIcNAc Banden.

Die apparenten MW sind am linken Rand dargestellt.
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3.2.2 Untersuchung der O-GlcNAc Modifikation von humanem APP in stabil

transfizierten N2a-Zellen

Die in Abb. 10 dargestellten APP Banden mit unterschiedlichen Molekulargewichten beruhen
vermutlich auf unterschiedlicher Glykosylierung von APP. APP ist ein Sialoglykoprotein und
besitzt neben O-GlcNAc und O-glykosidischen Oligosaccharidketten  ebenfalls zwei
potentielle N-Glykosylierungsstellen (Griffith et al., 1995; Tomita et al., 1998; Pahlsson et al.,
1992). Wihrend die intrazelluldre, ER-residente APP Form mannosereiche Oligosaccharide
aufweist, ist der dominierende Typ der APP Form, die zur Plasmamembran transportiert und
nach Sekretasespaltung sekretiert wird, mit komplexen Oligosacchariden versehen. Es gibt
Hinweise darauf, dass Beeinflussungen der Glykosylierungen Auswirkungen auf die APP
Prozessierung haben. So fiihrt die Inhibition der Reifung der N-Glykosylierung mit dem
Mannosidase Inhibitor Swainsonine zu einer Abnahme der Translokation von APP aus dem
perinukledren Raum zur Zelloberfliche (Mc Farlane et al., 1999). Da bekannt war, dass die
unreife ER-residente Form ein niedrigeres apparentes Molekulargewicht besitzt als die
komplex glykosylierte Form (ca. 110 kDa) und diese Bande im Western-Blot (Abb. 11) die
stiarkste O-GlcNAc Modifizierung aufzuweisen scheint, sollte untersucht werden, ob sich die
O-GIcNAc Modifikation von APP durch Swainsonine in vitro beeinflussen ldsst. Dazu
wurden Zellen des A3 Zellklon eingesetzt. Hierbei handelt es sich um N2a-Zellen, die bereits
stabil mit der cDNA des humanen APP695 transfiziert worden waren (Weggen, 1996) und
freundlicherweise von Dr. T. Bayer (Institut fiir Neuropathologie, Universitit Bonn) zur
Verfligung gestellt wurden. /n vitro kann der O-GIcNAc Stoffwechsel der Zellen direkt durch
Zugabe entsprechender Substanzen beeinflusst werden. Um die Abspaltung von O-GlcNAc
zu hemmen und somit den Nachweis zu erleichtern, wurden die Zellen ein Tag nach der
Aussaat mit 40 pm PUGNACc behandelt und darauf fiir weitere 48 h kultiviert. PUGNAc (O-
(2-acetoamido-2-deoxy-D-glucopyranosyliden) amino-N-phenylcarbamat)) inhibiert die O-
GlcNAcase, das O-GIcNAc abspaltende Enzym (Haltiwanger et al., 1998). Zur Anreicherung
der unreifen APP Form im Golgi-Apparat wurden die Zellen in einem weiteren Ansatz fiir 48
h mit 2 pg/ml Swainsonine behandelt. In einem dritten Ansatz wurden die Zellen 48 h mit 2
png/ml Swainsonine und 40 uM PUGNACc inkubiert. Im Kontrollversuch blieben die Zellen
unbehandelt. APP wurde mit dem 8E5 Antikdrper immunprézipitiert. Die Immunprézipitate
der Zellhomogenate jeweils zweier T75 Zellkulturflaschen wurden zusammen aufgearbeitet,
tiber SDS-PAGE aufgetrennt und APP im Western-Blot mit dem monoklonalen Maus anti-
APP Antikorper W02 (Abb. 16A), der die N-terminale Peptidsequenz des APP Spaltprodukts
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AR erkennt und somit auch das transmembrane APP, und dem RL2 Antikorper
immundetektiert.

Abb. 12 zeigt einen reprisentativen Western-Blot. Die Molekulargewichte der mit dem W02
Antikorper detektierten Proteine entsprechen denen bereits schon von z.B. von Thinakaran et
al. beschriebenen “reifen” (ca. 115 kDa) bzw. “unreifen” (ca. 105 kDa) APP695 Formen, die
als Doppelbande zwischen 100-120 kDa auftreten (Thinakaran et al., 1996). Das hoéhere
Molekulargewicht der “reifen” APP Form resultiert daraus, dass es komplexe N- und O-
Glykane enthdlt, wéhrend die “unreife” Form ausschlieBlich die ER-spezifischen
oligomannosidischen N-Glykane trigt. Da der fiir die Immunprézipitation eingesetzte 8ES
Antikorper nicht mit endogenem Maus-APP reagiert, mull es sich bei den beiden
immundetektierten Proteinbanden um Formen des humanen APP695 handeln.

Beim Vergleich der nicht behandelten Zellen mit den Zellen, die mit Swaisonine bzw. mit
Swainsonine+PUGNAc behandelt wurden, ist ein Unterschied hinsichtlich der exprimierten
APP Menge zu beobachten, wobei die untere Bande, die die unreife Form reprisentiert,
erwartungsgemdfl nach Swainsonine Behandlung an Stirke zunimmt. Mit dem RL2
Antikorper konnte nicht nur die O-GlcNAc Modifikation zweier Banden in Hohe der APP
Doppelbande, sondern noch eine weitere dritte Bande mit einem hdheren Molekulargewicht
(ca. 120 kDa) als das der “reifen” Form nachgewiesen werden. Ob es sich dabei um eine
weitere Glykosylierungsform von APP handelt, die nicht von dem W02 Antikorper erkannt
wird, ging hieraus nicht hervor. Die Intensitit der mit dem RL2 detektierten Banden ist je
nach Behandlung der Zellen unterschiedlich.

Der Versuch wurde insgesamt 6 mal durchgefiihrt. Jedesmal konnte die hochste
Bandenintensitidt bei den mit PUGNAc und Swainsonine behandelten Zellen festgestellt

werden.
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Abb. 12 Western-Blot-Analyse von APP nach Immunprizipitation aus Zellsolubilisaten mit PUGNAc
und/oder Swaisonine behandelter humanes APP exprimierender N2a-Zellen. Die Zellen wurden 24 h nach
der Aussaat fiir weitere 48 h entweder in Anwesenheit von 40 uM PUGNAc (Spur 2) oder 2 pg/ml Swaisonine
(Spur 3) oder PUGNAc+Swainsonine (Spur 4) bzw. unbehandelt (Spur 1) kultiviert. APP wurde aus dem
Zellsolubilisat immunprézipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit dem W02 (A) oder
RL2 (B) Antikdrper sowie POD-gekoppelten Zweitantikorper mittels Chemilumineszenz detektiert. Die

apparenten MW sind am rechten Rand angegeben. Es wurde ein Gel mit den Maflen 17 cm x 17 cm x 0,15 cm

eingesetzt.
3.2.3 Untersuchung der O-GlcNAc Modifikation des C-Terminus von APP
3.2.3.1 APP Expression in Xenopus Oocyten

Der C-Terminus von APP weist 5 Ser- bzw. Thr-Reste auf, die mit O-GIcNAc modifiziert
sein konnten (Abb. 16A). Es wurden mdgliche O-Glykosylierungen von zwei
Aminoséureresten, Ser655 und Ser675, analysiert: Ser655, das sich innerhalb einer Sequenz
eines Internalisierungssignals (YTSI) befindet, kann in vitro durch Proteinkinase C und
Calmodulin-abhingige Proteinkinase II und in vivo durch APP-Kinase I phosphoryliert
werden und konnte gemiB der Yin-Yang Hypothese von G. Hart potentiell mit O-GlcNAc
modifiziert sein (Lai et al., 1995; Oishi et al., 1997; Isohara et al., 1999; Cheng und Hart,
2001). Die Phosphorylierung bzw. mogliche Glykosylierung von Ser655 konnte nicht nur die
Internalisierung von APP, sondern dhnlich wie Tyr653 auch die Bindung von PATI1 an das
YTSI Motiv beeinflussen (Zheng et al., 1998). Ser675 ist ebenfalls Bestandteil eines langeren
Sequenzabschnittes des C-Terminus von APP, an den Fe65 und APP-BPI sowie das GO

Protein binden kénnen (1.2.3).
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Hierzu sollten humane APP695 Formen, bei denen diese Serine gegen Alanine ausgetauscht
waren, sowie der APP Wildtyp in Xenopus Oocyten exprimiert und dann auf O-GlcNAc
Modifizierung untersucht werden. Verwendet wurden die cDNA der humanen APP695
Wildtypform (freundlicherweise von Prof. Selkoe (Harvard University, Boston) zur
Verfligung gestellt) und zwei weitere ¢cDNAs mit den entsprechenden Mutationen
(freundlicherweise von Prof. T. Suzuki (School of Pharmaceutical Science, University of
Tokio) zur Verfiigung gestellt). Jede der drei ¢cDNA Formen lag bereits kloniert im
Expressionsvektor PCMV vor. Nach Amplifikation der jeweiligen cDNA in E. coli und c-
DNA Aufreinigung wurde zur Uberpriifung ein Kontrollverdau mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen durchgefiihrt (nicht gezeigt).

Je 2,3 ng cDNA wurden pro Oocyte injiziert. Nach metabolischer Markierung der Oocyten
mit 20 uCi *’S-Methionin wurden die Oocyten homogenisiert. APP wurde als
Immunprézipitat mit einem monoklonalen Antikorper gegen humanes APP (8E5) aus diesem
Extrakt isoliert (2.4.2-2.4.5). Zum Nachweis der O-GlcNAc¢ Modifikation wurde parallel dazu
eine Immunprézipitation mit einem monoklonalen O-GlcNAc Antikorper (RL2) durchgefiihrt.
Es wurde erwartet, eine Bande im Molekulargewichtsbereich von APP mittels
Autoradiographie detektieren zu konnen. Zum Vergleich wurden jeweils nicht injizierte
Kontroll-Oocyten verwendet. Fiir die Immunprézipitationen wurden gleiche Proteinmengen
eingesetzt. Die Immunprézipitate wurden {lber SDS-PAGE aufgetrennt und
autoradiographisch (2.2.13) analysiert.

Sowohl die APP Wildtypform als auch die beiden APP Mutanten konnten in Xenopus
Oocyten exprimiert werden (Abb. 13, 1, 3, 5). Obwohl bekannt ist, dass Xenopus Oocyten
Proteine auch O-GIcNAc tragen (Miller et al., 1999), konnten nach Immunprézipitation mit
dem RL2 Antikorper keine Proteine nachgewiesen werden. Die Versuche konnten nicht
wiederholt werden, da Probleme bei der Haltung der Frosche auftraten und keine Oocyten

mehr gewonnen werden konnten.
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Abb. 13 Autoradiographische Analyse von APP Immunprizipitaten aus Oocytenhomogenaten. Nach
Injektion von Wildtyp APP cDNA (WT) und APP ¢cDNA, bei denen die Aminoséuren Ser675 (S675A) bzw. 655
(S655A) gegen Alanin ausgetauscht worden waren, wurden nach Inkubation der Oocyten mit **S Methionin
Immunprézipitationen mit dem 8E5 (1,3,5,7) und dem RL2 Antikérper (2,4,6,8) durchgefiihrt. Zum Vergleich
wurden entsprechend die Homogenate nicht injizierter Oocyten verwendet (Ko 7, 8). Die Immunprézipitate
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographisch analysiert. Es wurde ein Gel mit den Maflen 8 cm

x 7 cm x 0,15 cm verwendet. Die apparenten MW sind am linken Rand dargestellt.

3.2.3.2 Nachweis des C-Terminus in SPA4CT-SH-SYS5Y-Zellen

Bei der proteolytischen APP Spaltung durch die - bzw. a-Sekretase entstehen neben dem N-
terminalen APPg, und APPs auch C-terminale Fragmente, die durch die y-Sekretase weiter zu
AP bzw. einem 3 kDa Fragment P3 und C59 prozessiert werden konnen (Abb. 3). Fiir die
Untersuchung der O-GlcNAc Modifikation des C-Terminus standen Zellen der humanen
Neuroblastomzelllinie SH-SYSY zur Verfiigung, die stabil den C-Terminus von APP695 als
Transmembranpeptid exprimieren und freundlicherweise von Dr. T. Hartmann (Universitit
Heidelberg) zur Verfiigung gestellt worden waren. Diese Zellen waren stabil mit dem
Vektorkonstrukt SPA4CT transfiziert worden (Dyrks et al., 1993) und werden im folgenden
als SPA4CT Zellen bezeichnet. Der SPA4CT Vektor besteht aus einem pCEP4
Expressionsvektor, in den die Sequenz des C-Terminus des humanen APP695 mit der AB
Sequenz, einem Signalpeptid und einem Spacerpeptid mit den Aminosduren Leucin/Glutamat

kloniert worden war.
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Zunichst wurde die Expression des C-Terminus in den SPA4CT Zellen {iberpriift und zwar
mittels indirekter Immunfluoreszenz und im Western-Blot mit dem humanspezifischen

monoklonalen Maus-Antikorper W02.

A

26,6 kDa— ' ‘

16,9 kDa—

6,5 kDa_

1 2

Abb. 14 Nachweis des C-Terminus in SPA4CT-SH-SY5Y Zellen. SH-SY5Y Zellen (1) und SPA4CT SH-
SY5Y Zellen (2) wurden 24 h kultiviert. Der C-Terminus wurde intrazelluldir mittels indirekter
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper W02 detektiert (A) oder nach Proteinauftrennung der
Zellsolubilisate mit SDS-PAGE unter Verwendung eines 10-20% Tris-Tricine Mini-Gels (ca. 8 cm x 7cm x 0,15
cm) im Western-Blot mit dem WO02 Antikdrper (B) sowie POD-gekoppelten Zweitantikdrper mittels
Chemilumineszenz detektiert. Fiir die Western-Blot-Analyse wurden pro Spur jeweils gleiche Proteinmengen
(15 pg) aufgetragen. Die apparenten MW sind am linken Rand dargestellt. Der Pfeil markiert die Bande des in
SPAA4CT Zellen tiberexprimierten C-Terminus. Der Balken (in A2) entspricht 10 pm.

Fiir die Auftrennung der Zellhomogenate mit Hilfe der SDS-PAGE wurden 10-20% Tris-
Tricine Gele eingesetzt, die zur Auftrennung kleinerer Proteine geeignet sind (2.2.9). Im
Western-Blot konnte bei den SPA4CT Zellen eine im Vergleich zu den SH-SYSY
Parentalzellen auffillig intensiv markierte Bande zwischen 12-14 kDa, die dem zu
erwartenden Molekulargewicht des SPA4CT Proteins von 12 kDa (Dyrks et al., 1993)
entsprach, detektiert werden (Abb. 14B, Pfeilmarkierung). Im Vergleich dazu zeigen die SH-

SYSY Parentalzellen in diesem Molekulargewichtsbereich eine nur sehr schwache Bande. Die
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indirekte Immunfluoreszenzfiarbung mit dem W02 Antikorper bestétigte dieses Ergebnis. Die
SPA4CT Zellen zeigen eine deutlich stirkere intrazellulire Farbung als die Parentalzellen
(Abb. 14A), die wie zu erwarten aufgrund endogener APP Expression ebenfalls mit dem

humanspezifischen W02 Antikorper reagiert.

3.2.3.3 Analyse der O-GlcNAc Modifikation des SPA4CT Produkts im Western-Blot

Zur Analyse der O-GIcNAc Modifikation des C-Terminus wurde der C-Terminus aus
SPA4CT Zellhomogenaten, die zuvor mit bzw. ohne PUGNAc kultiviert worden waren, mit
Hilfe des monoklonalen Mausantikorpers 13G8, der im C-Terminus von APP die
Peptidsequenz 676-695 erkennt (Abb. 16A), immunprézipitiert. Die Immunprizipitate wurden
gelelektophoretisch aufgetrennt und im Western-Blot mit dem W02 bzw. RL2 Antikorper
detektiert.

Abb. 15 Analyse der O-GlcNAc Modifikation des C-Terminus im Western-Blot. SPA4CT-Zellen wurden 24
h nach der Aussaat fiir weitere 48 h in Anwesenheit (Spur 1 und 3) bzw. in Abwesenheit (Spur 2 und 4) von 40
uM PUGNAC kultiviert. Der C-Terminus wurde aus SPA4CT Zellhomogenaten mit dem gegen den C-Terminus
gerichteten monoklonalen 13G8 Antikdrper immunprézipitiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
Immunprézipitate in einem 10-20% Tris-Tricine Mini-Gel wurden sie im Western-Blot mit dem W02 (Spur 1
und 2) bzw. RL2 Antikérper sowie POD-gekoppelten Zweitantikdrper mittels Chemilumineszenz (Spur 3 und 4)
analysiert. Die apparenten MW sind am linken Rand dargestellt.

Wihrend der C-Terminus unterhalb der 14,2 kDa Bande des Molekulargewichtstandards mit
dem W02 Antikorper detektiert wurde (Abb. 15, Spur 1 und 2), konnten keine entsprechenden
Banden mit dem RL2 Antikorper nachgewiesen werden. Unterhalb der 26,6 kDa Bande des
Molekulargewichtstandards sind Banden des Antikorpers zu erkennen, mit dem die

Immunprézipitation durchgefiihrt worden ist (Abb. 15, Spur 1-4).
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3.2.3.4 Isolierung des C-Terminus von APP aus SPA4CT SH-SYSY Zellsolubilisaten

Nachfolgend sollte der in SPA4CT Zellen iiberexprimierte C-Terminus isoliert und in
Kooperation mit Dr. B. Cole (John Hopkins School of Medicine, Baltimore)
massenspektrometrisch mit der Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) auf
O-GlcNAc untersucht werden. Hierzu wurden Zell-Solubilisate von mit PUGNAc
behandelten SPA4CT Zellen (2.5.8) zundchst mit dem gegen den N-Terminus von APP
gerichteten 8ES5 Antikdrper vorimmunpréazipitiert, um APP Holoprotein auszufdllen. Fiir die
Immunprézipitation wurden Zellsolubilisate verwendet, die aus 10 T175 Zellkulturflaschen
mit je ca. 2,5-5 x 10® Zellen gewonnen wurden. Mit der einen Hilfte des Uberstands wurden
weitere Immunpréizipitationen mit dem W02 Antikérper durchgefiihrt und mit der anderen
Hilfte mit dem monoklonalen Mausantikérper 13G8, der gegen das Epitop 676-695 von
humanem APP695 gerichtet ist und im Gegensatz zum W02 Antikorper auch C-terminale
Fragmente nach Abspaltung des AP Peptids erkennt (Abb. 16A). Um die Subpopulation der
mit O-GIcNAc modifizierten C-Terminus Peptide isolieren zu kénnen, wurden nach Elution
der Immunprézipitate mit 5SM NaSCN und darauffolgender Dialyse gegen PBS mit Detergens
aus den Eluaten O-GlcNAc Proteine immunprézipitiert (2.2.7). Hierzu wurde diesmal ein
neuer ebenfalls gegen das O-GIcNAc Epitop gerichteter monoklonalen Mausantikorper CTD
verwendet, der gegen ein synthetisches Peptid mit einem Ser-O-GIcNAc Rest hergestellt
worden war (Comer et al., 2001). Die Immunprézipitate wurden gelelektrophoretisch in einem
10-20 prozentigen Tris-Tricine Gel aufgetrennt, das anschlieBend einer Silberfairbung
unterzogen wurde (2.2.11). Aus dem mit Silber gefirbten Gel wurden zweimal jeweils drei
Banden, die ein Molekulargewicht von ca. 12-14 kDa aufwiesen, und ein weiteres ungefarbtes
Gelstiick zur Kontrolle ausgeschnitten. Nach entsprechender Priparation der Gelstiicke fiir die
MALDI-Messung (2.2.12) wurden die Proben A (3 Banden der Spuren 1-3, Abb. 16), B (3
Banden der Spuren 5-7, Abb. 16) und C (Kontrollgelstiick) zu Dr. B. Cole geschickt, der nach
Trypsinverdau die Fragmente mit Hilfe von ESI-MS massenspektrometrisch untersuchte.

Die Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie beruht auf dem Prinzip der Dispersion
einer Fliissigkeit in sehr viele kleine geladene Tropfchen mit Hilfe eines elektrostatischen
Feldes. Hierbei bewirkt der Elektrospray Prozess eine definierte lonisation und komplette
Desolvatisierung von in Losung versprithten Analytmolekiilen. Zur Messung der
Molekiilmasse wurde das Elektrospray-Verfahren erstmals von M. Dole und seinen

Mitarbeitern durchgefiihrt (Dole et al., 1968). Der Vorteil von ESI-MS gegeniiber anderen O-
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GlcNAc Nachweismethoden liegt darin, dass diese Methode sehr sensitiv ist und der genaue

Aminosaurerest des Proteins bestimmt werden kann, der mit O-GIcNAc modifiziert ist.

HaN..eee V440RMVDPKKAAQu450|RSQVMTHLR460VIYERMNQSL470SLLYNVPAVA4s0EEIQDEVD

EL400L QKEQNYSDDs00VLANMISEPR510ISYGNDALMP=20SLTETKTTVEs30LLPVNGEF SLs40DDLQPW

HSFGs50ADSVPANTENs60EVEPVYDARPAs70ADRGLTTRPGss0SGLTNIKTEEs90lSEVKMDAEFe00RHDS

GYEVHHs10QKLVFFAEDVs20GSNKGAIIGLes0MVGGVVIAT Vesol VITLVMLKKes0KQY TSIHHGVeso VEVD

AAVTPEs70ERHLSKMQQNssoGYENPTY KFFe90EQMQNe95-COO-

- 26,6 kDa
- 16,9 kDa
- 14,4 kDa
- 6,5 kDa
-3,5kDa

12 3 5 67

Abb. 16 Isolierung von Banden mit dem Molekulargewicht des C-Terminus aus einem Silbergel. A)
Darstellung der durch die Antikorper 8ES (AS 444-592), W02 (AS 661- 664) und 13G8 (AS 676-695) erkannten
Peptidsequenzen von humanem APP695. Die AS-Sequenz des C-Terminus einschlieBlich der
Aminosduresequenz AP;4 (fett gedruckt) ist grau schattiert dargestellt. Die potentiell mit O-GlcNAc
modifizierten Serin- u. Threoninreste sind rot markiert. B) Silbergel: Nach Immunprézipitation aus SPA4CT-
SH-SY5Y-Zellsolubilisaten mit dem 8E5 Antikdrper wurden mit dem Uberstand weitere Immunprizipitationen
entweder mit dem W02 (Spur 1-3) oder mit dem 13G8 Antikdrper (Spur 5-7) durchgefiihrt. Anschliefend
wurden nach Eluierung mit NaSCN und Dialyse aus den Eluaten O-GlcNAc modifizierte Proteine mit dem
monoklonalen CTD Antikérper immunprézipitiert. Die Immunprézipitate wurden in einem 10-20% Tris-Tricine
Mini-Gel gelelektrophoretisch aufgetrennt, das anschlieBend mit Silber gefirbt wurde. Die mit einem Pfeil
markierten 2x3 (Probe A und B) sichtbaren Banden wunterhalb der 14 kDa Bande des
Molekulargewichtsstandards sowie ein neutrales Kontrollgelstiick (Probe C) wurden ausgeschnitten und nach
entsprechender Vorbereitung in Kooperation mit Dr. B. Cole (John Hopkins School of Medicine, Baltimore) mit

ESI-MS massenspektrometrisch untersucht (Abb. 17). Die apparenten MW sind am rechten Rand dargestellt.
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Nach den Ergebnissen der ESI-MS Messung (Abb. 17) weisen die Proben A und B starke
Kontaminationen mit Keratinen auf. Es konnten keine C-Terminus Peptidsequenzen
identifiziert werden. Ein weiterer Versuch wurde unter moglichst keratinfreien Bedingungen
durchgefiihrt. Hierzu wurden u.a. die verwendeten Glaswaren sowie Handschuhe vor der
Benutzung in eine 0,5% SDS-Losung eingetaucht. Es wurde nur eine Immunprézipitation mit
dem W02 Antikorper durchgefiihrt, um einen Proteinverlust zu vermeiden. Die gebundenen
Proteine wurden statt mit NaSCN mit 0,5% SDS eluiert. Nach einem Filtrationsschritt, bei
dem Molekiile unter 30 kDa konzentriert wurden, wurden die Filtrate gefriergetrocknet und
anschlieBend nach Aufnahme in Probenpuffer gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel
wurde anschlieBend mit einer kolloidalen Coomassie-Blau Losung gefarbt. Wiederum wurden
Banden im Molekulargewichtsbereich zwischen 12-14 kDa ausgeschnitten und fiir die
Massenspektrometrie vorbereitet. Die Ergebnisse der ESI-MS Analyse waren jedoch
wiederum negativ: Es konnten keine C-Terminus Fragmente detektiert werden. Die Proben

waren immer noch mit Keratin verunreinigt (nicht gezeigt).
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Abb. 17 ESI-MS-Spektrum der Proben A, B und C. Proben A (3 Banden der Spuren 1-3, Abb. 16), B (3
Banden der Spuren 5-7, Abb. 16) und C (Kontrollgelstiick) wurden in Kooperation mit Dr. B.Cole (John
Hopkins School of Medicine, Baltimore) mit ESI-MS massenspektrometrisch untersucht. Nach Trypsinverdau
wurden die identifizierten Peptide bereits bekannten Proteinsequenzen zugeordnet. Dabei handelt es sich beinahe

ausschlieflich um Keratin- und Trypsinsequenzen.
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3.3 Dynamik der O-GlcNAc Modifikation in verschiedenen

Nervenzellpopulationen

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand darin, die O-GlcNAc Modifikation und ihre
Dynamik  in  verschiedenen = Nervenzellpopulationen  u.a. bei  neuronalen
Differenzierungsvorgéngen zu analysieren.

O-GlcNAc konnte in bisher allen daraufthin untersuchten eukaryotischen Zellen nachgewiesen
werden (Snow et al., 1998). Hinsichtlich einer potentiellen Bedeutung von O-GIcNAc bei der
Alzheimer Demenz stand bei der vorliegenden Arbeit besonders die Untersuchung von
neuronalen Zellen im Vordergrund. Die Enzyme, die fiir die Ubertragung oder Entfernung
von GIcNAc verantwortlich sind (OGT und OGH), werden besonders stark im Gehirn
exprimiert. Im folgenden wird dargestellt, dass sowohl in embryonalen als auch in postnatalen
Kleinhirnneuronen eine O-GIcNAc Expression nachweisbar ist und die O-GlcNAc

Expression durch Beeinflussung von OGT und OGH manipuliert werden kann.

3.3.1 Postnatale Kleinhirnneuronen

In kultivierten Kleinhirnneuronen konnten Griffith und Schmitz 1999 nachweisen, dass die O-
GlcNAcylierung reziprok zur Phosphorylierung verlduft: Nach Aktivierung der Proteinkinase
A mit Dibutyrylcyclo-AMP (dbcAMP) und der Proteinkinase C mit Phorbolester (Phorbol 12-
Myristat 13-Acetat, PMA) sank das O-GlcNAc Niveau der subzelluliren Cytoskelettfraktion
von Kleinhirnneuronen in der Zellkultur. Nach Zugabe der Kinase-Inhibitoren Bis-
Indoylmaleimid (BIM) und KT5720 konnte entsprechend ein O-GIcNAc Anstieg festgestellt
werden (Griffith und Schmitz, 1999). Ob die O-GlcNAcylierung auch durch direkte
Beeinflussung der daran beteiligten Enzyme manipuliert werden kann, wurde in den

nachfolgend beschriebenen Versuchen untersucht.

Kleinhirnneuronen von sieben Tagen alten NMRI Méusen wurden 24 Stunden nach in
Kulturnahme mit 40 uM PUGNAc oder 40 uM 6-Diazo-5-Oxonorleucine (DON) behandelt
und fiir weitere 24 h kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen entweder fiir
Immunfluoreszenzfiarbungen mit dem RL2 Antikorper verwendet oder es wurden mit den

Zell-Solubilisaten Western-Blot-Analysen mit dem RL2 Antikorper durchgefiihrt.
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Abb. 18 Western-Blot-Analyse von O-GleNAc modifizierten Proteinen aus Kleinhirnneuronen nach

Behandlung mit DON oder PUGNAc. Postnatale Kleinhirnneuronen wurden in Abwesenheit (Kontrolle) oder
in Anwesenheit von 40 uM DON oder 40 pM PUGNACc fiir 24 Stunden kultiviert. Von den Zellsolubilisaten
wurden jeweils gleiche Proteinmengen (10 pg) aufgetragen. O-GIcNAc wurde im Western-Blot mit dem
monoklonalen Antikdrper RL2 sowie POD-gekoppelten Zweitantikdrper mittels Chemilumineszenz detektiert.
Es wurde ein Gel mit den Maflen 8 cm x 7 cm x 0,15 cm verwendet. Die apparenten MW sind am linken Rand

dargestellt.

Wiéhrend PUGNAc die O-GlcNAc Hydrolase inhibiert (Haltiwanger et al., 1998), ist DON
ein irreversibler Inhibitor der GFAT (Glutamin-Fructose-6-Phosphat Amidotransferase) und
hemmt die Glucosaminbildung (Sayeski et al., 1996).

Wie bereits frither schon bei anderen Zelltypen gezeigt wurde (Sayeski et al., 1996; Han et al.,
2000, 1997; Liu et al., 2000), konnte nach DON Behandlung auch in Kleinhirnneuronen eine
deutlich verminderte O-GIcNAc Expression demonstriert werden. Diese Reduktion resultiert
aus der durch Inhibition der GFAT verringerten Menge an UDP-GIcNAc, dem Substrat der
OGT. Im Gegensatz dazu fiihrt die kompetitive Inhibition der O-GlcNAc Hydrolase mit
PUGNACc zu einem Anstieg der O-GlcNAc Expression. Diese Verdnderungen der O-GlcNAc
Menge konnten mittels indirekter Immunfluoreszenz (nicht gezeigt, Rex-Mathes et al., 2001)
und Western-Blot-Analyse gezeigt werden (Abb. 18). Die meisten O-GIcNAc positiven
Banden des Western-Blots reagierten auf die Behandlung der Zellen entweder mit DON oder
PUGNACc entsprechend mit einer deutlichen Reduktion (kaum noch sichtbare Banden) oder

90



3. Ergebnisse

mit einem starken Anstieg der Intensitdt der Immunreaktivitit. Eine verldngerte Behandlung
der Zellen mit DON (> 24 h) schien die Lebensfahigkeit der Zellen zu reduzieren (nicht
gezeigt). Wurden die Neuronen ldnger als 24 h mit PUGNAc behandelt, konnte keine
Beeintrachtigung der Lebensfihigkeit oder morphologische Verdnderungen festgestellt
werden.

Neben der bereits frither in murinen Kleinhirnneuronen demonstrierten durch Beeinflussung
von Kinasen oder Phosphatasen reziprok zur Phosphorylierung verlaufenden O-
GlcNAcylierung konnte damit die Dynamik der O-GIcNAc Expression in Gegenwart von

DON oder PUGNAC erstmals in Kleinhirnneuronen gezeigt werden.

3.3.2 Prinatale Kleinhirnneuronen

3.3.2.1 O-GIlcNAc Expression in embryonalen Kleinhirnneuronen

Es wurden embryonale Kleinhirnneuronen des Tages 17 verwendet, die freundlicherweise
von Prof. K. Schilling zur Verfiigung gestellt wurden. Die Neuronen wurden fiir 3 Tage auf
Deckgliaschen kultiviert und die O-GIcNAc Expression durch indirekte Immunfluoreszenz
analysiert. Zur Uberpriifung der Vitalitit der Zellen wurden die Kerne der Zellen mit dem
fluoresziierenden, DNA bindenden Kernfarbstoff H 33258 gefirbt.

Die permeabilisierten Zellen weisen eine auffillig variierende Intensitdt der RL2
Immunreaktivitdt auf (Abb. 19A). Wihrend bereits tote Zellen, die an der starken DNA
Féarbung des kondensierten Kerns zu erkennen sind (Abb. 19B), keine O-GIcNAc Expression
aufweisen (Beispiel: Pfeil Nr.2 ), zeigen lebende Zellen mit gleicher Kernfarbung oft eine
deutlich unterschiedliche O-GlcNAc Féarbung (Beispiel: Pfeile Nr.1). Da der Zellkern fast den
gesamten Zellkorper ausfiillt, ist eine eindeutige Abgrenzung von nukledrer und
cytoplasmatischer Immunreaktivitdt nicht moglich. Vereinzelt sind auch Neuritenansitze
gefarbt (Beispiel: Pfeile Nr.3). Hingegen bleiben die Neuriten von der Farbung weitgehend
ausgespart.

Um auszuschliessen, dass es sich bei der unterschiedlich starken Immunfiarbung um einen
Effekt handelt, der auf unvollstindiger Permeabilisierung beruht, wurden zwei verschiedene
Permeabilisierungsmethoden (Permeabilisierung mit eiskaltem Ethanol oder mit 0,05 %

Triton X-100) verwendet, die aber zu identischen Ergebnissen fiihrten (nicht gezeigt). In
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nichtpermeabilisierten Zellen konnte keine Immunreaktivitit auf der Plasmamembran
nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Als weitere Kontrolle wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem Calbindin
erkennenden Antikorper durchgefiihrt. Calbindin ist ein Antigen, das nur in einer
Subpopulation der Kleinhirnneuronen, in den Purkinje-Zellen, exprimiert wird. In Abb. 20 ist
eine typische Calbindinfairbung der Zellkdrper von Purkinje-Zellen und ihrer Neuriten
sichtbar. Es fillt auf, dass im Vergleich zur O-GlcNAc Immunfirbung die Intensitdt der
Calbindin Immunreaktivitdt der gefdrbten Zellen gleich ist. Stark unterschiedliche Farbungen
wie sie fir die O-GIcNAc Fiarbung typisch sind, wurden nie beobachtet. Dies ist ein weiterer
Hinweis dafiir, dass nicht eine unzureichende Permeabilisierung ursédchlich fiir die variierende
Intensitit der O-GlcNAc Immunfirbung sein kann. Im Vergleich zur Gesamtzellzahl ist der
Anteil der immunfluoreszenzgefarbten Purkinje-Zellen, die besonders in Zellaggregaten
auftreten, sehr gering (Abb. 20 A u. B).

Interessanterweise konnte diese auffillig variierende Intensitit der RL2 Immunreaktivitét nur
bei den embryonalen nicht aber bei den postnatalen Kleinhirnneuronen beobachtet werden

(nicht gezeigt, Rex-Mathes et al., 2001).
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Abb. 19 Detektion der O-GIlcNAc Expression in embryonalen Kleinhirnneuronen. Embryonale
Kleinhirnneuronen (17. Embryonaltag) wurden fiir 3 Tage kultiviert. Nach Fixierung und Permeabilisierung
wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit dem RL2 Antikdrper und Cy-3 gekoppelten Sekundérantikorper (A)
und eine Kernfarbung mit H 33258 (B) durchgefiihrt. C ist die Phasenkontrastdarstellung von A u. B. Die Pfeile
weisen auf Neuronen, die bei gleicher Kernfarbung eine unterschiedliche O-GlcNAc Féarbung aufweisen (1) oder
tot sind und keine RL2 Farbung mehr zeigen (2) bzw. bei denen die Neuritenansitze gefarbt sind (3). Die O-
GlcNAc Farbung betrifft hauptsdchlich den Zellkern, der fast das gesamte Zellsoma ausfiillt. Der Balken in C
entspricht 50 pm.

Abb. 20 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse von prinatalen Kleinhirnneuronen mit einem fiir Purkinje-
Zellen spezifischen Antikorper. Embryonale Kleinhirnneuronen des Tages 17 wurden 7 Tage kultiviert. Nach
Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen einer indirekten Immunfluoreszenzfirbung mit einem
monoklonalen Calbindin spezifischen Mausantikdrper sowie einem Cy3-gekoppelten Zweitantikdrper
unterzogen. An Hand der zu A gehdrenden Phasenkontrastaufnahme B ist zu erkennen, dass im Vergleich zur
Gesamtzellzahl der Anteil der immunfluoreszenzgefarbten Purkinje-Zellen (A) gering ist und diese besonders in

Zellaggregaten auftreten. Der Balken in B entspricht 50 pm.
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3.3.2.20-GlcNAc  Expression in  embryonalen  Kleinhirnneuronen  nach

unterschiedlicher Kultivierungsdauer

Es wurde untersucht, ob sich die O-GIcNAc Expression wihrend des neuronalen
Differenzierungsprozesses in Kultur verdndert. Nachdem prinatale Kleinhirnneuronen vom
Tag 17 fir 3, 5, 7 und 10 Tage in Kultur gehalten wurden, wurde eine indirekte
Immunfluoreszenzuntersuchung mit dem RL2 Antikérper und eine Kernfarbung mit H 33258
durchgefiihrt.

Mit zunehmender Kultivierungsdauer war ein eindeutiger Anstieg toter Zellen zu beobachten,
die an den kondensierten mit H 33258 gefédrbten Zellkernen zu erkennen sind (Abb. 21B).
Wihrend nach 3 und 5 Tagen sowohl Neuronen mit schwacher als auch mit starker
Immunreaktivitit auftreten, nimmt die Anzahl der Zellen mit geringer Immunreaktivitét nach
7 und 10 Tagen deutlich ab (Abb. 21A). Die dann noch {iibriggebliebenen vitalen Zellen
weisen eine einheitlich starke O-GlcNAc Expression auf (Abb. 21: 7 und 8).
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B
6 :

3 Tage

5 Tage

Abb. 21 O-GleNAc Expression in embryonalen Kleinhirnneuronen nach unterschiedlicher
Kultivierungsdauer. Embryonale Kleinhirnneuronen des Tages 17 wurden fiir 3 (1, 2), 5 (3, 4), 7 (5, 6) und 10
(7, 8) Tage kultiviert, fixiert und permeabilisiert. Die intrazelluldre O-GIcNAc Expression wurde mit dem RL2
Antikorper und dem Cy3-konjugierten Zweitantikorper mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung analysiert
(A). Die Zellkerne wurden mit H 33258 (B) angefirbt. Auffillig ist, dass nach 7- und 10tigiger Kultivierung die
Anzahl der toten Zellen zunimmt und die restlichen lebenden Zellen eine homogene starke O-GlcNAc
Immunfirbung aufweisen. Mit Pfeilen wurden beispielhaft einige nach 10 Tagen iiberlebende Zellen markiert,

die eine einheitlich starke Immunreaktivitiat aufweisen. Der Balken in 8 entspricht 50 pm.
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3.3.2.2 PUGNAc Behandlung

Embryonale Kleinhirnneuronen wurden fiir 7 Tage in Kultur gehalten, und fiir weitere 24 h in
Gegenwart von 40 uM PUGNACc inkubiert.
Wihrend die Intensitdt der O-GIcNAc Farbung der Zellkorper gleich stark bleibt, kann in

Anwesenheit von PUGNAc vereinzelt eine schwache Neuritenfarbung beobachtet werden

(Abb. 22).

Abb. 22 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung von embryonalen Kleinhirnneuronen in Abwesenheit und in
Gegenwart von PUGNAc. Prinatale Kleinhirnneuronen wurden 7 Tage in Kultur gehalten. Die Zellen wurden
fiir weitere 24 h mit PUGNAc behandelt (3,4) oder ohne PUGNACc kultiviert (1,2). Die intrazelluldre O-GIcNAc
Expression wurde mit dem RL2 Antikorper und dem Cy3-konjugierten Zweitantikdrper mittels indirekter
Immunfluoreszenzfiarbung analysiert. Ein Anstieg des O-GlcNAc Gehalts konnte nicht festgestellt werden,
jedoch weisen die Neuriten z. T. eine schwache Immunfarbung auf, von denen einige beispielhaft mit Pfeilen
markiert sind. 2 und 4 sind die zu 1 und 3 gehdrenden Phasenkontrastdarstellungen. Der Balken in 4 entspricht

50 um.
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333 Differenzierung von PC12-Zellen mit NGF

Da eine Reexpression von Zell-Zyklus Proteinen in Gehirnen von Alzheimer Patienten
nachgewiesen wurde, stellten u.a. Herrup und Arendt (2002) die Hypothese auf, dass die
verstarkte Expression von Zell-Zyklus Proteinen zu einem Wiedereintritt des postmitotischen
Neurons aus der GO Phase in den Zell-Zyklus fiihrt. Diese Dedifferenzierung konnte dann
einen apoptotischen Zelltod induzieren und damit ursichlich fiir den neuronalen Zelltod bei
der AD verantwortlich sein.

Uber eine Funktion von O-GIcNAc bei solchen Dedifferenzierungsprozessen bzw. auch bei
dem umgekehrten Prozess der Zelldifferenzierung ist bisher nichts bekannt. Aber es gibt
verschiedene Studien, aus denen eine potentielle Funktion von O-GlcNAc bei der
Proliferation und dem Zell-Zyklus hervorgehen (Boehmelt et al., 2000; Fang und Miller,
2001). So konnte nach Aktivierung von Lymphozyten mit dem T-Zellen Mitogen Con-A eine
schnelle Verdnderung der O-GIcNAc Modifikation von nukledren und cytoplasmatischen
Proteinen detektiert werden (Kearse und Hart, 1991).

Zur Untersuchung einer potentiellen Funktion von O-GIcNAc bei neuronalen
Differenzierungsprozessen wurden PC12-Zellen, eine Phdochromocytomzellinie der Ratte
(Greene und Tischler, 1976), verwendet. Diese Zellinie wird hiufig als gut etabliertes System
zur molekularen Analyse von neuronalen, insbesondere von NGF abhingigen
Differenzierungsprozessen verwendet. In Gegenwart neurotropher Faktoren wie z.B. NGF
stellen PC12-Zellen die Proliferation ein, und es kommt zur neuronalen Zelldifferenzierung,
die u. a. mit Verdnderungen der Phosphorylierung von Proteinen einhergeht.

Zur Beantwortung der Frage, ob unter solchen Bedingungen auch eine Verdnderung der O-
GlcNAc Expression erfolgt, wurden PC12-Zellen 6 Tage auf Deckgldschen in Gegenwart von
NGF (50 ng/ml) kultiviert und die O-GIcNAc Expression durch indirekte

Immunfluoreszenzfarbung analysiert.
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Kontrolle
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NGF+PUGNAc

Kontrolle NGF NGF+PUGNAc

Abb. 23 Detektion von O-GlcNAc in PC12-Zellen nach NGF und NGF+PUGNAc¢ Behandlung. PC12-
Zellen wurden 6 Tage in Gegenwart von NGF (50 ng/ml) (3, 4, 8), NGF (50 ng/ml)+PUGNAc (40 uM) (5, 6, 9),
oder in Abwesenheit von NGF und PUGNAc (Kontrolle 1, 2, 3) kultiviert. Die O-GIcNAc Expression wurde
licht- (1-6) und konfokalmikroskopisch mit dem RL2 Antikérper und dem Cy3-konjugierten Zweitantikorper
mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung untersucht (7-9). 2, 4 und 6 sind die zu 1, 2 und 3 gehdrenden
Phasenkontrastdarstellungen. In Gegenwart von NGF ist eine deutlich reduzierte O-GlcNAc Immunfarbung im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen erkennbar. Eine gleichzeitige Behandlung mit NGF und PUGNAc fiihrt
nicht zu einer Reduktion der Fiarbung. Die Pfeile deuten auf nichtgefirbte Nukleoli. Die Balken in 6 und 9

entsprechen 50 um.
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Wihrend nicht permeabilisierte Zellen keine Immunreaktivitit zeigen (nicht gezeigt), konnte
bei den permeabilisierten Zellen eine eindeutige intrazelluldre Farbung detektiert werden, die
in Gegenwart von NGF eindeutig schwicher gegeniiber der Farbung der unbehandelten
Zellen ausfillt (Abb. 23: 3/8 und 1/7; Abb. 24: 2/6 und 1/5). Nach 6 Tagen NGF Behandlung
haben die meisten Zellen lange Neuriten entwickelt, die aber keine Immunfarbung aufweisen
(Abb. 23; Abb. 25). Bei den nicht differenzierten Zellen ist keine Unterscheidung zwischen
cytoplasmatischer und Kernfiarbung moglich, da der Kern fast das gesamte Zellvolumen
ausfiillt (Kernfarbung mit H 33258, nicht gezeigt). Bei den differenzierten Zellen kann der
Zellkern mit Hilfe der Kernfarbung eindeutig vom Cytoplasma abgegrenzt werden (Abb. 25).
Die nukledre O-GIcNAc Expression ist stirker als die cytoplasmatische. Sowohl in Ab- als
auch in Anwesenheit von NGF bleibt der Nukleolus von der Immunfarbung ausgespart. Dies
wird sowohl in Abb. 23 (7 und 8, Pfeile) deutlich als auch in Abb. 25, in der der Nukleolus,
der bereits im Phasenkontrast klar zu erkennen ist (Pfeile), keine Farbung erkennen lésst.

Von der NGF Behandlung bleibt im Gegensatz zur O-GlcNAc Expression die Expression der
O-GIcNAc Transferase, die mit Hilfe des polyklonalen Kaninchenantikdrpers AL25 detektiert
werden konnte, unbeeinflusst (Abb. 24). Die O-GIcNAc Transferase tritt ebenso wie die O-
GlcNAc Modifikation in Cytosol und Nukleus auf. Dementsprechend kann eine
Kolokalisation der O-GlcNAc Transferase mit O-GlcNAc detektiert werden (Abb. 24, 5 u. 6).
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Kontrolle NGF

RL2

AL25

RL2+AL25

Abb. 24 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse der Expression von O-GlcNAc und der O-GlcNAc
Transferase nach NGF Behandlung. PC12-Zellen wurden fiir 6 Tage in Gegenwart von NGF (2,4,6) kultiviert
und die Expression von O-GIcNAc (1,2) sowie der O-GIcNAc Transferase (3,4) wurden mittels
Laserkonfokalmikroskopie mit den Antikdrpern RL2 und AL25 sowie den DTAF-gekoppelten bzw. Cy-3
gekoppelten  Sekundérantikdrpern mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht. (5, 6) stellen
Doppelfarbungen mit den Antikdrpern RL2 und AL25 dar. Nach NGF Behandlung (2) nimmt die O-GlcNAc
Immunreaktivitit im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (1) deutlich ab, wohingegen die O-GlcNAc
Transferase Expression gleich bleibt (4). Eine Kolokalisation der O-GlcNAc Transferase mit O-GlcNAc ist in 5
und 6 erkennbar. Der Balken in 6 betrdgt 50 um.
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Abb. 25 Detektion von O-GlcNAc in Zellkern und Cytoplasma. PC12-Zellen wurden 6 Tage in Gegenwart
von NGF kultiviert. Zusétzlich zu der O-GIcNAc Immunfluoreszenzfiarbung mit dem RL2 Antikdrper und dem
Cy3-gekoppelten Zweitantikorper (A) wurde eine Kernfarbung mit H 33258 durchgefiihrt (B). Mit dem Pfeil
wurde eine Zelle markiert, deren Nukleolus auf der Phasenkontrastaufnahme (C) deutlich als schwarzer Punkt zu
erkennen ist. Wéhrend der Nukleolus keine Immunreaktivitit aufweist, wird beim Vergleich zwischen A und B
deutlich, dass auBler dem Kern auch das Cytoplasma eine schwache O-GlcNAc Expression aufweist. Der Balken

in C entspricht 20 um.
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Die Reduktion der Immunfirbung in Gegenwart von NGF konnte durch eine gleichzeitige
Behandlung der Zellen mit NGF und PUGNAc, das kompetitiv die O-GIcNAc Hydrolase
inhibiert und dementsprechend einen Anstieg des O-GIcNAc Gehalts in der Zelle bewirkt,
verhindert werden (Abb. 24: 5 und 9). Auffillig ist, dass die Neuriten bei mit NGF und
PUGNAc behandelten Zellen kiirzer erscheinen als die der ausschliesslich mit NGF
behandelten Zellen. Diese Beobachtung wurde noch einmal quantitativ in einer
Neuritenldngenanalyse mit einem KS100 Zeiss Programm {berpriift. Hierzu wurden die
Neuritenldngen in Gegenwart von NGF und von NGF+PUGNAc in zwei voneinander
unabhingigen Versuchen gemessen. Mit den Messdaten wurde ein U-Test fiir unabhéngige
Stichproben nach Wilcoxon, Mann und Whitney durchgefiihrt.

Aus der Analyse geht hervor, dass die Neuritenlingen der mit NGF+PUGNAc behandelten
PC12-Zellen im Vergleich zu den ausschlieBlich mit NGF behandelten Zellen signifikant
kiirzer sind (p<0,001). In Abb. 26 wird exemplarisch das Ergebnis eines Versuchs in Form
eines Kurvendiagramms vereinfacht dargestellt. Die mit SPSS erstellten Boxplots sind in

Abb. 29 im Anhang dargestellt.
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Abb. 26 Messung der Neuritenléiingen von mit NGF und mit NGF+PUGNAc behandelten PC12-Zellen.
PC12-Zellen wurden 6 Tage in Gegenwart mit NGF (50 ng/ml) bzw. NGF (50 ng/ml)+PUGNAc (40 uM)
kultiviert. AnschlieBend wurde eine quantitative Neuritenldngenanalyse mit dem KS100 Zeiss Programm
durchgefiihrt. In dem dargestellten Versuch wurden 100 Neuriten von mit NGF+PUGNAc und 118 Neuriten von
mit NGF behandelten PC12-Zellen ausgemessen. Die Messdaten wurden mit Excel ausgewertet und es wurde
ein U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney mit SPSS durchgefiihrt (Abb. 28 im Anhang). Es ist deutlich
erkennbar, dass ein signifikant grof8erer Anteil der ausschlielich mit NGF behandelten Zellen lingere Neuriten
aufweist, als die zusidtzlich mit PUGNAc behandelten. Die Messpunkte geben die Neuriten (in %) wieder, die
eine Linge von mindestens der jeweils auf der x-Achse dargestellten Neuritenldngen haben. Z.B. besitzen 25%
der Neuriten der mit NGF und PUGNAc behandelten Zellen eine Neuritenlinge >= 20 pm, wihrend 68% der
Neuriten der mit NGF behandelten Zellen dieselbe Mindestlinge aufweisen. Es wurden nur Neuriten von Zellen
vermessen, die keinen Kontakt mit anderen Zellen und eine Mindestldnge von 5 um hatten.

103



4. Diskussion

4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, O-GIcNAc Proteine der Hirngewebeproben von AD-
Patienten, die eine verstdrkte O-GlcNAc Glykosylierung im Vergleich zu den entsprechenden
Proteinen aus dem Gehirn von Kontrollpatienten aufweisen, zu identifizieren. AuBlerdem
sollte die O-GlcNAc Modifikation von APP niher untersucht werden. In einem weiteren Teil
der Arbeit wurde die O-GIcNAc Modifikation und ihre Dynamik in prd- und postnatalen
Kleinhirnneuronen untersucht und das Verhalten der O-GIcNAc Expression bei neuronalen
Differenzierungsprozessen analysiert. Die Gliederung der Diskussion orientiert sich

weitgehend an der des Ergebnisteils.

4.1 Immunologische O-GlcNAc Detektion

Ein Grund dafiir, warum die Identifizierung von O-GlcNAc-glykosylierten Proteinen
verhdltnismaBig langsam voranschreitet, hingt mit der sehr zeitaufwendigen klassischen
Detektionsmethode von O-GIcNAc zusammen, bei der eine grofle Proteinmenge eingesetzt
werden muss und die nicht in jedem Labor verfligbar ist. In der vorliegenden Arbeit wurden
vor allen Dingen immunologische Nachweismethoden zur Identifikation von mit O-GIcNAc
modifizierten Proteinen eingesetzt (Rex-Mathes et al., 2002). Diese Methoden haben zwar nur
eine begrenztere Aussagekraft im Vergleich zu den analytischen Methoden wie zum Beispiel
LC-ES Massenspektrometrie mit oder ohne enzymatischer Galactosylierung und chemischer
B-Eliminierung, die z.B. von Greis und Hart (1998) beschrieben wurden und die genaue
Bestimmung der mit O-GlcNAc modifizierten Peptidsequenzen erlauben, haben aber viele
Vorteile in Bezug auf Zeit, Kosten und technischen Aufwand.

Fiir die Analyse der O-GIcNAc modifizierten Proteine humaner Hirnproben wurden zwei
monoklonale Mausantikdrper verwendet, die zunédchst nochmals auf ihre Spezifitdt hin
tiberpriift wurden. In diesem Zusammenhang konnte die O-GIcNAc Spezifitit des MUDS50
Antikorpers erstmals gegen GIcNAc-BSA getestet werden, das als synthetisches Antigen O-
GlcNAc modifizierten Proteinen entspricht, obwohl die kovalente Bindung zwischen GlcNAc
und BSA iiber einen Aminophenylrest nicht identisch ist mit der O-glykosidischen Bindung
des O-GIcNAc, aber trotzdem sich sehr gut fiir Antikorper-Reaktionen eignet.

Die Ergebnisse (3.1.1) zeigen eine deutliche Reaktivitit des MUDS0 mit dem synthetischen
O-GIcNAc Analogon GIcNAc-BSA, die nach Vorinkubation des Antikdrpers mit 100 mM
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GlcNAc um 81% inhibiert werden konnte (Abb. 5). Der MUDSO0 ist ein monoklonaler 1gG
Antikorper, der urspriinglich gegen Hiillenproteine des Schleimpilzes Dictyostelium
dicoideum erzeugt wurde (Grant et al., 1985). Es konnte gezeigt werden, dass der Antikdrper
ein O-glykosidisches Epitop erkennt. Diese Kohlenhydratstruktur wurde u.a. mit ESI-MS als
O-glykosidisch verkniipftes GIcNAc identifiziert (Gooley et al., 1991; Jung et al., 1997). Dass
der Antikorper neben O-GIcNAc Epitopen von Protozoenproteinen auch O-GlcNAc
modifizierte Sdugetierproteine erkennt, zeigten bereits Griffith und Schmitz (1999), die im
ELISA Maushirnhomogenate mit dem MUDS50 untersucht hatten.

Da der MUDSO0 fiir den Nachweis der O-GIcNAc Proteine der Hirnfraktionen im Western-
Blot nicht mehr zur Verfligung stand, wurde der RL2 als weiterer O-GIcNAc spezifischer
Antikorper eingesetzt. Der monoklonale RL2 Antikorper wurde direkt gegen Saugetier O-
GlcNAc modifizierte Kernporenglykoproteine erzeugt (Snow et al., 1987; Holt et al., 1987).
Im Gegensatz zum MUDSO0 erkennt der RL2 zusitzlich zu dem O-GIcNAc-Epitop ein Peptid-
Epitop (Snow et al., 1987).

Zur Bestitigung der O-GIcNAc Spezifitdt des RL2 wurde dessen Reaktivitdt mit der des
MUDS50 im Western-Blot verglichen. Abb. 8 zeigt, dass die von den beiden Antikoérpern
detektierten Bandenmuster der O-GIcNAc Proteine der Detergens-16slichen Fraktion (Dsf)
einer humanen Hirnprobe anniihernd identisch sind. Als weiterer Test zur Uberpriifung der O-
GlcNAc Spezifitit wurde nach Ubertragung von Galactose demonstriert, dass dadurch die
Immundetektion von GlcNAc-BSA mit dem RL2 Antikorper fast vollstindig inhibiert werden
kann (Abb. 7). Eine solche Inhibition wiesen bereits Holt et al. (1987) fiir O-GIcNAc
modifizierte Kernporenproteine nach. In dieser Studie wurden Kernporenproteine
unterschiedlich stark mit radioaktiver Galactose markiert bevor sie einer Immunadsorption
mit dem RL2 Antikorper ausgesetzt wurden. Bei einer mittleren Abséttigung der N- und O-
Glykane mit Galactose (inkorporierte 236 pmol *H-Galactose / 1,5 x 10° Kerndquivalente)
wurde die Immunadsorption des RL2 zu ca. 70% inhibiert. In der vorliegenden Arbeit wurden
neben GIcNAc-BSA auch Detergens-16sliche Proteine (Dsf) von humanen Hirnhomogenaten
galactosyliert. Die Detektion der Proteine im Western-Blot mit dem RL2 wurde hierbei zwar
sichtbar aber nicht vollstdndig inhibiert (Abb. 7). Ursédchlich dafiir konnte eine unvollstindige
Absittigung der Glykane mit Galactose sein. Da die Galactose-Inkorporation aufgrund der
eingesetzten nicht radioaktiv markierten Galactose nicht messbar war, konnte dies nicht
tiberpriift werden. Dass aber ein Galactosylierungsprozess stattgefunden hat, ist deutlich an

der Verdnderung des Molekulargewichts von GIcNAc-BSA zu erkennen (Abb. 7B), die auch
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von Holt et al. (1987) beobachtet wurde. Damit konnte gezeigt werden, dass O-GIcNAc
zumindest teilweise unabhingig von der Peptidsequenz spezifisch von dem Antikdrper

MUDS50 erkannt wird.

4.2 Quantitativer und qualitativer Vergleich der O-GlcNAc Modifikation
in Gewebeproben verschiedener Hirnareale von Alzheimerpatienten

und Kontrollpersonen

Die vorliegende Arbeit basiert auf den Erkenntnissen der Untersuchungen von Griffith und
Schmitz 1995, in denen eine Erhohung der O-GIcNAc Modifizierung von Detergens-
unloslichen cytoskeletalen Proteinen (Dicf) in bestimmten Hirnarealen von Alzheimer
Patienten, die von den klassischen neuropathologischen Verdnderungen wie den senilen
Plaques und der Neurofibrillendegeneration betroffen waren, im Vergleich zu denen von
Kontrollpersonen gezeigt wurde. Diese Beobachtung ist auch im Zusammenhang mit der
Diskussion interessant, dass vermutlich Veridnderungen des neuronalen Cytoskeletts eine
ursdchliche Rolle bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit spielen (Igbal et al., 1986). In
der Fraktion der Membran— und cytoplasmatischen Proteine (Dsf) wurde diese Erh6éhung
nicht gefunden. Ob diese Erhohung nur die O-GlcNAcylierung betrifft, oder ob davon die
Expression der entsprechenden Proteine, die noch nicht identifiziert worden sind, betroffen
ist, ist unbekannt. Diese Erhdhung der O-GIcNAc Expression gilt nach bisherigen
Kenntnissen allein fiir die Alzheimer Krankheit und nicht fiir andere neurodegenerative

Erkrankungen wie z.B. der Parkinson Krankheit (Ziillighofen, 1997).

Vor dem Versuch die entsprechenden glykosylierten Proteine der Dicf zu identifizieren,
wurden die verwendeten Hirnproben auf ihren O-GIcNAc Gehalt immunologisch unter
Einsatz des MUDS50 Antikorpers iiberpriift. Aufgrund des geringen Probenumfangs konnte
keine aussagekriftige Statistik tiber generelle Unterschiede zwischen den AD-Proben und den
Kontrollproben getroffen werden. Die Ergebnisse bestitigen aber generell die Beobachtung
von Griffith und Schmitz (1995), dass die Detergens-unldsliche Cytoskelettfraktion von
Hirnproben deutlich mehr O-GIcNAc modifizierte Proteine enthélt als die Dsf (Abb. 6). 1999
konnten sie ebenfalls zeigen, dass cytoskeletale und mit dem Cytoskelett assoziierte Proteine
in murinen Kleinhirnneuronen eine 2-3fach héhere O-GlcNAc Expression pro pg Protein als

cytosolische und membrangebundene Proteine (Griffith und Schmitz, 1995, 1999) aufweisen.
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Solche Beobachtungen deuten darauf hin, dass O-GIcNAc eine bestimmte Rolle bei der
Funktion bzw. bestimmten Eigenschaften des Cytoskeletts spielen konnte. So sind viele
cytoskeletale Proteine sowohl phosphoryliert als auch mit O-GIcNAc modifiziert, wie z.B. die
MAPs (Microtubule Associated Proteins), Tau, Vinculin und Talin (Arnold et al., 1996; Ding
und Vandré, 1996; Hart et al., 1996; Hagmann et al., 1992). Lefebvre et al. konnten erst vor
kurzem demonstrieren, dass eine durch Okadasdure induzierte Hyperphosphorylierung von
Tau mit einer verringerten O-GlcNAcylierung des Proteins korreliert und einen verringerten
Transport von Tau in den Kern zur Folge hat (Lefebvre et al., 2003). O-GlcNAc scheint
ebenfalls Einfluss auf die Assoziation der Neurofilamente zu haben und spielt eine Rolle bei
der Fibrillenbildung von Intermedidrfilamenten (Hart, 1997; Hart et al., 1996; Comer und
Hart, 2000). AuBBerdem wiesen Refolo et al. in einer Studie, in der sie bereits 1991 getrennt
voneinander die Dsf- bzw. Dicf-Fraktionen von Hirngewebe- und Zellsolubilisaten
untersuchten, 50-90% des APP Proteins in der Dicf nach (Refolo und Wittenberg, 1991).

Fir die darauffolgenden Untersuchungen wurden die Alzheimer- und Kontrollproben
ausgewdhlt, deren Dicf-Proteine die groBten Unterschiede im Hinblick auf den O-GlcNAc
Gehalt zeigten. Diese Unterschiede konnten im Western-Blot mit Hilfe des RL2 Antikorpers
nicht bestitigt werden. Die Dicf-Proteine der ausgewédhlten Frontallappen- (Abb. 9) und
Parietallappenproben weisen keine Unterschiede hinsichtlich des Proteinbandenmusters oder
der Bandenintensitit zwischen AD- und Kontrollproben auf. Hingegen konnten
erwartungsgemdll keine Unterschiede in der Signalstirke von cytosolischen- und
Membranproteinen zwischen AD- und Kontrollproben festgestellt und somit die ELISA
Ergebnisse bestitigt werden. Allerdings konnte nicht die im ELISA festgestellte erhohte O-
GlcNAc Expression der Dicf-Proteine gegeniiber Dsf-Proteinen im Western-Blot in Form
einer stirkeren Bandenintensitit reproduziert werden.

Urséchlich fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse von ELISA und Western-Blot konnte die
Verwendung unterschiedlicher Antikdrper sein. Zwar wurden sowohl der MUDSO0, der zu
diesem Zeitpunkt nicht mehr zur Verfiigung stand, als auch der RL2 Antikorper erfolgreich
auf ihre O-GlcNAc Spezifitdt hin tiberpriift und beide Antikdrper detektieren ein annéhernd
gleiches Bandenmuster von mit O-GlcNAc modifizierten Dsf-Proteinen im Western-Blot,
aber es ist ebenfalls bekannt, dass der RL2 Antikérper neben O-GIcNAc auch noch zusétzlich
bestimmte Peptidsequenzen erkennt (Snow et al., 1987; Holt et al., 1987). Daher ist es
vorstellbar, dass mit dem RL2 Antikorper nicht alle O-GlcNAc modifizierten Proteine, die
von dem MUDS50 Antikorper erkannt werden, nachgewiesen werden konnen. Es ist weiterhin

denkbar, dass Unterschiede in der O-GIcNAc Modifikation einzelner Proteine im Western-
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Blot durch andere Banden mit gleichem oder &dhnlichem Molekulargewicht aber
ausgeprigterer O-GlcNAc Modifikation iiberdeckt werden konnen. Fiir eine effizientere
Auftrennung der Proteine wiirde sich daher in Zukunft der Einsatz der zweidimensionalen
Gelelektrophorese anbieten, mit der eine Proteinauftrennung nach Ladung und nach
Molekulargewicht moglich ist, wodurch eine ausgezeichnete Auflosung erreicht werden kann.
Diese Moglichkeit stand aber zum gegebenen Zeitpunkt nicht zur Verfiigung. AuBBerdem ist
zu berticksichtigen, dass post-mortem die Einfliisse moglicher Proteolyseereignisse auf die O-
GlcNAcylierung schwer einschitzbar sind.

Da radioaktive Markierungsmethoden im Vergleich zu immunchemischen Methoden eine
hohere Sensitivitit aufweisen, wurde als Konsequenz aus den vorangegangenen Ergebnissen
die Markierungsmethode mit *H-Galactose zum Nachweis der O-GlcNAc Expression
eingesetzt, mit der eine O-GIcNAc Detektion im subpicomolaren Bereich mdglich ist
(Roquemore et al., 1994). Nachteil des Einsatzes von *H-Galactose zum O-GlcNAc Nachweis
ist allerdings, dass auch GIcNAc Reste am nicht reduzierenden Ende von N-glykosidisch
gebundenen Oligosacchariden markiert werden. Diese miissen in einem weiteren Schritt
enzymatisch mit PNGase F wieder abgespalten werden. Die Effizienz dieses
Abspaltungsvorgangs kann mit Ovalbumin, welches nur N-glykosidisch gebundene
Oligosaccharide trigt, die groBBenteils auf GIcNAc enden, kontrolliert werden.

Mit der Methode der *H-Galactose-Ubertragung konnte ebenfalls keine Erhohung der O-
GlcNAc Expression in der Dicf der Alzheimerproben im Vergleich zu den Kontrollproben
nachgewiesen werden. Selbst nach achtwdchiger Exposition wurden autoradiographisch keine
Banden detektiert. Dass eine radioaktive Inkorporation aber trotzdem erfolgt ist, zeigen die
gemessenen cpm Werte der Proben vor der SDS-PAGE, die deutlich iiber den Werten einer
mitgefiihrten nicht radioaktiven Probe liegen (Abb. 10A). Die Radioaktivitdt der nach der
SDS-PAGE isolierten Gelstiicke ist deutlich niedriger als die der Proben vor der SDS-PAGE.
Die erfolgreiche Abspaltung der N-Glykane kann an Hand der Werte fiir die Ovalbuminprobe
vor und nach der PNGase F Behandlung verfolgt werden. Nach De-N-Glykosylierung konnte
vor der gelelektrophoretischen Auftrennung eine 50%ige Reduktion bzw. nach der SDS-
PAGE ecine mehr als 90%ige Reduktion des cpm Wertes fiir Ovalbumin gemessen werden
(Abb. 10B, C) Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem Ergebnis von Roquemore et al., die
beim Nachweis der O-GIlcNAcylierung von aB-Crystallin auch nach PNGase F Behandlung
eine 98%ige Entfernung der N-Glykane bei Ovalbumin feststellen konnten (Roquemore et al.,

1996).
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So war es weder immunchemisch noch mit Hilfe radioaktiver Markierung moglich, mit O-
GlcNAc modifizierte Proteine in Alzheimer Hirngewebeproben zu identifizieren, die
entweder verstarkt mit O-GlcNAc modifiziert sind oder verstarkt exprimiert werden. Auch die
von Yao und Coleman beschriebene Abnahme eines mit O-GlcNAc modifizierten Proteins
mit einem Molekulargewicht von 180 kDa in Frontalgyrusproben von Alzheimer Gehirnen
konnte auf diese Weise nicht bestétigt werden (Yao und Coleman, 1998a u. b). Bei diesem
AP180 Protein (clathrin assembly protein) handelt es sich um ein Adapterprotein von Clathrin
beschichteten Vesikeln mit einem Molekulargewicht von 180 kDa. Die Reduktion des AP180
Proteins korreliert mit einer Zunahme der neurofibrilldren Strdnge und geht einher mit der
Abnahme synaptischer Proteine. Folgender Grund konnte ursdchlich fiir die nicht mogliche
Detektion von Proteinen mit unterschiedlicher O-GlcNAcylierung in der vorliegenden Arbeit
sein:. Wihrend in der vorliegenden Arbeit ein Proteingemisch aus der entsprechenden
Detergens-unldslichen  cytoskeletalen ~Fraktion mit °H-Galactose markiert wurde,
immunprazipitierten Yao und Coleman zuerst AP180 aus dem Hirnhomogenat und reicherten
damit eine entsprechend groBe Proteinmenge an. Darauf folgte erst die Ubertragungsreaktion
mit *H-Galactose auf das Immunprizipitat. Es bleibt zu diskutieren, ob die Menge eines jeden
mit O-GlcNAc modifizierten Proteins aus dem Proteingemisch nicht zu gering ist, um
Unterschiede hinsichtlich dieser posttranslationalen Modifikation zu messen. So benétigt man
fiir eine effiziente Markierung eine Proteinmenge im Mikrogramm Bereich (Roquemore et al.,
1994). Bei zukiinftigen Untersuchungen sollte zunichst die Anreicherung mit Hilfe von
Immunprézipitationen bereits bekannter O-GlcNAc glykosylierter Proteine erfolgen, um diese

dann nach entsprechender Markierung auf quantitative Unterschiede zu analysieren.

4.3 O-GlcNAc Modifikation des humanen Amyloid Precursor Proteins
(APP)

Das Amyloid Precursor Protein ist das Vorlaufermolekiil von -Amyloid, das Bestandteil der
senilen Plaques ist, die ein typisches histopathologisches Merkmal der Alzheimer Demenz
darstellen. Zu den posttranslationalen Modifikationen von APP gehéren N- und O-
Glykosylierung, Phosphorylierung und Sulfatierung (Weidemann et al., 1989; Oltersdorf et
al., 1990; Buxbaum et al., 1990). Es existieren zahlreiche Untersuchungen, die sich mit der
Funktion und dem Einfluss der Glykane auf den intrazelluliren Transport und die

Prozessierung von APP beschiftigen (Pahlsson et al., 1992; Saito et al., 1995, Yazaki et al.,
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1996, Mc Farlane et al., 1999). APP besitzt zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen an
Asn467 und Asn496 (APP695). Mit Hilfe von mit APP695 cDNA transfizierten
CHO(Chinese hamster ovary)-Zellen konnte gezeigt werden, dass nur Asn467 glykosyliert
wird (Pahlsson et al., 1992). Die Mutation der N-Glykosylierungsstellen von APP oder die
Behandlung der Zellen mit Tunicamycin oder den Golgi-Inhibitoren Monensin oder Brefeldin
A sowie die Expression des Proteins in Glykosylierungs-defekten mutierten CHO-Zellen
verhindern die APP Reifung und vermindern die APP Sekretion (Yazaki et al., 1996; Tienari
et al., 1996; Caporaso et al., 1992; Pahlsson und Spitalnik, 1996). Sato et al. konnten 1999
erstmals die detaillierte Struktur der Oligosaccharide von sekretiertem rekombinanten
humanem APP685 in CHO Zellen ermitteln und zeigten, dass APP695 sialylierte bi- und
triantenndre N-Glykane mit fucosylierten und nicht fucosylierten Trimannosyl-
Grundstrukturen sowie sialylierte O-Glykane aufweist. Die Glykosylierung scheint einen
Einfluss auf den APP Transport zu haben. So fiihrt die Hemmung der Mannosidase I oder 11
zu einer Anhdufung von zellulirem APP im perinuklearen Raum und damit verbunden zu
einer Abnahme der Translokation von APP zur Zellmembran und mit einer damit
verbundenen Abnahme der Sekretion von APP (Mc Farlane et al., 1999).

Fiir die von Griffith et al. nachgewiesene O-GIcNAc Modifikation des murinen APP ist bis
heute nicht gezeigt worden, welche Serin- bzw. Threonin-Reste mit diesem Monosaccharid
modifiziert sind (Griffith et al., 1995). Es wird angenommen, dass O-GlcNAc eine reziproke
Funktion zur Phosphorylierung haben kann (Cheng und Hart 2001). Wiahrend bekannt ist,
dass Phosphorylierung z.B. durch die Proteinkinase C Einfluss auf die Prozessierung von APP
hat, konnten solche Eigenschaften fiir O-GIcNAc in mehreren Untersuchungen bisher nicht
gezeigt werden (Hung und Selkoe, 1994; MiB, 2002; Gollner 2001). In der vorliegenden
Arbeit sollte die O-GIcNAc Modifikation des humanen APP néher untersucht werden.
Zunichst wurde APP aus humanen Frontallappenproben von AD- und Kontrollpatienten
immunprézipitiert und im Western-Blot mit Hilfe des Antikorpers 8ES detektiert. Neben einer
vermutlich unspezifischen Bande unterhalb von 200 kDa konnten drei APP spezifische
Banden mit einem Molekulargewicht zwischen 100-140 kDa nachgewiesen werden, wobei
eine Bande bei 120 kDa vermutlich eine Doppelbande darstellt (Abb. 11). Die auftretenden
Unterschiede in der Signalstirke zwischen Alzheimer- und Kontrollprobe sind nicht
reprisentativ, da der Probenumfang in diesem Versuch zu klein war. Das Auftreten mehrerer
APP Banden bei Verwendung von Hirnhomogenaten entspricht den Beobachtungen bereits
fritherer Untersuchungen von Selkoe et al., die ebenfalls in Hirnhomogenaten aus dem

Frontalcortex ein Bandenmuster mit diskreten Banden mit 108, 118, 127 und 136 kDa mit
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einem gegen den C-Terminus von APP gerichteten Antikorper detektieren konnten (Selkoe et
al., 1988). Diese von Selkoe et al. als unterschiedliche Glykosylierungsformen beschriebenen
Banden konnten ebenso von lijima et al. im Rattenhirn gezeigt werden (Iijima et al., 2000).
Sie wiesen drei APP695 Banden nach, von denen die beiden Banden mit dem hdéheren
Molekulargewicht als reife Formen mit unterschiedlicher O-Glykosylierung beschrieben
wurden, wihrend die unterste Bande die unreife Form darstellt und nur die ER spezifischen
oligomannosidischen N-Glykane trégt.

Eine APP Bande bei ca 110 kDa konnte neben einer 120 kDa Bande und einer unbekannten
Bande unterhalb von 200 kDa im Western-Blot mit dem anti-O-GlcNAc Antikorper RL2
detektiert werden (Abb. 11). Die unterste Bande, bei der es sich vermutlich um eine unreife
Form handelt, weist das stirkste Signal auf. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass die
reifen Formen nach den Untersuchungen von lijma et al. im phosphorylierten Zustand
vorliegen, wihrend bei der unreifen Form keine Phosphorylierung nachgewiesen werden
konnte (Iijima et al., 2000). Die Phosphorylierng betrifft den Threonin-Rest 668 (APP695),
der auch potentiell mit O-GIcNAc modifiziert sein konnte. Es ist denkbar, dass im Sinne von
G. Harts Yin-Yang Hypothese Thr668 bei der unreifen Form im nicht phosphorylierten
Zustand mit O-GlcNAc modifiziert ist und damit verantwortlich fiir das stirkere Signal der
unreifen Bande mit dem RL2 Antikorper sein konnte.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde untersucht, ob sich die O-GlcNAc Modifikation von
APP in vitro beeinflussen ldsst. Hierzu wurde der Zellklon A3 einer murinen
Neuroblastomazelllinie verwendet, die mit der cDNA des humanen APP695 transfiziert
worden war (Weggen, 1996). Um die Abspaltung von O-GIcNAc zu hemmen, wurden die
Zellen mit dem O-GlcNAcase Inhibitor PUGNAc behandelt. Zur Anreicherung der unreifen
Form von APP im Golgi-Apparat wurden die Zellen mit dem Mannosidase Inhibitor
Swainsonine inkubiert. Mit Hilfe des anti-APP Antikdrpers 8ES5 wurde APP aus den
Zellhomogenaten immunprézipitiert. Im Hinblick auf die APP Expression war bei den
verschiedenen Behandlungsformen nur ein geringer Unterschied zu beobachten: APP695
konnte im Gegensatz zu dem komplexeren Bandenmuster in vivo nun in den A3 Zellen als
Doppelbande nachgewiesen werden, wobei die untere Bande, die die unreife Form
reprasentiert, nach Swainsonine Behandlung an Stirke zunimmt (Abb. 12). Dies entspricht
den Erwartungen, da nach Inhibition der Mannosidase II die unreifen Glykosylierungsformen
angereichert werden. Mc Farlane et al. konnten ebenfalls nach Beeinflussung der APP
Glykosylierung durch Swainsonine einen solchen Anstieg der Bandenstéirke feststellen (Mc

Farlane et al., 1999).
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Mit Hilfe des RL2 Antikorpers wurden im Western-Blot drei Proteine immundetektiert, wobei
das Molekulargewicht der unteren zwei Banden dem der APP Doppelbande entspricht. Ob es
sich bei dem detektierten dritten Protein ebenfalls um eine weitere Glykosylierungsform des
humanen APP695 oder um ein Coimmunprazipitat handelt, ist unklar. Es wird zumindest
nicht von dem W02-Antikorper, der gegen den N-Terminus von A gerichtet ist, erkannt. Die
Signalstirke der detektierten Banden variiert je nach Behandlung (Abb. 12): Am stirksten ist
die Bandenintensitit nach einer kombinierten PUGNAc und Swainsonine Behandlung,
wihrend das schwéchste Signal bei den unbehandelten Zellen auftritt. Die Signalstirke bei
den ausschlieBlich mit PUGNAc oder mit Swainsonine behandelten Zellen ist ungefahr gleich
und deutlich stirker als bei den unbehandelten Zellen. Die verstirkte O-GlcNAc Modifikation
von APP nach Swainsonine bzw. der synergistische Effekt nach Swainsonine und PUGNAc
Behandlung konnte darauf schlieBen lassen, dass auf den C-Terminus des in die
Golgimembran integrierten APP Proteins wahrend des N-Glykosylierungsprozesses bereits im
ER O-GIcNAc durch die im Cytoplasma lokalisierte O-GlcNAc Transferase libertragen wird.
Eine schwache Immunreaktivitit von O-GIcNAc und O-GlcNAc Transferase im Bereich des
ER in Purkinje-Zellen wurde bereits elektronenmikroskopisch von Akimoto et al
nachgewiesen (Akimoto et al., 2003b).

Dementsprechend konnte O-GIcNAc einen Einfluss auf das u.a vermutlich auch im ER/Golgi
stattfindende APP Prozessieren haben, fiir das es mehrere Hinweise gibt. So konnten
Sekretaseaktivititen in diesen Kompartimenten nachgewiesen werden. In einer Studie von
Grimm et al. wurde das spite Golgi-Kompartiment als der Ort lokalisiert, in dem die
Erzeugung des intrazelluldren AP stattfindet (Grimm et al.,, 2003). AuBerdem konnen
posttranslationale Modifikationen die Bindungseigenschaften des C-Terminus und diese
wiederum die APP Proteolyse beeinflussen. So fiihrt die Phosphorylierung von Thr668, die
ausschliefSlich bei den reifen APP Formen zu beobachten ist, zu einer reduzierten Interaktion
von Fe65 mit APP. Es gibt Hinweise, dass Fe65 wiederum die Reifung nach Bindung an die
cytoplasmatische Domidne von APP verzogern kann, was u.a. die Sekretion von APP;
veridndern kann (Ando et al., 2001). Uber die Bedeutung der O-GIcNAc Modifikation fiir die

Interaktion von APP mit Bindungspartnern ist bisher jedoch nichts bekannt.

112



4. Diskussion

4.4 Untersuchung der O-GlcNAc Modifikation des C-Terminus von APP

Nach der Bestitigung der Ergebnisse von Griffith et al. fiir humanes APP sollten nun die
Serine und Threonine des C-Terminus von APP analysiert werden, die O-GIcNAc modifiziert
sind. Der C-Terminus weist fiinf Serin- bzw. Threonin-Reste auf, die mit O-GlcNAc

modifiziert sein konnten (Abb. 16A).

4.4.1 APP Expression in Xenopus Oocyten

Fiir den ersten Versuchsansatz standen zwei humane APP Formen zur Verfiigung, deren
Aminosdurereste Ser655 oder Ser675 jeweils gegen Alanin ausgetauscht worden waren. Diese
Mutanten sowie der Wildtyp wurden in Xenopus Oocyten exprimiert und im Hinblick auf O-
GlcNAc untersucht. Dazu wurden die Oocyten nach metabolischer Markierung homogenisiert
und APP wurde als Immunprizipitat aus diesem Extrakt isoliert. Sowohl die Expression der
APP Wildtypform als auch die der beiden APP Mutanten konnten autoradiographisch
nachgewiesen werden (Abb. 13). Zum Nachweis der O-GlcNAc Modifikation wurde dazu
eine Immunprézipitation mit dem anti-O-GIcNAc Antikdrper RL2 durchgefiihrt. Dabei wurde
erwartet, neben anderen O-GIcNAc Banden eine Bande im Molekulargewichtsbereich von
APP autoradiographisch detektieren zu kdnnen. Tatsdchlich konnten mit dem RL2 Antikorper
keine Proteine nachgewiesen werden, obwohl bekannt ist, dass Xenopus Oocyten auch O-
GlcNAc Proteine exprimieren (Miller et al., 1999). Da sich die Haltung der Frosche als
schwierig erwies und die Qualitdit der Oocyten nicht nur durch starke saisonale
Schwankungen beeinflusst sondern auch bedingt durch Krankheiten schlechter wurde,

konnten die Versuche nicht wiederholt werden.

4.4.2 Analyse der O-GlcNAc Modifikation des C-Terminus von APP

In einem zweiten Versuchsansatz sollte der C-Terminus aus Zellen der humanen
Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y, die stabil das Konstrukt SPA4CT, d.h. den C-Terminus als
Transmembranpeptid mit der A Region und einem Signalpeptid exprimieren und daher als
SPA4CT Zellen bezeichnet werden, isoliert und in Kooperation mit B. Cole mit ESI-MS auf
O-GIcNAc untersucht werden.
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Die SPA4CT Expression konnte im Western-Blot mit dem fiir den C-Terminus des humanen
APP spezifischen monoklonalen W02 Antikdrper nachgewiesen werden (Abb. 14). Wihrend
bei den parentalen nicht transfizierten Zellen nur eine sehr schwache Bande erkennbar ist
(nicht auf Abb. 14 zu erkennen), wurde bei den SPA4CT Zellen eine intensiv markierte
Bande zwischen 12-14 kDa detektiert, die dem zu erwartenden Molekulargewicht des
SPA4CT Proteins von 12 kDa entspricht (Dyrks et al., 1993). Das ca. 9 kDa gro3e Fragment,
das nach Abspaltung von AP durch die y-Sekretase entsteht, konnte nicht nachgewiesen
werden, da der W02 Antikorper spezifisch die AP Region erkennt. Interessanterweise scheint
das SPA4CT Peptid kein guter Ligand fiir die a-Sekretase zu sein, da bisher ein P3 Peptid,
das nach Spaltung von A4CT durch die a-Sekretase entsteht, unter solchen Bedingungen
noch nicht detektiert werden konnte (Haass et al., 1992; Dyrks et al, 1993).
Immuncytochemisch ist eine schwache Farbung der parentalen, d.h. nicht mit dem SPA4CT
Konstrukt transfizierten Zellen zu erkennen. Die Farbung ist zu erwarten, da die SH-SYS5Y
Zellen endogen humanes APP exprimieren. Die SPA4CT Zellen weisen im Vergleich zu den
Parentalzellen eine deutlich stirkere cytoplasmatische und nukledre Farbung auf (Abb. 14).
Eine nukledre Lokalisation von C-terminalen Fragmenten konnte bereits schon friiher z.B.

von Gao und Pimplikar (2001) gezeigt werden.

4.4.3 Analyse der O-GlcNAc¢ Modifikation des SPA4CT Produkts im Western-Blot

Nach Immunprézipitation des C-Terminus aus SPA4CT Zellen mit dem gegen das C-
terminale Ende gerichteten Antikorper 13G8 (Abb. 16A) wurde die O-GlcNAc Modifikation
im Western-Blot mit dem RL2 Antikdrper iiberpriift (Abb. 15). Wahrend der C-Terminus
eindeutig mit dem W02 Antikorper detektiert werden konnte, wurden keine Signale mit dem
RL2 Antikorper nachgewiesen. Um die Abspaltung von O-GlcNAc zu hemmen, wurde ein
Teil der Zellen, deren Homogenate spdter fiir die Immunpréizipitation verwendet wurden, mit
PUGNACc behandelt. Aber auch der C-Terminus der mit PUGNAc behandelten Zellen wies
keine nachweisbare O-Glykosylierung auf. Die Expressionsstirke zeigte keine Verdanderung
nach PUGNAc Behandlung.

Es ist vorstellbar, dass der C-Terminus fiir die O-GIcNAc Transferase dhnlich wie fiir die o-
Sekretase kein geeignetes Substrat darstellt (Haass et al., 1992), bzw. die O-GlcNAcase in
diesen Zellen besonders aktiv ist und sich nicht durch PUGNAc inhibieren lasst.
Dementsprechend konnte der C-Terminus gar nicht oder nur eine Subpopulation O-

glykosyliert sein.
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4.4.4 Isolation des C-Terminus aus SPA4CT Zellen mit anschliefender ESI-MS
Analyse

Fir die Analyse der potentiellen Subpopulation wurde eine  sensitivere
massenspektroskopische Methode gewihlt. Hierzu wurden C-Terminus Fragmente aus mit
PUGNAc behandelten SPA4CT-Zellen mittels Immunprézipitation angereichert, die
entsprechenden C-Terminus Immunprézipitate wurden aus Tris-Tricine Gelen nach
Silberfarbung isoliert (Abb. 16) und in Kooperation mit B. Cole (Baltimore, USA) mit
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) untersucht. Hierbei wird nach
entsprechender Vorbereitung des Gelstiicks das Protein eluiert, das Protein mit *H-Galactose
markiert und mit einer spezifischen Protease - im vorliegenden Fall Trypsin — hydrolysiert.
Darauthin werden die markierten Peptide entweder mehrfach mit HPLC oder mit dem Lektin
WGA, an das O-GlcNAc bindet, aufgereinigt und dann mittels ESI-MS analysiert.

Bereits die Analyse der mit Trypsin gespaltenen Fragmente mit ESI-MS ergab, dass die
auftretenden Massen nicht mit den zu erwartenden Massengroflen der C-Terminus Fragmente
ibereinstimmten (Abb. 17). Durch einen Abgleich mit entsprechenden Datenbanken konnten
die Fragmente zum groften Teil Keratinen zugeordnet werden. Selbst unter sorgfiltiger
Einhaltung moglichst keratinfreier Bedingungen wurde immer noch eine gro3e Keratinmenge

detektiert.

115



4. Diskussion

4.5 Dynamik der O-GlcNAc Modifikation in Kleinhirnneuronen

Griffith und Schmitz zeigten 1999, dass die Expression der O-GlcNAc Modifikation von
Proteinen in Kleinhirnneuronen sich reziprok nach Aktivierung bzw. Inaktivierung von
Kinasen und Phosphatasen verdndert. Diese Beobachtung unterstiitzt die sogenannte Yin-
Yang Hypothese, die von einem reziproken Verhiltnis zwischen O-GlcNAc Glykosylierung
und Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten bei Proteinen ausgeht. Weiterhin
bestitigt dieses Ergebnis die Annahme, dass es sich bei der O-GlcNAc Glykosylierung um
eine ebenso dynamische posttranslationale Modifikation wie bei der Phosphorylierung
handelt. In der vorliegenden Arbeit konnte nun demonstriert werden, dass die O-GlcNAc
Modifikation von postnatalen murinen Kleinhirnneuronen ebenso auf die Hemmung eines
Schliisselenzyms des Glucosaminstoffwechselwegs, der Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-
Amidotransferase (GFAT), reagiert und direkt durch Inhibition der O-GIcNAc Hydrolase
manipuliert werden kann. Wie bereits fiir andere Zellen gezeigt werden konnte, ist auch bei
den Kleinhirnneuronen eine reduzierte O-GIcNAc Expression nach Behandlung der Zellen
mit dem GFAT Inhibitor DON (6-Diazo-5-Oxonorleucine) zu beobachten (Sayeski und
Kudlow, 1996). Die kompetitive Hemmung der O-GIcNAc Hydrolase mit PUGNAc fiihrt zu
einem Anstieg der O-GIcNAc Expression, der im Western-Blot (Abb. 18) und durch indirekte
Immunfluoreszenz (nicht gezeigt, Rex-Mathes et al., 2001) detektiert werden konnte. Bereits
frither wurde mit Hilfe unterschiedlicher Glucose und Glucosaminkonzentrationen im
Kulturmedium demonstriert, dass die Stirke der O-GIcNAc Expression von der Verfligbarkeit
des Substrats der OGT abhéngt.

Eine lidnger als 24 h andauernde Behandlung mit DON scheint negativen Einfluss auf die
Lebensfahigkeit der Zellen zu haben (nicht gezeigt). Vermutlich wird durch die Hemmung der
Glucosaminsynthese auch die posttranslationale N- und O-Glykosylierung der Proteine im
Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat beeinflusst. Eine mehr als 48 h andauernde
Behandlung der Zellen mit PUGNAc scheint nicht die Zellvitalitit oder andere
morphologische Parameter zu beeinflussen. Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen iiberein, die ebenfalls zeigen konnten, dass ein O-GIcNAc Anstieg
keine Zellschdden bewirkt (Haltiwanger et al., 1998). Dass O-GlcNAc sogar fiir die
Lebensfahigkeit essentiell sein kann, zeigen auch Untersuchungen mit embryonalen
Stammzellen, deren OGT Gen inaktiviert war und die nicht lebensfdhig waren (Shafi et al.,
2000). Auch immunohistochemische Studien mit Maushirnschnitten von verschiedenen

Entwicklungsstadien zeigen bereits im frithen Embryonalstadium (Embryonaltag 10) bis hin
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zum adulten Entwicklungsstadium eine O-GIcNAc Expression, was weiterhin auf eine
lebenswichtige Funktion von O-GIcNAc in der Zelle deutet (Rex-Mathes et al., 2001).

Wihrend die O-GlcNAc Expression in kultivierten postnatalen Kleinhirnneuronen homogen
ist (nicht gezeigt, Rex-Mathes et al., 2001), weisen Kleinhirnneuronen des Embryonaltags 17
eine auffdllig variierende Intensitit der RL2 Immunreaktivitit auf, die nicht auf einer
unvollstindigen Permeabilisierung der Zellen beruht (Abb. 19). Uberpriift wurde dies u.a mit
einem nicht O-GlcNAc spezifischen, sondern gegen Calbindin gerichteten Antikdrper, der als
Marker fiir Purkinje-Zellen eingesetzt wird. Die Purkinje-Zellen weisen eine homogene
Calbindin Immunfarbung auf, so dass eine unvollstindige Permeabilisierung ausgeschlossen
werden kann (Abb. 20). Die variierende Intensitdt der RL2 Immunreaktivitdt korreliert nicht
mit einer Verdnderung der Zellvitalitit, die mit Hilfe einer Kernfirbung mit dem
fluoreszierenden Farbstoff H 33258 iiberpriift wurde. Es sind verschiedene Ursachen fiir die
unterschiedliche Immunféarbung bei gleicher Kernfarbung mdglich. Es konnte sein, dass sich
die O-GlcNAc Expression im Verlaufe der embryonalen Entwicklung verdndert. Zwar stellten
Mathes et al. keine signifikanten Unterschiede in der Intensitit der Immunreaktion wihrend
unterschiedlicher Entwicklungsstadien oder in verschiedenen Hirnregionen fest, sie erwéhnen
aber, dass die Purkinje-Zellen ab dem postnatalen Tag 7 eine stirkere distinkte Farbung
zeigen, die ab dem postnatalen Tag 14 am stirksten erscheint und bis zur Adoleszens so
erhalten bleibt. Kultivierte prinatale Kleinhirnneuronen stellen ein Gemisch aus zum Teil
unreifen Neuronen dar, die sich erst nach weiteren mitotischen Zellzyklen bei entsprechender
Kultivierung zu postmitotischen Neuronen wie Kornerzellen und Purkinje-Zellen
differenzieren konnen. Dabei kann es sein, dass unterschiedliche Zelltypen unterschiedliche
O-GIcNAc Expressionen aufweisen. So wurde vor kurzem festgestellt, dass im adulten
Kleinhirn der Ratte die Purkinje-Zellen die stirkste O-GlcNAc Expression aufweisen,
wihrend die Neuronen der Molekularschicht und die Golgi-Zellen der Kornerschicht eine
nicht ganz so starke und die Kornerzellen nur eine schwache Expression aufweisen (Akimoto
et al., 2003b). Ob dies ebenso fiir die kultivierten prénatalen Kleinhirnneuronen zutrifft, kann
durch Doppelfarbungen mit einem anti-O-GlcNAc Antikorper und den entsprechenden
zelltypspezifischen Antikorpern iiberpriift werden. Im vorliegenden Fall standen nur
Mausantikorper zur Verfiigung, so dass keine Doppelfarbungen moglich waren. Vorstellbar
ist weiterhin, dass die O-GIcNAc Expression je nach Zell-Zyklusstadium und
Differenzierungsgrad variiert. Einen Hinweis auf einen moglichen Zusammenhang zwischen
O-GIcNAc Expression und neuronalen Differenzierungsprozess gibt das Ergebnis der

Untersuchung der O-GIcNAc Expression mit zunehmender Kultivierungsdauer: Wahrend die
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Neuronen nach 3 und 5 Tagen eine variierende RL2-Immunreaktivitit aufweisen, konnte nach
7- und 10- tigiger Kultivierung eine homogene O-GlcNAc-Immunfirbung detektiert werden
(Abb. 21). Diese Beobachtung muss durch weitere Untersuchungen mit entsprechenden
Mitosemarkern ergdnzt werden. Der Einfluss von NGF bei der neuronalen Differenzierung
auf die O-GlcNAc Expression wird in Kapitel 4.6 diskutiert.

Wihrend lichtmikroskopisch eine Abgrenzung zwischen nukledrer und cytoplasmatischer
Immunreaktivitdt kaum moglich ist, da der Zellkern fast den gesamten Zellkorper ausfiillt,
konnten Akimoto et al. durch immunhistochemische Analysen von Kleinhirndiinnschnitten
postnataler Ratten mit dem Elektronenmikroskop die O-GIcNAc Transferase und mit O-
GIcNAc modifizierte Proteine stirker im Euchromatin des Kerns als im Cytoplasma der
Neuronen lokalisieren (Akimoto et al., 2003b). Die zweitstarkste Immunreaktivitdt mit dem
Elektronenmikroskop zeigen in der Studie von Akimoto et al. die prisynaptischen
Endigungen der Neuronen, aber auch Perikaryon, Dendriten, Axone und postsynaptische
Endigungen weisen OGT und O-GlcNAc Expression auf. Lichtmikroskopisch wurde eine
intensive Immunreaktivitit in dieser fritheren Studie nur in Purkinje-Zellen beobachtet, die
auch eine starke Farbung der Dendriten zeigen, wihrend die Neuriten anderer Zelltypen kaum
gefarbt sind. Bei der vorliegenden Untersuchung der prinatalen Kleinhirnneuronen in vitro
zeigen vereinzelt Neuritenansidtze eine O-GIcNAc Immunreaktivitit, die Neuriten bleiben
jedoch ebenfalls groftenteils von der Immunfiarbung ausgespart (Abb. 19A). Erst nach
Behandlung der Zellen mit PUGNAc konnte vereinzelt eine Farbung der Neuriten festgestellt
werden (Abb. 22).

Die Anwesenheit und Lokalisation der OGT und mit O-GlcNAc modifizierter Proteine in
Neuronen sind Indizien dafiir, dass die O-GIcNAc Modifikation &dhnlich wie die
Phosphorylierung eine wichtige Rolle in Neuronen spielt. Es wird diskutiert, ob die O-
GIcNAc Modifikation bei der neuronalen Signaltransduktion eine wichtige Funktion
iibernimmt. Mehrere Ergebnisse sprechen dafiir, dass die O-GlcNAc Modifikation eine
Bedeutung bei der Exocytose bzw. Sekretion von Neurotransmittern am synaptischen Spalt
hat. So konnte besonders in den Prasynapsen die OGT um die synaptischen Vesikel herum
lokalisiert werden. Durch O-GlcNAcylierung von cytoskeletalen Proteinen wie zum Beispiel
Mikrotubuli-assozierte Proteine, Tau, AP-3 und Synapsine, die ebenfalls an der Exocytose
beteiligt und mit O-GIcNAc modifiziert sind, konnte die OGT die Exocytose von
synaptischen Vesikeln kontrollieren. Auflerdem konnten in den Nervenendigungen drei
weitere neuronale O-GIcNAc Proteine identifiziert werden: CRMP-2, B-Synuclein und UCH-
L1 (Cole und Hart, 2001).
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4.6 Bedeutung der O-GIcNAc  Expression bei  neuronalen

Differenzierungsprozessen

Es gibt Hinweise darauf, dass O-GlcNAc auch bei der Proliferation und Zellteilung eine Rolle
spielt (Kearse und Hart, 1991; Boehmelt et al., 2000; Fang und Miller, 2001). So kommt es
nach Aktivierung von Lymphozyten mit dem T-Zell-Mitogen Concanavalin A zu einer
raschen Verdnderung der O-GIlcNAcylierung von nukledren und cytoplasmatischen Proteinen,
was auf eine Beteiligung von O-GlcNAc bei der Zell-Zyklus-Aktivierung hinweist (Kearse
und Hart, 1991). Fang und Miller injizierten das Enzym Galactosyltransferase in Xenopus
Oocyten, die in der Prophase der Meiose arretiert waren. Die Ubertragung von Galactose auf
O-GlcNAc durch die Galactosyltransferase hemmt die Deglykosylierung und lektindhnliche
Interaktionen, die unmodifizierte O-GlcNAc Reste voraussetzen. Sie stellten fest, dass die
Maskierung der O-GlcNAc Reste durch Galactose in den arretierten Zellen keinen Einfluss
auf die Zellvitalitit hat, wiahrend nach Induktion der Meiose durch Progesteron eine toxische
Wirkung festzustellen ist. /n vitro inhibiert die Galactosyltransferase in zellfreien Oocyten-
Extrakten den Ubergang von der M- zur S-Phase. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass
die Regulation des O-GlcNAc Metabolismus bedeutend fiir das Durchlaufen des Zellzyklus
ist. Die Ergebnisse von Boehmelt et al. unterstiitzen diese Theorie. Sie verwendeten
embryonale Mausfibroblasten mit einem inaktivierten Gen fiir das Enzym Glucosamin-6-
Phosphat Acetyltransferase (EMeg32), das fiir die Synthese von UDP-GIcNAc erforderlich
ist. Diese Zellen weisen einen niedrigeren O-GIcNAc Spiegel und ein vermindertes
Zellwachstum auf, das entweder durch Reexpression von EMeg32 oder durch Erhéhung des
intrazelluldren UDP-GIcNAc Gehalts aufgehoben werden kann (Boehmelt et al., 2000).

Eine potentielle Funktion von O-GlcNAc bei der Regulation des Zell-Zyklus kdnnte auch eine
Bedeutung bei Krankheiten mit einem abnormalen O-GlcNAc Stoffwechsel wie zum Beispiel
der Alzheimer Demenz (Griffith und Schmitz, 1995) haben. Hierbei konnte die
nachgewiesene verstiarkte O-GIcNAc Expression in bestimmten, von der AD besonders
betroffenen Hirnarealen im Zusammenhang mit den erst kiirzlich festgestellten
Reaktivierungs- bzw. Dedifferenzierungsprozessen in degenerierenden Neuronen aus
Gehirnen von AD Patienten stehen. Bisher ist allerdings nichts {iber eine mogliche Funktion
von O-GlcNAc bei Dedifferenzierungs- bzw. Differenzierungsprozessen der Zelle bekannt.
Um eine solche mdgliche Funktion untersuchen zu koénnen, wurden PC12-Zellen durch
Behandlung mit dem Nervenwachstumsfaktor NGF zur Differenzierung angeregt. Die

Klonzellinie PCI12 stammt von einer Ratten-Phaeocyromocytoma-Zelllinie ab. Bei
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Behandlung mit NGF stellen die Zellen ihre Proliferation ein und differenzieren in einen
sympathischen Neuronen vergleichbaren Phénotyp (Greene und Tischler, 1976): Neuriten
bilden sich aus und die Zellen werden elektrisch erregbar. Damit einher geht eine
Verianderung des molekularen Expressionsmusters (Hondermarck et al., 1994; Vician et al.,
1997; Brown et al., 1999). NGF war das zuerst entdeckte und ist das am besten untersuchte
Mitglied einer Familie von Polypeptiden, die auch als Neutrophine bekannt sind (Levi-
Montalcini und Angeletti, 1968; Levi-Montalcini, 1987).

Zusammenfassend zeigen die in Kapitel 3.3.3 vorgestellten Ergebnisse, dass die O-GlcNAc
Expression in Gegenwart von NGF nach 6 Tagen signifikant abnimmt (Abb. 23, 24). Die
Expression der O-GIcNAc Transferase bleibt hingegen konstant (Abb. 24). Die zusitzliche
Behandlung der Zellen mit PUGNACc, einem Inhibitor der O-GlcNAc Hydrolase, beeinflusst
die Neuritenlinge und die O-GIcNAc Modifikation der Proteine: Im Vergleich zu
ausschliellich mit NGF behandelten Zellen, werden in Gegenwart von PUGNAc und NGF
signifikant kiirzere Neuriten ausgebildet wihrend die O-GlcNAc Expression nicht abnimmt
(Abb. 23).

Wie bereits in Kapitel 1.1.2 ausfiihrlich beschrieben, wird nach der von G. Hart aufgestellten
Yin-Yang Hypothese angenommen, dass die O-GlcNAc Modifikation eine reziproke
Funktion zur Phosphorylierung iibernehmen kann (Cheng und Hart, 2001). Ausschlaggebend
fiir die verminderte O-GlcNAc Expression konnten daher folgende molekulare Mechanismen
der NGF-abhéngigen Differenzierung sein, die mit Phosphorylierungsvorgéngen einhergehen.
Durch die Bindung von NGF an seinen hochaffinen Rezeptor TrkA kommt es zu dessen
Dimerisierung und Autophosphorylierung, wodurch es zur Aktivierung von verschiedenen
intrazelluldren Signalkaskaden kommt (Abb. 27, Segal und Greenberg, 1996; Jing et al.,
1992). An den aktivierten Rezeptor kdnnen intrazelluldr verschiedene Molekiile binden, die
zum Teil selber liber Kinaseaktivititen verfliigen. Als Folge der TrkA-Rezeptoraktivierung
werden u.a. Phospholipase-Cy (PLCy), Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase), sowie
das nichtkatalytische Adaptermolekiil Shc (src homology containing protein, Segal und
Greenberg, 1996) aktiviert, die unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden auslosen, die
wiederum zu unterschiedlichen zelluldiren Reaktionen fithren. So ist die PI-3 Kinase fiir das
Uberleben von PC12-Zellen notwendig (Yao und Cooper, 1995; Klesse et al., 1999). Der iiber
Shc aktivierte Ras/sMAPK-(Mitogen-activated protein kinase) Signalweg flihrt zur neuronalen
Differenzierung von PC12-Zellen, wobei das durch TrkA phosphorylierte Adaptermolekiil

Shc mit einem Komplex aus Grb2 und Sos interagiert.
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Abb. 27 Darstellung der NGF-vermittelten Signaltransduktion (aus Segal und Greenberg, 1996). Nach
Bindung von NGF an seinen hochaffinen Rezeptor TrkA kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors und der
Autophosphorylierung von Tyrosinresten im cytoplasmatischen Teil. An diese Phosphotyrosinreste bindet das
Adaptermolekiil She. Durch die Bindung des Grb-Sos-Komplexes an dieses Adaptermolekiil kommt es zu einem
GDP-GTP Austausch des G-Proteins Ras. GTP-gebundenes Ras fiihrt zur Aktivierung der Kinase b-Raf, welche
ihrerseits zur Aktivierung von MEK1 durch Phosphorylierung an Serin- und Threoninresten fiihrt. Als Substrate
dieser Kinase werden Erk 1/2 an Tyrosin- und Threoninresten phosphoryliert. Nach Wanderung von aktiviertem
Erk 1/2 in den Zellkern aktiviert es dort den Transkriptionsfaktor Elk. Elk bindet im Komplex mit SRF (Serum
response factor) an SRE (Serum response element). Dies fiihrt zur Induktion von verschiedenen “immediate
early genes” (IEG), wie c-fos oder c-jun. Der Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element binding
protein), der ebenfalls an der Induktion von IEGs beteiligt ist, kann auch durch aktiviertes Ras phosphoryliert

werden.

Sos ist ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor, der das G-Protein Ras durch GDP/GTP
Austausch aktiviert. Daraufhin wird durch GTP-gebundenes Ras eine Kaskade aktiviert, die
aus drei Elementen besteht: Das erste Element, b-Raf ist eine MAPK-Kinase-Kinase
(MAPKKK) und phosphoryliert die MAPK-Kinase MEK1 (Mitogen-activated ERK kinasel)
an Serin- und Threoninresten. Diese phosphoryliert wiederum die MAPK ERK 1/2
(Extracellular signal-regulated kinase 1/2) an Tyrosin- und Threoninresten. Nach ihrer

Aktivierung konnen ERKI1/2 in den Zellkern wandern und dort verschiedene
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Transkriptionsfaktoren aktivieren, die unter anderem an der Expression von unmittelbar
frithen Genen, den IEGs (Immediate early gene) beteiligt sind. Neben der Aktivierung des
MAPK-Weges kann es durch Ras zur Aktivierung weiterer Signalkaskaden kommen, in deren
Verlauf andere Transkriptionsfaktoren wie z.B. CREB aktiviert werden, die wiederum die
Transkription von IEGs einleiten. CREB kann ebenfalls durch den MAPK-Weg aktiviert
werden (Abb. 27). Die Aktivierung von Ras kann neben dem oben beschriebenen Weg auch
iiber PLCy erfolgen, welche durch die Bindung an TrkA aktiviert werden kann. Durch die
enzymatische Spaltung von PLCy wird Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat in zwei
Signalmolekiile aufgespalten: Inositoltriphosphat und Diacylglycerol. Ersteres fiihrt zur Ca”'-
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum in das Cytosol, letzteres aktiviert die
Proteinkinase C (PKC). Der weitere Mechanismus, der zur Aktivierung von Ras fiihrt, ist
jedoch noch ungeklart (Segal und Greenberg, 1996).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die pharmakologische Beeinflussung unterschiedlicher
Proteinkinasen und Phosphatasen ebenfalls eine Verdanderung des O-GlcNAc Status bewirken
kann. So fiihrt die Behandlung von Kleinhirnneuronen mit PMA (Phorbolester-4p3-Phorbol-
12-13-Acetate) zu einer Aktivierung der PKC und einer Abnahme der O-GlcNAc Expression
(Griffith und Schmitz, 1999). Nach Inkubation der Zellen mit dem Serin-Threonin-Phospatase
Inhibitor Okadasdure kommt es ebenfalls zu einer Abnahme des O-GlcNAc Status, der nicht
nur in murinen Kleinhirnneuronen sondern auch in humanen Neuroblastoma-Zellen
beobachtet werden konnte (Griffith und Schmitz, 1999; Lefebvre et al., 1999). Aullerdem
verstirkt der O-GIcNAcase Inhibitor PUGNAc die O-GIcNAc Expression und vermindert den
Einbau von Phosphat in den Transkriptionsfaktor SP1, der ebenfalls bei der neuronalen
Differenzierung mit NGF eine Rolle spielt (Haltiwanger et al., 1998). Es ist bekannt, dass die
neuronale Differenzierung von PCl12-Zellen durch NGF u. a. einen Anstieg der
Genexpression des neuronalen Acetylcholinrezeptor bewirkt. Dieser Anstieg wird durch das
von ERK aktivierte c-Jun verursacht, das durch Kooperation mit SP1 an eine SP1
Bindungsstelle im Promotor der f4-Untereinheit des neuronalen Acetylcholinrezeptors bindet
(Melnikova und Gardner, 2001). Die Aktivierung des SP1 Faktors durch NGF bewirkt
ebenfalls die Transkription des Cyclin-abhéngigen-Kinase (CDK)-Inhibitor-Proteins p21
WAF1/CIP1 und des G1-Phase Cyclins D1 (Yan und Ziff, 1997). Es gibt Hinweise darauf,
dass die Induktion des CDK Inhibitors durch Kooperation von SP1 mit dem
Transkriptionscoaktivator p300 erfolgt (Billon et al., 1999). Bei diesen Interaktionen von SP1
mit anderen Transkriptionsfaktoren konnte O-GlcNAc eine Rolle spielen. So stellten Roos et

al. fest, dass die O-GlcNAc Modifikation von SP1 die Interaktion mit einem anderen
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Transkriptionsfaktor TAF110 bzw. die Selbstassoziation storen und dies die
Transkriptionsrate negativ beeinflussen kann (Roos et al., 1997). Es ist daher vorstellbar, dass
SP1 nach Induktion der neuronalen Differenzierung durch NGF weniger oder gar nicht
glykosyliert ist und in dieser Form leichter an c-Jun oder p300 binden kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte einerseits eine Abnahme der O-GIcNAc Expression
wihrend der Behandlung der PC12-Zellen mit NGF beobachtet werden. Nach NGF und
gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit dem O-GlcNAcase Inhibitor PUGNAc erfolgte
jedoch keine Reduktion des O-GIcNAc Levels (Abb. 23). Aullerdem waren die ausgebildeten
Neuriten signifikant kiirzer (p<0,01) als die der ausschlieflich mit NGF behandelten Zellen
(Abb. 23, Abb. 26). Da bisher keine andere Wirkung von PUGNACc als die der O-GlcNAcase
Inhibition bekannt ist, ldsst dieses Ergebnis vermuten, dass eine im Vergleich zur NGF
Behandlung erhohte O-GIcNAc Expression einen hemmenden Einfluss auf die
Neuritenbildung und damit der neuronalen Differenzierung haben konnte. Es ist bekannt, dass
zum Beispiel die Phosphorylierung des Amyloid Precursor Proteins wihrend der neuronalen
Differenzierung von PC12-Zellen wichtig fiir die Neuritenextension ist (Ando et al., 1999).
Dabei wird der Rest Thr668 (APP695) phosphoryliert, der ebenfalls potentiell mit O-GlcNAc
modifiziert sein kann.

Ob O-GlcNAc tatsdchlich einen inhibierenden Effekt auf die neuronale Differenzierung hat,
konnte ein weiterer Versuchsansatz kldren, bei dem die Zellen zuerst mit NGF und in
verschiedenen Zeitintervallen zuséitzlich mit PUGNAc behandelt werden. So ist z.B. bekannt,
dass nach 15-miniitiger Stimulation mit NGF ein deutlicher Anstieg im
Phosphorylierungsstatus von ERK 1/2 zu erkennen ist (Gotoh et al.,1990; Gomez und Cohen,
1991). Dementsprechend konnte bei gleichzeitiger NGF+PUGNAc Zugabe iiberpriift werden,
ob die Phosphorylierung von ERK inhibiert wird.

Im Verlauf der Differenzierung kommt es auflerdem zu einer Verdnderung des
Proteinexpressionsmusters und es sind verschiedene Molekiile nachgewiesen worden, deren
Expression mit der Differenzierung von PC12-Zellen gekoppelt ist. Z.B. kann nach
Neurotrophingabe die Expression von Galectin-3 in PC12-Zellen induziert werden, die nach
4-6 h ansteigt (Kuklinski, 2000). Die Expression von MAP1B (microtubule-associated protein
1B) wird auch durch NGF stimuliert und erreicht nach 4 Tagen das hochste
Expressionsniveau (Goold und Gordon-Weeks, 2001). Ob die Expression solcher Marker
Proteine durch ein erhéhtes O-GlcNAc Niveau inhibiert bzw. beeinflullt wird, konnte auf

diese Weise auch geklirt werden.
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Ebenfalls sollte untersucht werden, ob eine verstirkte O-GIcNAc Expression zu
Dedifferenzierungsprozessen bei bereits ausdifferenzierten Neuronen fiihren kann. Das wére
besonders im Hinblick auf den bereits erwdhnten Zusammenhang zwischen

Dedifferenzierungsprozessen und der neurodegenerativen Alzheimer Krankheit interessant.
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S. Zusammenfassung

Die intrazellulire Modifikation der Serin- und Threoninreste von cytosolischen und
Kernproteinen mit einem N-Acetylglucosamin (O-GIcNAc) ist ubiquitir verbreitet und bei
allen bisher darauthin untersuchten eukaryotischen Spezies sowie in allen Gewebetypen
nachgewiesen worden. O-GIcNAc scheint u.a. die Assoziation von Proteinen zu beeinflussen
und ein zur Phosphorylierung alternatives Signaltransduktionssystem darzustellen.
Vermutlich hat die O-GIcNAc Modifikation nicht nur eine Bedeutung bei Krankheiten wie
Diabetes und Krebs sondern auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer
Krankheit. So konnte in fritheren Untersuchungen ein Anstieg der O-GlcNAc Modifikation in
bestimmten subzelluldren Fraktionen von Hirnregionen von Alzheimer Patienten
nachgewiesen werden. Aullerdem wurde die O-GIcNAc Modifikation der murinen Form des
Amyloid Precursor Proteins, das an der Pathogenese der Alzheimer Krankheit beteiligt ist,
nachgewiesen.

Im ersten Teil des vorliegenden Projekts sollte die O-GlcNAc Modifikation neuraler Proteine
aus Hirnhomogenaten von Alzheimer Patienten und Kontrollpersonen niher untersucht und
Proteine mit unterschiedlicher O-GIcNAc Modifikation identifiziert werden. Zum Nachweis
der O-GlcNAc-Modifikation wurden neben der radioaktiven Galactosylierungsmethode vor
allen Dingen immunologische Methoden eingesetzt. Zunédchst wurde die O-GlcNAc Spezifitit
der verwendeten Antikorper in verschiedenen Tests iiberpriift und miteinander verglichen.
Mit den anti-O-GlcNAc Antikdrpern RL2 und MUDS0 konnte im Western-Blot ein
anndhernd gleiches Proteinbandenmuster einer humanen Proteinfraktion detektiert werden.
Aus humanen Hirnproben von Alzheimer- und Kontrollpatienten wurden sowohl Fraktionen
von Detergens-unloslichen cytoskeletalen und Cytoskelett-assoziierten Proteinen (Dicf) als
auch von Detergens-16slichen cytoplasmatischen Proteinen und Membranproteinen (Dsf)
préapariert und auf ihren O-GlcNAc Gehalt hin untersucht. Wéhrend die Dsf-Proteine der AD-
und Kontrollproben entsprechend fritherer Untersuchungen keine Unterschiede hinsichtlich
der O-GIcNAc Modifikation zeigten, konnte der im ELISA gemessene Unterschied zwischen
AD- und Kontrollproben der Dicf-Proteine weder im Western-Blot noch mittels
Galactosylierungsmethode bestétigt werden, so dass keine entsprechenden Proteine mit
unterschiedlicher  Glykosylierung identifiziert werden konnten. Bei zukiinftigen
Untersuchungen sollten bereits bekannte mit O-GIcNAc modifizierte Proteine angereichert

und im Hinblick auf mégliche quantitative Unterschiede untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Bei der Pathogenese der Alzheimer Demenz spielen die Spaltungsprozesse des Amyloid
Precursor Proteins eine wesentliche Rolle. Diese Prozessierung von APP wird u.a. durch
verschiedene Signalkaskaden bzw. Phosphorylierungsvorginge reguliert. Ob die O-
GlcNAcylierung ebenfalls darauf einen Einfluss hat, ist unbekannt. Wihrend die O-GlcNAc
Modifikation des murinen APP bereits nachgewiesen wurde, konnte die des humanen APP im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden. Die O-GlcNAc Modifikation
war sowohl in vivo als auch in vitro mit einem anti-O-GIcNAc Antikorper detektierbar. /n
vivo weist die unreife APP Form eine stirkere O-GIcNAc Modifizierung im Vergleich zur
reifen Form auf. Bei stabil mit dem humanen APP695 transfizierten unbehandelten murinen
Neuroblastoma-Zellen (d. h. in vitro) konnte nur eine schwache O-GlcNAc Modifizierung
von APP Immunprizipitaten nachgewiesen werden. Die Signalstirke steigt nach Behandlung
der Zellen mit PUGNACc, einem Inhibitor der O-GIcNAc Hydrolase, erwartungsgemil} an, da
PUGNACc die Abspaltung von O-GIcNAc hemmt. Interessanterweise konnte ein gleicher
Anstieg ebenfalls nach Behandlung der Zellen mit Swainsonine, das als Inhibitor der
Mannosidase II die Anreicherung der unreifen Form im ER begiinstigt, beobachtet werden.
Der stirkste Anstieg und somit ein synergistischer Effekt resultiert aus der kombinierten
Behandlung mit PUGNAc und Swainsonine. Ob die Hemmung der Mannosidase II und damit
die Hemmung der Prozessierung von N-Glykanen im Golgi-Apparat die O-GlcNAcylierung
von APP direkt oder indirekt durch andere davon betroffene Proteine beeinflusst, gilt es in
Zukunft zu kliaren. Ebenfalls sollte in weiteren Versuchen gekldrt werden, ob O-GIcNAc an
dem mdglicherweise schon im ER und frithen Golgi stattfindenen Prozessieren von APP, fiir
das es bereits einige Hinweise in der Literatur gibt, beteiligt ist.

Da die O-GIcNAc Modifikation bisher ausschlieBlich intrazelluldr nachgewiesen werden
konnte, ist davon auszugehen, dass Aminosdurereste des intrazelluliren C-Terminus des
Transmembranproteins APP mit O-GIcNAc glykosyliert sind. Es konnte allerdings
immunologisch keine O-GlcNAc Modifikation des C-Terminus detektiert werden, der aus
stabil mit dem C-Terminus transfizierten humanen Neuroblastoma-Zellen isoliert wurde.
Moglicherweise stellt der C-Terminus alleine kein geeignetes Substrat fiir die O-GlcNAc
Transferase dar. Eine massenspektrometrische Untersuchung des isolierten C-Terminus mit
ESI-MS brachte keine Ergebnisse.

Ebenfalls auf fritheren Untersuchungen basierend wurde im dritten Teil der Arbeit die
Dynamik der O-GlcNAc Modifikation in murinen Kleinhirnneuronen untersucht und das
Verhalten der O-GlcNAc Expression bei neuronalen Differenzierungsprozessen analysiert. In

pranatalen Kleinhirnneuronen wurde immuncytochemisch eine variierende Intensitdt der O-
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5. Zusammenfassung

GIcNAc Expression festgestellt, die postnatale Kleinhirnneuronen nicht zeigen. Diese
inhomogene Immunfirbung verschwindet nach langerer Kultivierungsdauer. Ob neuronale
Differenzierungsprozesse bzw. unterschiedliche Zell-Zyklus-Phasen ursdchlich fiir die
unterschiedlich starke O-GIcNAcylierung der Zellen untereinander sind, miissen weitere
Untersuchungen zeigen.

Die Dynamik der O-GIcNAc Modifikation lésst sich in vitro dhnlich wie in anderen Zelltypen
auch in murinen Kleinhirnneuronen manipulieren. In postnatalen Kleinhirnneuronen kann die
O-GIcNAc Expression mit DON, einem Inhibitor der GFAT, einem Schliisselenzym der
GlcNAcSynthese, verringert und mit PUGNAc verstirkt werden. Prénatale
Kleinhirnneuronen zeigen immuncytochemisch nach PUGNAc Behandlung zusétzlich zu den
Somata vereinzelt eine Immunfirbung der Neuriten, wéhrend diese unter
Kontrollbedingungen nicht zu beobachten sind.

Es konnte gezeigt werden, dass sich bei neuronalen Differenzierungsvorgingen die O-
GIcNAc Expression verdndert. So wurde eine verringerte O-GIcNAc Expression nach
Induktion der neuronalen Differenzierung bei PC12-Zellen durch NGF festgestellt, obwohl
die Expression der O-GIcNAc Transferase hingegen konstant bleibt. Eine zusdtzliche
Behandlung der Zellen mit PUGNACc fiihrt zur Ausbildung von signifikant kiirzeren Neuriten
im Vergleich zu den ausschlieBlich mit NGF behandelten Zellen, auBerdem nimmt die O-
GlcNAc Expression nicht ab im Vergleich zur Kultivierung ohne NGF bzw. sie nimmt zu im
Vergleich zur Behandlung mit NGF allein. Ob eine ebenfalls verstirkte O-GlcNAc
Expression, wie sie in bestimmten Hirnarealen bei AD-Patienten post mortem detektiert
werden konnte, mdglicherweise im Zusammenhang mit Dedifferenzierungsprozessen stehen,
die von anderen Arbeitsgruppen in Hirngewebe von AD-Patienten nachgewiesen wurden,

sollte in Zukunft in weiteren Versuchen geklart werden.
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7. Anhang

A) Dicf-Proteine von AD- und Kontrollgehirngewebeproben mit
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B) Dsf-Proteine von AD- und Kontrollgehirngewebeproben mit

entsprechenden 2. AK Kontrollen
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Abb. 28 Quantitativer O-GlcNAc Nachweis: ELISA mit Alzheimer- und Kontrollproben, mit Darstellung

der Sekundirantikorper-Kontrollen. Es wurden 25 pg Dicf- (A) bzw. Dsf-Proteine (B) pro Vertiefung

eingesetzt. Der ELISA wurde mit dem monoklonalen MUDS0 Antikdrper als Erstantikdrper durchgefiihrt

(2.2.4). Die optische Dichte (OD) der Farbreaktion der an den Zweitantikorper gebundenen Peroxidase mit

ABTS wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen. Die gemessenen OD Werte wurden in Relation zu

dem gemessenen OD Wert von GIcNAc-BSA (62,5 ng), das als Positivkontrolle mitgefiihrt wurde, gesetzt

(GlcNAc-BSA.

100%). Die dargestellten Werte entsprechen dem Durchschnitt aus drei Messwerten +
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7. Anhang

Standardabweichung. Die OD Werte fiir die unspezifische Bindung des Sekundirantikdpers an das Antigen
wurden separat dargestellt (AD 2.AK / Ko 2.AK). Abkiirzungen: fr (Frontallappen), par (Parietallappen), temp.
(Temporallappen), AD (Alzheimer Demenz), Ko (Kontrolle).
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Abb. 29 Graphische Darstellung der Neuritenléingen in Form von Boxplots. Um beurteilen zu konnen,
ob die Unterschiede hinsichtlich der Neuritenlinge zwischen mit NGF+PUGNAC und mit NGF
behandelten PC12-Zellen signifikant sind, wurden die Neuritenlingen gemessen. Fiir die statistische
Auswertung wurde der U- Test fiir unabhédngige Stichproben nach Wilcoxon, Mann und Whitney
durchgefiihrt. Die Neuritenldngen werden in Form eines Boxplots graphisch dargestellt. Insgesamt wurden
in A) 41 Neuriten von mit NGF+PUGNAc und 43 Neuriten von mit NGF behandelten PC12-Zellen und in
B) 100 Neuriten von mit NGF+PUGNAc und 118 Neuriten von mit NGF behandelten PC12-Zellen
ausgemessen. Aus der Abbildung geht hervor, dass die mit NGF+PUGNACc behandelten Zellen signifikant
kiirzere Neuriten haben im Vergleich zu den ausschliesslich mit NGF behandelten Zellen. Als Ausreisser
(O) sind die Werte gekennzeichnet, deren Abstand vom 25%-Perzentil nach unten (rote Fldche unter dem
als schwarzen Balken eingezeichneten Median) bzw. vom 75%-Perzentil nach oben zwischen dem
1,5fachen und dem 3fachen der Boxhohe liegen. Die Boxhdhe gibt den Abstand zwischen dem 25%- und
dem 75%-Perzentil wieder. Der Abstand extremer Werte (x) von dem 25%- oder dem 75%-Perzentil
betrdgt mehr als das Dreifache der Boxhohe.
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